Ciudad Obregdn, Sonora, a 30 de abril de 2013

Instituto Tecnoldgico de Sonora

Presente.

El que suscribe José Alberto Chavez Partida, por medio del presente manifiesto bajo protesta de
decir verdad, que soy autor y titular de los derechos de propiedad intelectual tanto morales como
patrimoniales, sobre la obra titulada: “Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en
contra_de Salmonella enteritidis aislada de cerdos de una granja del sur de Sonora”, en lo
sucesivo “LA OBRA”, misma que constituye el trabajo de tesis que desarrolle para obtener el grado
de Médico Veterinario Zootecnista en ésta casa de estudios, y en tal caracter autorizo al Instituto
Tecnoldgico de Sonora, en adelante “EL INSTITUTO”, para que efecttie la divulgacion, publicacién,
comunicacion publica, distribucion y reproduccién, asi como la digitalizacién de la misma, con
fines académicos o propios del objeto del Instituto, es decir, sin fines de lucro, por lo que la

presente autorizacion la extiendo de forma gratuita.

Para efectos de lo anterior, EL INSTITUTO debera reconocer en todo momento mi autoria y
otorgarme el crédito correspondiente en todas las actividades mencionadas anteriormente en LA
OBRA.

De igual forma, libero de toda responsabilidad al EL INSTITUTO por cualquier demanda o
reclamacion que se llegase a formular por cualquier persona, fisica o moral, que se considere con
derechos de autor sobre los resultados derivados de la presente autorizacién, o por cualquier
violacion a los derechos de autor y propiedad intelectual que cometa el suscrito frente a terceros
con motivo de la presente autorizacién y del contenido de la misma obra.

#/ZJA /740;/63_ a/ﬁjﬁ

José Alberto Chavez Partida




INSTITUTO TECNOLOGICO DE SONORA
Educar para Trascender

“Actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales en contra de Salmonella
enteritidis aislada de cerdos de una

granja del sur de Sonora”

Tesis
Que para obtener el titulo de

Meédico Veterinario Zootecnista

Presenta

José Alberto Chavez Partida

Ciudad, Sonora Abril 2013




DEDICATORIAS Y AGRADECIMIENTOS

Este trabajo esta dedicado desde lo mas profundo de mi corazén a quienes no por
meses Si no por afos, gracias a su gran esfuerzo, apoyo, dedicacion y de la
manera mas desinteresada cambiaron sus metas por mis metas y sus suefios por
los mios. Con un solo objetivo, el de hacer de mi una persona preparada y una
persona de bien gracias a mis padres: ROSARIO CHAVEZ GIL y DOLORES
PARTIDA VILLEGAS.

Agradezco a mis hermanos Marco Antonio Chavez Partida y Andrés Rosario
Chéavez Partida por apoyarme en todo y dedicarme su tiempo a ayudarme. En

general gracias a toda mi familia.

Agradezco al doctor Javier Rolando Reyna Granados por todo su apoyo y por
todos sus consejos ya que sin el este trabajo no fuera sido posible, de igual
manera hago mencion especial para mis dos revisores el doctor Javier Arturo
Munguia Xochihua y la doctora Isabel Angeles De la Llave gracias por sus
revisiones y por sus criticas constructivas para llevar a cabo de la mejor manera

este trabajo.

De igual manera agradezco al laboratorio de Diagndsticos Patolégicos (DIPA), al
doctor Francisco Lopez Morales y a la doctora Concepcién Diaz Rayo por
permitirme la entrada y por proporcionarme los medios y la preparacion de otros
los cuales fueron primordiales para la realizacion de este trabajo. También
agradezco a las personas que colaboran aqui, Luz Elena Gutiérrez Osorio por
Sus consejos y por su apoyo en los antibiogramas, a Francisco Roman
(Chitopan Reybags) por ayudarme a aprender a estriar en las cajas de petri, a
Sadrac Acosta Bauza, Arturo Bedoy y Angel Aguiar Fafutis por sus consejos
hacia mi trabajo, a Marcela Campos por su apoyo para la preparacion de el



material para mis pruebas, al Hermosillo por sus consejos, a Ampelia y

Fernando por brindarme su apoyo y su amistad.

Ademas agradezco a todos mis comparfieros por preocuparse y por apoyarme con
el trabajo, a Efrain (chapo), Luis Icedo, Isabel (chabela), Carlos, Ricardo, Alberto
(chispa), Elisa, Diana, lleana, Virginia, Anahi, Hugo, Fausto, Bruno, Cosme, Diego
(ray), Cesar (chicovaca), Ramiro, Abel (peldn), Ignacio (Nacho), Osiel, Juanito, y a
todos los de la generacion 2007-2012. A mis amigos del pueblo que siempre
estuvieron al pendiente Omar Medina, Luis Meza, Marco Meza, Luis Miguel
Carrillo, Eduardo Maldonado, José Luis Sandoval, Manuel Mufoz, Lindorfe

Morales y a todos en general gracias.



CONTENIDO

LISTA DE TABLAS

.................................................................................................. v
LISTA DE GRAFICAS ......ooieeeeeeeeeeee ettt te et sae e Vi
RESUMEN ..o e e e e e e e e e eees Vil
I, INTRODUGCCION .....ccuiiiiiticiecteetecteeeete et ettt eae e eaeeteeaeeteeteeaeeaeeaesaeeen e 1
1.1 antimicrobianos NAtUrales ...t 2
1.2 Planteamiento del problema ... 3
1.3 ODJEUIVO ... 3
IR AN TN 3 1] o= Tod o] o U 4
1.5 Limitaciones del @StUdIO ........cooeeeeeiiiiieeeeeeeeee 4
1.6 HIPOTESIS ..o 4
1. MARCO DE INVESTIGACION .....coiiviieceecieceeeeeeeeee e ee ettt 5
2.1 ACEILES ESENCIAIES ......eeiiiiiiiiee e 5
2.2 Salmonella enteritidis .........ooooiiiiiiiiiii 6
2.2.1 CaAraCteriStCAS .....ceiiiuiitiiiieiie e e e ettt e e e e e e e e e e e e e r e e e e e e e e e e 6
2.2.2 LOCANIZACION ...ttt e e 7
2.2.3 PAlOGENIA.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 7
2.2.4 VITUIBNCIA ..oooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 7
2.2.5 SIgNOS ClINICOS ...oovviiiiiiii et e e e e 8
2.2.6 LeSIiONEeS MACIOSCOPICAS. ......ccvvuuruiieeeeeeeeeiiiiiie e e e e e e e e e ee et e e e e e e eeeeraaaas 8
2.2.7 LeSIONES MICIOSCOPICAS .....ceeevieeeiiiiiiieieeeee ettt 8
2.2.8 DIagNOSLICO ....ccoeeiieeiieeeeeeee e 9
2.2.9 PrevencCion Y CONMIOL........cooiiiiiiiiiiie e 9
2.3 Control para Salmonella ... 10
2.4 Resistencia MICrODIANGA. .........covvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 11
2.5 Resistencia de Salmonella............oooviiiiiiiiii 12



2.6 Extractos de Orégano y Carvacrol como control opcional ........................ 13

. MATERIALES Y METODOS ...ttt 17

3.1 Localizacion del sitio experimental ..o 17
3.2 Clasificacion del @STUIO .........cceviiiiiiiiiiiiiiii e 17
LB MALETIAL ... e 17
3.3.1 Material DIOIOQICO .......uvveieiee e 17
3.3.2 Material para aislamiento ..............ccoiiiiiiiiiieiicc e 18
3.3.3 Material para pruebas bioquimicas y complementarias......................... 18
3.3.4 Material para antibiograma .............cooevviiiiiiiiiiiii e 19
3.3.2 Material para dilUCIONES ..........coooiiiiiiiiiiiieee e 19
K V1= (o T [0 1T EURPT 20
3.4.1 Aislamiento de la bacteria del Organo............cccceeviiiiiiiiiiiiieeee e 20
3.4.2 ANLIDIOGIAMAL......oeieiii i 20
3.4.3 Diluciones y sSembrado ...........ccccovviiiiiiiiiii 21
3.4.3.1 Dilucion del aceite en buffer fosfato salino (PBS) ........cccccceiiiiinnnee. 21
3.4.3.2 Dilucion de la bacteria en agua peptonada (BPW) ........ccccccoevviinnnneee. 21
3.4.3.3 Diluciones del aceite a .1%,.2%,.3% y grupo control.......................... 21
3.4.3.4 SEMBIATO ... 22

IV. RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiiieieeceece e 23
4.1 RESUIBAOS ....coeiiiiiiiiiiiiieeee ettt 23
4.2 Discusion de resultados de antibiogramas.............ooccevviieeiiieeeeeiiiiiiiiieeeennn 24
4.3 Discusion de Resultados de los aceites de Orégano y Carvacrol ................... 27
V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ... 29
5.1 CONCIUSIONES ... 29
5.2 RECOMENUACIONES ... ..o 30
VI BIBLIOGRAFIA ..ottt 30



LISTA DE TABLAS

TABLA 1. Panel de antibi6ticos utilizados en el antibiograma contra S. enteritidis

AUSIAAA B COIUOS ..o e



LISTA DE GRAFICAS

Grafica 1. Actividad antimicrobiana del aceite de Orégano en Salmonella

enteritidis aiSlada A& CEIUOS. ... o
Grafica 2. Actividad antimicrobiana del aceite de Carvacrol en Salmonella

enteritidis aiSlada e CEITOS. ... .. e

Vi



RESUMEN

José Alberto Chéavez Partida. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
en contra de Salmonella enteritidis aislada de cerdos de una granja del sur de
Sonora. Asesor: Dr. Javier Rolando Reyna Granados

La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por la
refractariedad que han adquirido algunos microorganismos a los antibiéticos de
concentracion aumentada debido al mal uso de estos. El objetivo fue observar el
efecto antimicrobiano que tienen los aceites esenciales de Orégano y Carvacrol
contra una bacteria resistente a antibioticos aislada de cerdos en el sur de Sonora.
Se utilizo una cepa de Salmonella enteritidis resistente a 5 antibiéticos
(Amoxicilina, Ampicilina, Enrofloxacina, Gentamicina y Lincomicina) y con
sensibilidad intermedia a Cefotaxima, Ceftiofur y Ciprofloxacima. Se realizaron
cultivos de S. enteritidis de (10® UFC/mI) en agua peptonada (BPW), los aceites
de Orégano y carvacrol se afiadieron a diferentes concentraciones de 0.1%,
0.2%, y 0.3%, en solucion buferada (PBS), todas las concentraciones de los
aceites se le afiadieron 100 pl del cultivo de (10 UFC/mI) y fueron mezclados y un
grupo control (PBS y BPW) con 100 pl del cultivo de (10® UFC/ml). Se incubaron
en agar tripticasa soya (TSA) a 0 minutos, 1, 3, 5y 24 horas. a 37°C, y se realiz0
su enumeracion. El aceite de oregano presentd gran actividad antimicrobiana
contra la enterobacteria ya que mostré una reduccion bacteriana de >2.5 Log
CFU/ml inmediatamente (0 min) a una concentracion de 0.2% y 0.3%, en la de
0.1% fue reduciendose gradualmente hasta las 5 horas. En las concentraciones de
0.2% y 0.3% se presentd completa reduccion a la hora de aplicacion. Finalmente
se pudo observar que todas presentaron completa reduccion bacteriana a las 24
horas. Por otro lado, el aceite de Carvacrol presentdé una gran actividad
antimicrobiana mostro una reduccion bacteriana > 1.5 log CFU/ml a una
concentracion de 0.1%, y una reduccion >2.5 log CFU/ml al 0.2%; esto en un
tiempo menor a un minuto. Al 0.1% se fue reduciendo gradualmente hasta las 3
horas y al 0.2% se redujo por completo en una hora, por otro lado en la
concentracion de 0.3% hubo una reduccion total al cero minuto de su aplicacion, y

finalmente se pudo observar que todas las concentraciones presentaron completa
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reduccion a las 5 horas de su aplicacion. Estos resultados muestran el efecto
antimicrobiano del aceite de Orégano y Carvacrol contra Salmonella enteritidis

resistente a antibiéticos.
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|. INTRODUCCION

Las bacterias ocasionan pérdidas en todas las etapas de la produccién porcina, la
principal es la econdmica debido al incremento en la tasa mortalidad, retraso en el
crecimiento de los cerdos, pobre conversion alimenticia al igual que los costos por
medicacion. El impacto que se tienen en la produccién porcina por pérdidas y
retrasos es determinante para garantizar la sustentabilidad, asi como también la

cantidad y la calidad de los productos y subproductos que llegan al consumidor.

Desde hace 50 aflos en la industria de los alimentos medicados se han empleado
en dosis subterapeuticas, con el fin de tener un mayor rendimiento en el peso y una
mejor salud de los cerdos, esta actividad ha sido cuestionada en la actualidad por el
creciente temor por una posible generacion de genes resistentes en bacterias
digestivas, para antibioticos usados en terapéutica humana, lo que causaria un

riesgo para la salud publica



Recientemente se han suscitado un gran nimero de controversias en aspectos de
salud publica con el uso de antibiéticos como aditivo en los alimentos para animales.
Entre los tépicos discutidos se encuentran: la distribucion y destino corporal de las
drogas empleadas en los alimentos, los periodos convenientes para el retiro de las
drogas, la importancia de los residuos en los productos comestibles de origen

animal, las posibilidades de resistencia microbiana.

El comité de la Food and Drug Administration (FDA) de los Estados Unidos concluyo
gue en relacién a su estudio, las condiciones actuales son que: "El empleo de
antibioticos, especialmente en cantidades estimulantes del crecimiento vy
subterapéuticas, favorece la seleccion y el desarrollo de bacterias con resistencia a
uno o mdultiples antibidticos o que son portadoras del factor R, este que es un
plasmido que confiere resistencia a varios antibioticos, ademas de ser promotor de la
conjugacion. La resistencia significa que los genes producen proteinas que degradan
tales antibioticos de manera que las células que contienen el factor R se multiplican y
forman colonias incluso en presencia de concentraciones de esos antibiéticos que

son letales para estirpes normales (sensibles).

Antimicrobianos naturales
Una gran variedad de antimicrobianos naturales han surgido a partir de

microorganismos, plantas y animales, los aceites esenciales extraidos de plantas,
hierbas y especies contienen un gran nimero de sustancias las cuales tienen la
capacidad de inhibir el metabolismo de algunas bacterias, levaduras y mohos
(Baltasar, 2003).

En 1989 Wilkins y Board reportan mas de 1340 plantas como fuentes potenciales de

antimicrobianos (Baltasar, 2003). Los compuestos fenolicos que se encuentran



presentes en los extractos o aceites esenciales de algunas hierbas y plantas son los
gue le proporcionan la actividad antimicrobiana (Rodriguez, 2011).

Los antimicrobianos pueden actuar por lo menos en tres maneras sobre el

microorganismo.

1.- Interfieren en algunas funciones y procesos metabolicos esenciales
2.- Dafos en la integridad de las membranas

3.- Inhiben la biosintesis de la pared celular y acidos nucleicos.

Cada uno de estos puntos son esenciales para el desarrollo celular, de tal modo que
cuando uno de estos se ve afectado la velocidad de crecimiento se ve diminuida.
Algunos agentes antimicrobianos pueden afectar a muchos tipos de microorganismos
mientras que otros solo muestran un espectro inhibitorio, asi como unos pueden ser

microbicidas y otros solamente actuan como microbiostaticos (Rodriguez, 2011).

1.2 Planteamiento del problema
La resistencia bacteriana es un fendmeno creciente caracterizado por una

refractariedad parcial o total de los microorganismos al efecto del antibi6tico
generado principalmente por el uso indiscriminado e irracional de éstos y no sélo por

la presion evolutiva que se ejerce en el uso terapéutico.

1.3 Objetivos
Observar el efecto antimicrobiano que tienen los aceites esenciales de Orégano y

Carvacrol, contra bacterias resistentes a antibidticos aisladas de cerdos en el sur de

Sonora.



1.4 Justificacion
Hay muchas bacterias resistentes debido al mal uso y acompanado de la inadecuada

posologia de los antibiéticos, debido a ese problema muchas bacterias son llevadas
a ofrecer resistencia en cualquiera de sus vias. Por lo anterior nace la necesidad de
buscar compuestos naturales llaAmese extractos o aceites esenciales con actividad
antimicrobiana efectiva contra aquellos patdgenos resistentes. Esto podria beneficiar
tanto a la salud animal como a la humana y brindaria informacién a médicos y

farmacéuticos para futura prevencion y control de las enfermedades bacterianas.

1.5 Limitaciones del estudio
Una de las limitantes de este trabajo seria la obtencion de bacterias resistentes a

antibidticos de concentracion aumentada debido a que se tienen que hacer
aislamientos y antibiogramas previos para seleccionar la cepa mas idoénea para el

trabajo.

1.6 Hipotesis
Los aceites de Orégano y Carvacrol reduciran la carga bacteriana de Salmonella

enteritidis hasta 1 logaritmo de unidades formadoras de colonias (UFC), en menos de
24 horas.



Il. MARCO DE INVESTIGACION

2.1 Aceites esenciales
Segun Ramayoni (2007) en la octava edicibn de Farmacopea Francesa (1965)

menciona que son productos de composicion general muy complejas que contienen
complejos volatiles que se encuentran en los vegetales que son modificados durante
su preparacién. Se calcula que existen aproximadamente unas 17500 especies
aromaticas, se encuentran ampliamente distribuidas en unas 60 familias de plantas
donde se encuentran las compuestas, labiadas, lauraceas, mirtaceas, pinaceas,
rosaceas, rutaceas, umbeliferas etc. La sintesis y almacenamiento de los aceites
esenciales en las plantas generalmente estan asociados a estructuras
histologicamente especializadas las cuales estan localizadas sobre o cerca de la

superficie de la planta.

Los aceites esenciales se han utilizado para un sin numero de propositos durante

miles de afios. Los usos varian desde la fabricacion de perfumes, para la



aromatizacion de bebidas asi como para la conservacion de alimentos (Hammer et
al., 1999).

Varios tipos de extractos de plantas se han venido utilizando con el tiempo para
agregar sabor y sazén a los alimentos y bebidas asi como a medicinas populares.
Numerosas investigaciones han evaluado y llevado a cabo en sus propiedades
antimicrobianas. Los extractos de plantas, incluyendo sus aceites esenciales y
esencias, se han reconocido que poseen propiedades antimicrobianas frente a
bacterias, mohos y levaduras (Kim et al., 2011).

Dentro de los lugares en donde se realiza la funcién de estos componentes en la
célula microbiana estan incluidos: la membrana celular, la pared celular también
actian en el deterioro de enzimas metabdlicas y en la sintesis de proteinas
causando un flujo contrario de protones a través de la bacteria de igual manera
actlian en algunos procesos del sistema genético a si como aquellos que intervienen
en procesos energéticos y sintesis de componentes estructurales (Lambert et al.,
2001, Baltasar, 2003).

2.2 Salmonella enteritidis
Straw (2006) menciona que su primer aislamiento fue realizado en 1885 por Salmon

y Smith y en 1928 Murray, Biester, Purwin y Mcnutt confirmaron en lowa que era una

de las causas de enteritis infecciosa.

2.2.1 Caracteristicas
El género de salmonella se ubica dentro del orden enterobacteriales y la familia

enterobacteriaceae y sus miembros son gram negativos, anaerobios facultativos, no

encapsulados y no esporulados. Se desarrollan entre 8 y 45°C y a un pH de 4 a 8, no



sobrevive a temperaturas mayores a 70°C. La diferencia entre especies y sub
especies se realiza tomando en cuenta sus propiedades bioquimicas (Flores, 2003).

2.2.2 Localizacion
Las salmonellas suelen localizarse en la mucosa del ileon, del ciego y del colon, asi

como en los ganglios linfaticos mesentéricos de los animales infectados, de igual
manera puede producir infecciones latentes estando presente en la vesicula biliar.
La enfermedad puede desarrollarse a partir de infecciones subclinicas y latentes de

los animales afectados que estdn sometidos a estrés (Quinn y Markey, 2005).

2.2.3 Patogenia
La bacteria entra por via oral, después de que el organismo llega al intestino, se

presenta un periodo de multiplicacion intraluminar posteriormente invadiendo la
mucosa intestinal fundamentalmente a nivel del ileon, abarcando también ciego,
colon y recto. Una vez estando en intestino invade la mucosa y la submucosa,
atraviesa la pared intestinal y aproximadamente en 24 horas se puede identificar en
los linfonodulos mesentéricos y en 48 horas aproximadamente se puede encontrar

en otros érganos (Garcia, 1989).

2.2.4 Virulencia
La virulencia de salmonella se debe a su capacidad para invadir a las células del

hospedador, replicarse en ellas y resistir tanto a la digestion de los fagocitos como la

destruccion por los componentes plasmidos del complemento (Quinn et al. 2005).

En general la virulencia de la Salmonella patégena esta promovida por la adherencia,
invasion, citotoxicidad y resistencia a la muerte intracelular, trabajando a menudo en

combinacion para promover la enfermedad (Straw, 2000).



2.2.5 Signos clinicos
Tras la infeccion oral tiene un periodo de incubacién de 24 a 48 horas hasta que

aparece fiebre (40,5-42,0°C), pelo mate y pérdida de apetito (Plonait y Bickhard,
2001).

Los cerdos se observan deshidratados, con pelo hirsuto y bajo peso. El signo inicial
es la diarrea acuosa amarillenta, grisacea o verduzca, en principio sin sangre y sin
mucosidad, en casos severos puede haber fragmentos de mucosa y generalmente
con olor fétido (Straw, 2000).

2.2.6 Lesiones macroscoépicas
Las lesiones se limitan al tracto digestivo pudiéndose observar congestion de la

mucosa gastrica, acompafado de contenido intestinal mucofibrinoso y en ocasiones
hemorragico, hay tiflitis, colitis catarral, ulceras en valvula ileocecal, proctitis

ulcerativa, peritonitis fibrinosa, linfadenitis mesentérica y rectal (Garcia, 1989).

En casos subagudos las lesiones se presentan en el intestino grueso consistiendo en
una enteritis difteroide y difusa con ulceracién de las placas de Peyer o en foliculos
linfoides (Chamizo, 1995).

2.2.7 Lesiones microscoépicas
Necrosis de los enterocitos de las criptas y de la superficie que varia de focal a

difusa. En la lamina propia y en la submucosa se pueden encontrar un gran namero
de macréfagos y unas cantidades moderadas de linfocitos. Existen numerosos

trombos que contienen fibrina, plaquetas y leucocitos (Straw, 2000).



Hipertrofia endotelial, necrosis de la pared de los vasos con gran infiltracion de
neutrofilos y gran namero leucocitos mononucleares, también se han encontrado
microgranulomas hepaticos, necrosis hemorragica de la mucosa gastrica y colonica

debido a la trombosis capilar (Garcia, 1989).

2.2.8 Diagnostico
El diagnostico de Salmonella es confirmado por examen microbiolégico e histologico.

Por otro lado en los animales vivos, son preferibles grandes alicuotas (10g) de heces
o raspados de amigdala faringea antes que los isopados rectales para su aislamiento
(Plonait y Bickhard, 2001).

Un historial de brotes previos en las mismas instalaciones, la edad de los animales
afectados y el cuadro clinico puede sugerir a la presencia de un cuadro de
salmonelosis, las lesiones encontradas en la necropsia contribuyen al diagndstico
(Quinn et al., 2008).

2.2.9 Prevencién y control
Mantener las condiciones adecuadas en la granja por medio de lavados y

desinfeccién periddicas de los edificios y el equipo asi como una adecuada
eliminaciébn de excretas; evitar el exceso de humedad y la sobrepoblacion; no
agrupar animales de diferente edad, vigilar que el agua de bebida sea potable de
origen confiable y que las condiciones para su almacenamiento y distribucion sean
higiénicas, el tipo de alimentacion debe ser adecuado evitando el uso de antibioticos
como promotores de crecimiento, debido a que esta medida provoca la resistencia

bacteriana (Garcia, 1989).

El control de la salmonelosis se basa en reducir el riesgo de exposicion a la infeccion

mediante la aplicacién de una estrategia de reposicién interna, compra de animales
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de procedencia conocida e impidiendo la contaminacién de los piensos y el agua
(Quinn et al., 2005).

2.3 Control para Salmonella
Estudios realizados en el estado de Zulia en Venezuela demostraron por el método

de difuncion en disco (Bauer & Kirby), que de 126 cepas de salmonella aislada de
heces de cerdos asintomaticos, el 95% mostro sensibilidad frente a antibibticos

como la Ceftriazona, Gentamicina, Apramicina y Colistina (Mejia et al., 2008).

En otro estudio realizado en Antioquia Colombia, se evalué la susceptibilidad
antimicrobiana de salmonella spp. Por el método de difuncion en disco (Bauer y
kirby) y la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), por el método de microdilucion en
el sistema automatico de Vitek, por el primer método el 100% de las cepas evaluadas
fueron sensibles a Amoxicilina y Cloranfenicol, por el método de CIM todas la cepas
mostraron sensibilidad a la Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam,
Piperacilina/Tazobactam, Meropenem, Imipem, Cefalotina, Amikacina, Gentamicina,
Ciprofloxacina, Trimetoprim/Sulfa (Ruiz et al., 2006).

En estudios realizados en la provincia de Carhuaz, Ancash, Perl se evalud la
sensibilidad de Salmonella entérica aislada de visceras de cuyos, por el método de
difuncion en disco Bauer- Kirby, de las cuales el 100% de las cepas fue sensible a
Enrofloxacina, Sulfatrimetoprim, Estreptomicina y Amoxicilina, el 97.5% al
Cloranfenicol y Gentamicina, y el 92.5% a Fosfomicina, Los resultados indican que la
sensibilidad de S. enterica a Enrofloxacina y Sulfatrimetoprim, asi como al
Cloranfenicol, Gentamicina y Fosfomicina, hacen de estos antibacterianos buenas

alternativas para el tratamiento de la salmonelosis (Matsuura et al., 2010).
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2.4 Resistencia microbiana
Se entiende por resistencia, el mecanismo mediante el cual una bacteria puede

disminuir la accién de los agentes antimicrobianos (Fernandez et al., 2003).

Con el tiempo algunas bacterias han ido creando diferentes mecanismos para
resistir la accion de los antibiéticos. El primero de estos es por un sistema de
expulsion activa del antimicrobiano, una especie de bomba expulsora que utilizan las
bacterias para la excrecion de productos residuales o téxicos, con la que puede
eliminar ademas muchos de estos agentes antibacterianos (fig. A). El segundo,
consta en disminuir la permeabilidad de la pared bacteriana, con la pérdida o
modificacion de las Porinas que vienen siendo los canales de entrada a la bacteria
(fig. B). El tercero se refiere a la produccion de enzimas inactivantes de los
antibioticos (fig.C). El cuarto consta en que algunos antibidticos ejercen su efecto
sobre las bacterias fijAndose a una proteina esencial para la supervivencia de la
misma. La resistencia bacteriana se lleva a cabo cuando el germen modifica la
proteina Diana, y cambia su funcién o produce enzimas distintas (fig.D) (Fernandez
et al., 2003).
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Figura 1 Mecanismos de resistencia (Fernandez et al., 2003).

2.5 Resistencia de salmonella
En estudios realizados en el laboratorio de Microbiologia del Instituto de Nutricién e

Higiene de los Alimentos (INHA) en cuba por el método de difuncién (Bauer-kirby)
demostraron que cepas de salmonella obtenidas de brotes, vigilancia y registro
sanitario de alimentos mostraron una elevada resistencia contra Tetraciclina,

Ampicilina, Carbencilina (Espino et al., 2010).
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En otros estudios realizados en el rastro de la ciudad de México, se aislaron 87
cepas de salmonella spp de cerdo de las cuales el 25% mostraron resistencia al
Cloranfenicol (30 pg), el 17.24% a la Ampicilina (10 pg) y el 62.07% fueron

resistentes al Sulfametoxazol (60 ug) (Talavera et al., 2011).

Se realizaron pruebas para evaluar la resistencia de 44 muestras de Salmonella
typhi, con los principales antimicrobianos utilizados en el tratamiento para la fiebre
tifoidea. De las 44 muestras el 22.7% fueron resistentes por o menos a un
antimicrobiano y entre estas muestras se observo que la mayoria presentaron

monoresistencia a la Nitrofurantoina o a la Tetraciclina (De oliveira et al., 2010).

Se realizaron investigaciones para probar la resistencia a 10 antimicrobianos en 122
cepas de salmonella aisladas de heces de bovino y linfonodulos mesentéricos de
bovino. La resistencia se comprobd utilizando el método de difuncion en disco
descrito por el National Comittee For Clinical Laboratory Standard (NCCLS). La
resistencia a Tetraciclina (57.4%) fue la mas comunmente detectada, seguida por la
Estreptomicina (22.1%) y Cloranfenicol (20.5%). Ninguna cepa exhibi6 resistencia a

Cefalotina ni al Acido nalidixico (Alaniz et al., 1997).

2.6 Extractos de Orégano y Carvacrol como control opcional
Se realizé un estudio para analizar el aceite esencial de Origanum compactum y su

capacidad antibacteriana in vitro contra un panel de cepas de referencia estandar
usando los posos de difuncion y los métodos de dilucién en caldo. En medio solido el
aceite se encontr6 muy eficaz frente a todas las cepas acepto a pseudomona que

mostro resistencia (Bouhdid et al., 2008).
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En mas estudios realizados a extractos de plantas por el método de dilucién en tubo
se determino que el aceite de Orégano tiene una actividad antimicrobiana importante
contra algunos agentes patdgenos como son Listeria  monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli serotipo O: 157:H7, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus plantarum, Aspergillus niger, Geotrichum, y
Rhodotorula. Con efecto inhibitorio de 70 a 80 mm aproximadamente a una

concentracion letal minima (CLM) inhibitoria de 25 a 50 ppm (Elgayyar et al., 2001).

Los extractos esenciales como el Timol, Eugenol y Carvacrol componentes activos
del Oregano, no solo poseen efecto inhibidor contra bacterias sino también contra
hongos como se demostré al probar que estos aceites tienen un efecto inhibitorio
contra  Aspergillus parasiticus, incluso a concentraciones bajas de 150 ppm

(Ramaswamy vy Pillay, 2012).

Se demostré que los extractos de el Orégano mexicano (Lippia berlandieri) poseen
propiedades antifingicas evaluando sus efectos sobre el crecimiento micelial de
Fusarium oxysporum por medio de las fases de contacto y volatil y en términos de
produccion de biomasa. De igual manera fue probada su capacidad para desinfectar
semillas de tomate infectadas con este mismo hongo en donde también mostro muy

buenos resultados en una concentracién 0.5% (Cueto et al., 2010).

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano, donde se encontré que los aceites esenciales de las
especies del genero Origanum presentan una gran actividad contra bacterias gram

negativas como Salmonella entérica entre otras (Arcila et al., 2004).
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Los aceites de hierba de Orégano a concentraciones 2.0% en pruebas de dilucién
en microcaldo son capaces de inhibir el crecimiento agentes patégenos como
Salmonella entérica sub especie entérica serotipo typhimurium (Hammer et al.,
1999).

Estudios realizados en la Universidad de Arizona afirman que se inoculé Salmonella
entérica (106-7 unidades formadoras de colonia (UFC) / ml) en el apio y en las ostras
y después fueron tratados con aceite de Cinamaldehido al 1% y Carvacrol 1%
respectivamente. Los resultados fueron que el Carvacrol en el apio redujo la
poblacién de llogaritmo (log) en el dia 0 y 2,3 logaritmo en el dia 3 respectivamente,
en las ostras ambos antimicrobianos redujeron alrededor de 5 log en el dia 3. En este
mismo estudio se tomaron cultivos de S. enterica 105 unidades formadoras de
colonia (UFC) / ml) los cuales fueron afiadidos a concentraciones de (0,1, 0,2, 0,3y
0,4%) de Carvacrol y Cinamaldehido en solucion fosfato salino buferada (PBS),
fueron mezclados e incubados a temperatura de 37°C. ambos antimicrobianos
inactivaron por completo en las concentraciones de 0,3 y 0,4% en la exposicion y en
1 hora al 0.2% (Ravishankar et al., 2010).

En un método mejorado en un ensayo de microplaca se evalué el nivel de actividad
bactericida del Orégano, Carvacrol y otros 94 aceites esenciales. La actividad
bactericida (BA50) se define como el porcentaje de la muestra en la mezcla del
ensayo que resulté en una disminucion del 50% en unidades formadoras de colonia
(UFC) respecto a un control. De los cuales el orégano mostro un gran poder inhibidor
frente a S. enterica (AB50 con valores que van desde 0,045 a 0,14) (Friedman et al.,
2002).
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Se ha demostrado que los aceites esenciales de Orégano y Carvacrol mostraron
eficacia en contra de Salmonella entérica en zumos de manzana (Friedman et al.,
2004).

Se estudio la actividad antimicrobiana del aceite de O. vulgare por el método
semicuantitativo de incorporacion y de disco difusion en agar donde las bacterias
gram negativas Salmonella typhimurium y Salmonella cholerae suis entre otras

mostraron diferentes grados de sensibilidad (Albado et al., 2001).
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lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacion del sitio experimental
El estudio se llevo a cabo en Cd. Obregén, Sonora en el municipio de Cajeme. Las

coordenadas son 27°29’ latitud norte y 109°59 longitud oeste. Con una altitud sobre
el nivel del mar de 40 metros (INEGI, 2012).

3.2 Clasificacion del estudio
El estudio es experimental y longitudinal (Estévez et al., 2008)

3.3 Material
3.3.1 Material biologico
La bacteria Salmonella enteritidis fue obtenida del laboratorio de diagndstico

patolégico (DIPA), ubicado en el edificio LV 100 del departamento de ciencias



agronOmicas y veterinarias la cual se obtuvo de la valvula ileocecal asi como de

ciego y colon de cerdo. Se le realizaron las pruebas bioquimicas respectivas para su

identificacion asi como antibiogramas para observar la resistencia de la misma a

antibiéticos de concentracion aumentada. Con el fin de encontrar una bacteria

resistente minimo a 2 antibidticos.

3.3.2 Material para aislamiento
Aislamiento

Fuente de Gas
Mechero

Paleta de Acero
Tijeras

Hisopos estériles
Caldo Tetrationato
Caldo Selenito

Asa Bacterioldgica
Agar Verde Brillante
Agar Salmonella-Shigela (SS)
Estufa

3.3.3 Pruebas bioquimicas y complementarias

Triple Sugar Iron (TSI)

Ac. Sulfhidrico, Indol y Movilidad (SIM)
Dexcarboxilacion del Citrato (Citrato)

Utilizacién de urea como fuente de nitrogeno (Urea)
Malonato

Arabinosa

Ramonosa
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Trealosa

3.3.4 Material para antibiograma

Agar Mueller Hilton

Caldo THy TSA

Sensidiscos de antibidticos

Vernier para medicion de halo inhibitorio

Hoja de parametros de antibioticos

Material para diluciones
Pipeta de vidrio

Micropipetas

Puntillas

Agua Peptonada (BPW)
Buffer Fosfato Salino (PBS)
Caldo Tripticasa Solla (TSB)
Tubos de Plastico 15 ml.
Mechero de Fisher

Fuente de Gas

Aceites Esenciales (Orégano y Carvacrol).
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3.4 Métodos

3.4.1 Aislamiento de la bacteria del 6rgano
Primeramente se calentd la espatula de acero hasta que tome un color rojo y se

guema la superficie del 6rgano, posteriormente con unas tijeras se cortd el pedazo
previamente quemado, se tomd con una pinza y se pasoO por agar mcConkey de la
marca Difco de Estados Unidos para posteriormente ser estriada con una asa
bacteriol6gica y colocada en la estufa a 37°C por 24 hrs. De igual manera los trozos
cortados fueron introducidos en tubos con caldos Tetrationato y Selenito de la marca
Difco de Estados Unidos, que son medios de enriquecimiento de la bacteria, son
introducidos en la estufa a 37°C por 24 hrs. Al dia siguiente los caldos fueron
sacados de la estufa y se realizaron unos pases con hisopos estériles de los caldos
al agar Verde Brillante y Salmonella-Shigella de marca Difco de Estados Unidos que
son medios especiales para Salmonella, de igual manera fueron incubados a 37°C
por 24 horas. A las 24 horas fueron valoradas las colonias morfologicamente asi
como también se le realizaron pruebas bioguimicas para su identificacion (Koneman
et al., 2008).

3.4.2 Antibiograma
Para el antibiograma se colocaron de 2 a 3 colonias aproximadamente en caldo

Tripticasa solla (TSB), de la marca Difco para suspender la bacteria, el tubo se agitd
hasta lograr homogenizar las bacterias en el caldo y observar contra la luz el
crecimiento de la misma. Con un hisopo estéril fue tomada la muestra desde el tubo
y se colocé en una caja con agar Mueller Hilton marca Difco, en la caja se hiz6 una
especie de cruz con el hisopo y posteriormente fue estriada toda la caja, una vez
realizado este procedimiento se procedié a la colocacion de los Sensidiscos de la
marca OXOID del reino unido y de la marca Becton de estados unidos con
antibioticos idéneos para Salmonella enteritidis, siempre teniendo la precaucion de
no colocar antibiéticos como la Ampicilina y Amoxicilina juntos, siempre colocandolos
de manera encontrada. Una vez colocados todos los sensidiscos en las cajas se

incubaron a 37°C por 24 horas, al dia siguiente se realizaron las lecturas y
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mediciones con el Vernier para determinar la resistencia o sensibilidad de la bacteria
(Barry et al., 1991).

3.4.3 Diluciones y Sembrado

3.4.3.1 Dilucion del aceite en buffer fosfato salino (PBS) (paso 1)

Dilucién | (PBS)mI | Aceite (ul)
1% 5 5

2% 5 10

.3% 5 15

3.4.3.2 Dilucién de la bacteria en agua peptonada (BPW) 10° (paso 2)

BPW

Overnight

oml

100 (pl)

3.4.3.3 Dilucién del aceite a .1, .2,.3,10™, 102 102 y control

Paso 3.- Diluciones en los viales para sembrado

Diluciones Aceite diluido | BPW Bacteria (ub
(paso 1)(u) (1)) (paso 2)
1% 1000 0 100
1 700 300 100
2 800 200 100
-3 900 100 100
2% 1000 0 100
1 700 300 100
2 800 200 100
-3 900 100 100
3% 1000 0 100
1 700 300 100
-2 800 200 100
3 900 100 100
Control 1000 (PBS solo) | O 100
1 700 (PBS solo) 300 100
-2 800 (PBSsolo) | 200 100
-3 900 (PBSsolo) | 100 100
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3.4.3.4 Sembrado
El sembrado en las cajas se realiz6 a diferentes tiempos, al cero minuto que se llevo

a cabo de manera inmediata en cuanto hizo contacto la bacteria con el aceite, se
tomaron las cajas con agar (TSA) y estas fueron marcadas a la mitad con un
marcador permanente con el fin de dividir el espacio, se colocaron 10 microlitros por
cada lado de la caja y fueron expandidos con una asa bacteriolégica tratando de
evitar que se junten ambas partes, estas fueron incubadas a temperatura de 37°C
por 24 horas, este procedimiento se repitio a la hora, a las 3 horas, alas 5 horas y a
las 24 horas en todas las diluciones. Al pasar el periodo de 24 horas se realiz6 la

numeracion (Reyna, 2012).

22



V. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

En el estudio de sensibilidad antimicrobiana, Salmonella enteritidis presento
resistencia a 5 antibiéticos (31.25%) de los 16 utilizados, ellos fueron Amoxicilina,
Ampicilina, Enrofloxacina, Gentamicina y Lincomicina, mientras a 3 de ellos (18.75%)
presentd sensibilidad intermedia, Cefotaxima, Ceftiofur y Ciprofloxacima y fue
sensible a 8 (50%), Amikasina, Apramicina, Ceftriazona, Fosfomicina, Colistina,
Kanamicina, Neomicina, Norfloxacina.



TABLA 1. Panel de antibiéticos utilizados en el antibiograma contra Samonella
enteritidis aislada de cerdos

Antibiético Diametro Sensibilidad
Amoxicilina No inhibi6 Resistente
Ampicilina No inhibi6 Resistente
Amikacina 20 mm Sensible
Apramicina 18 mm Sensible
Cefotaxima 20 mm Sensible
intermedio
Ceftriaxona 23 mm Sensible
Ceftiofur 18 mm Sensible
intermedio
Ciprofloxacina 19 mm Sensible
intermedio
Colistina 19 mm Sensible
Enrofloxacina 13 mm Resistente
Fosfomicina 15 mm Sensible
Gentamicina 20 mm Resistente
Kanamicina 17 mm Sensible
Neomicina 17 mm Sensible
Norfloxacina 18 mm Sensible
Lincomicina 10 mm Resistente

Amoxicilina (€13 14-17 =18), Ampicilina (13 14-16 217), Amikacina (14 15-16
217),Apramicina (£11 12-14 215), Cefotaxima (<14 15-22 223), Ceftriaxona (<13
14-20 221), Ceftiofur (£17 18-20 =21), Ciprofloxacima (£15 16-20 221), Colistina
(<8 9-10 211), Enrofloxacina (£17 18-22 222), Fosfomicina (<12 13-15 216),
Gentamicina (12 13-14 215), Kanamicina (<13 14-17 218), Neomicina (212 13-
14 215), Norfloxacina (<12 13-16 217), Lincomicina (<11 - 210).

4.2 Discusion de resultados de antibiogramas
Estudios realizados en Zulia Venezuela utilizando 126 sepas de salmonella aisladas

de heces de cerdo reportan que el 95% de las cepas mostraron sensibilidad a la
Ceftriazona, Gentamicina, Apramicina y Colistina. Por lo que concuerda vy difiere del
presente estudio ya que la bacteria utilizada mostro sensibilidad ante Apramicina,

Ceftrizona, Colistina y resistencia ante Gentamicina (Mejia et al., 2008).
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En otros estudios realizados en la ciudad de México donde se utilizaron 87 cepas de
Salmonella spp aisladas de cerdo se reportd que 15 cepas (17.24%) mostraron
resistencia ante la Ampicilina, 22 cepas (25%) al Cloranfenicol y 54 cepas (62.07%)
al Sulfametoxazol lo que se asimila al presente trabajo ya que esta salmonella
mostro resistencia a Ampicilina, solo que en este estudio los otros 2 farmacos no
fueron utilizados (Talavera et al., 2011).

En otro trabajo similar realizado en Carhuaz, Ancash, Perd donde fue evaluada una
Salmonella entérica aislada de visceras de cuyos, se reportd que la cepa mostrd
sensibilidad ante Enrofloxacina, Sulfatrimetroprim, Estreptomicina, Amoxicilina,
Cloranfenicol, Gentamicina y Fosfomicina lo cual coincide con el presente estudio en
donde se mostré sensibilidad ante Estreptomicina y Fosfomicina pero difiere ya que
mostro resistencia Amoxicilina, Enrofloxacina y Gentamicina (Matsuura et al., 2010).

Grafica No. 1 Actividad antimicrobiana del aceite de Orégano contra Salmonella
enteritidis aislada de cerdos
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Grafica No. 2 Actividad antimicrobiana del Carvacrol contra Salmonella

enteritidis aislada de cerdos
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El aceite de oregano present6 gran actividad antimicrobiana contra S. enteritidis, ya
que muestra una reduccion bacteriana de >2.5 Log CFU/ml inmediatamente a una
concentracion de 0.2% y 0.3%, al 0.1% fue reduciendose gradualmente hasta las 5
horas. En las concentraciones de 0.2% y 0.3% se presentd completa reduccion a la
hora de aplicacion, finalmente se pudo observar que todas concentraciones se
redujeron por completo a las 24 horas. Por otro lado, el aceite de Carvacrol present6
una gran actividad antimicrobiana contra S. enteritidis, ya que mostré una reduccion
bacteriana > 1.5 log CFU/ml a una concentracién de 0.1%, y una reduccién >2.5 log
CFU/ml a una concentracion de 0.2%; esto en un tiempo menor a un minuto. Al 0.1%
se fue reduciendo gradualmente hasta las 3 horas y al 0.2%se redujo por completo
en una hora, por otro lado en la concentracion de 0.3% presenté completa reduccion
al cero minuto de su aplicacion y finalmente se pudo observar que todas presentaron

completa reduccion a las 5 horas de su aplicacion.
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4.3 Discusion de resultados de los aceites de Orégano y Carvacrol
El mecanismo de accion del aceite de Orégano y Carvacrol en bacterias propuesto

por Lambert en el 2001 se basa en la perdida de la integridad de la membrana
celular lo que permite un incremento en la permeabilidad perjudicando la
homeostasis del PH y la concentracion de iones. En el 2004 Arcilia et al. Menciona
que el aceite de Orégano y sus componentes tienen efecto contra bacterias gram (-)
como son Salmonella tiphymurium, E. coli, Klebsiella pneumonae entre otras. Dicha
accion se basa en un efecto sobre los fosfolipidos en la capa externa de la
membrana celular bacteriana, provocando cambios en la composicion de los acidos
grasos. En el 2009 Meléndez et al. También menciona que el Carvacrol posee un
grupo OH vy la presencia de un sistema deslocalizado de electrones los cuales son
los requisitos importantes para la actividad antimicrobiana de este compuesto contra
algunas bacterias gram (+) como Bacillus cereus. Por otra parte Reyna en el 2012
menciona que el aceite de Orégano aparte de afectar la membrana bacteriana
también produce una coagulacién del citoplasma y de las vesiculas de las
membranas, también menciona que el aceite de carvacrol tienen un mecanismos de
accion basado en la afeccion del ATP intracelular asi como un incremento en la
permeabilidad citoplasmatica de los protones y por consiguiente la disipacién de

gradientes idnicos conduciendo a la lesion y la muerte.

Se realizé un trabajo similar al presente en la universidad de Arizona en Estados
Unidos donde utilizd Salmonella enterica resistente a dos antibidticos a una
concentraciéon de 10° unidades formadoras de colonia (UFC) / ml.) Los cuales fueron
afiadidos a concentraciones de (0,1, 0,2, 0,3 y 0,4%) de Carvacrol y Cinamaldehido,
donde se reportO que ambos antimicrobianos inactivaron por completo en
concentraciones de 0.3 y 0.4% en un tiempo menor a 1 minuto de la exposicion al
aceite y en 1 hora al 0.2%, lo que coincide con nuestro estudio ya que el aceite de
Carvacrol inactivd por completo a la bacteria en un tiempo menor a 1 minuto y al
0.2%. en un tiempo de 3 horas. De igual manera ellos también realizaron otro estudio

con estos mismos aceites los cuales consistieron en inocular con S. enterica a (10
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UFC/ml.) muestras de alimentos como las ostras y el apio tratados con ambos
aceites al 1% dando como resultado inactivacion de todos los patdégenos en 1 hora
excepto a S. newport en el Cinamaldehido y en el Carvacrol se redujo todas la
poblaciéon al dia cero. Lo que demuestra la gran actividad antimicrobiana de estos

aceites (Ravishankar et al., 2010)

Se realizé un estudio donde utilizé aceite de Orégano al igual que el presente en el
cual ademas de Salmonella entérica también se utilizaron otros agentes patdgenos
como son Acinetobacter baumannii, Aeromonas veronii biogrupo sobria, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens y Staphylococcus aureus obteniendo
excelentes resultados a una concentracién < 2.0% lo que demuestra la gran actividad

antimicrobiana que posee el aceite de Orégano (Hammer et al.,1999).

El aceite de Orégano mexicano (Lippia berlandieri) posee propiedades no solo contra
algunos serotipos de salmonella y otras bacterias gram (-) y gram (+) sino también
contra hongos como Fusarium oxysporum en concentraciones de 0.5% (Cueto,
2010).

Estudios realizados con S. enteritidis, utilizando aceites de terpenos de naranja y de
esencia de naranja, han demostrado muy buenos resultados dando una
concentracion inhibitoria minima (CIM) del 1% en el aceite de terpenos de naranja y
una inhibicion que oscilaba desde 0.125 al 0.5% en el aceite de esencia de naranja.
(O'Bryan et al., 2008)
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V. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusion

El Carvacrol present6 completa reduccion antimicrobiana a las 3 horas posteriores
asu aplicacion en todas sus concentraciones, mientras el aceite de Orégano lo
mostré en menos de 24 horas. Se demostré que los aceites de Orégano y Carvacrol

poseen una gran actividad antimicrobiana contra Salmonella enteritidis.

5.2 Recomendaciones
El uso de este tipo de aceites tiene un futuro promisorio por lo que se deberian

realizar estudios a mayor profundidad, Por lo cual se recomienda realizar estudios
para evaluar la proporcion (mg/ml) en que se encuentran los compuestos activos de
estos aceites, de igual manera probarlos in vivo ya sea infectando ratones o
muestras de alimento de origen animal para evaluar el efecto que tienen y si es

recomendable utilizarlos en animales de produccion.
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