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RESUMEN 

La presente investigación tiene como objetivo; determinar la efectividad 

antimicrobiana del aceite esencial del Orégano frente a cepas de Escherichia coli 

aislada de mastitis bovina, en el laboratorios general de la facultad de Ciencias 

Agropecuarias de la Universidad Estatal de Bolívar, mediante el análisis de 

muestras procedentes de la finca la Felicidad ubicada en la parroquia Ulpan, 

perteneciente a la provincia de Chimborazo,  metodológicamente para el desarrollo 

de la presente investigación se inicio con la extracción del aceite esencial de 

orégano mediante destilación por arrastre de vapor, evaluando su rendimiento y 

características químicas mediante la cuantificación de los compuesto volátiles por 

cromatografía de gases con espectro de masa (GC-MS),  además, la determinación 

de su actividad antimicrobiana a las concentraciones de 20%, 40%, 60% y 

Enrofloxacina 5µg como testigo positivo frente a 20 cepas de Escherichia coli, 

identificando la concentración mínima requerida para inhibición de su crecimiento 

con hallazgos de halos de inhibición con medias mayores a 8 mm. Como parte de 

los resultados encontrados se observo que el rendimiento del aceite fue de 0.84%, 

destacando que dentro de la composición se identificó al ácido fórmico y p-

Cymene en un 66.63% y 11.54% respectivamente, observando que los tratamientos 

expresaron un efecto altamente significativo p<0.05, donde el T3 (60%) expresó el 

mayor promedio en el diámetro del halo de inhibición con 62.40 mm, estableciendo 

que la concentración mínima inhibitoria fue de 3% ya que esta ostentó un promedio 

de 9 mm de halo de inhibición, concluyendo en base a estos antecedentes que el 

aceite esencial de orégano posee efectividad antimicrobiana frente a cepas de 

Escherichia coli causante de mastitis bovina en ensayos in-vitro mediante la 

técnica de Kirby-Bauer.  

Palabras claves: Mastitis, Escherichia coli, Orégano, Cromatografía, CMI. 
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SUMMARY 

The present investigation has as objective; To determine the antimicrobial 

effectiveness of the essential oil of oregano against strains of Escherichia coli 

isolated from bovine mastitis, in the general laboratory of the Faculty of 

Agricultural Sciences of the State University of Bolivar, through the analysis of 

samples from the farm “La Felicidad” located in the Upan parish, belonging to the 

province of Chimborazo, methodologically for the development of this research 

began with the extraction of the essential oil of oregano by steam distillation, The 

yield and chemical characteristics were evaluated through the quantification of 

volatile compounds by gas chromatography with mass spectrometry (GC-MS), in 

addition, the determination of its antimicrobial activity at concentrations of 20%, 

40%, 60% and Enrofloxacin 5µg as a positive control against 20 strains of 

Escherichia coli, identifying the minimum concentration required to inhibit their 

growth with findings of inhibition halos with averages greater than 8 mm. As part 

of the results found, it was observed that the oil yield was 0.84%, highlighting that 

within the composition formic acid and p-Cymene were identified in 66.63% and 

11.54% respectively, observing that the treatments expressed a highly significant 

effect p<0.05, where T3 (60%) expressed the highest average in the diameter of 

the inhibition halo with 62. 40 mm, establishing that the minimum inhibitory 

concentration was 3% since it showed an average of 9 mm of inhibition halo, 

concluding based on this background that oregano essential oil has antimicrobial 

effectiveness against strains of Escherichia coli causing bovine mastitis in in-vitro 

assays using the Kirby-Bauer technique.  

Key words: Mastitis, Escherichia coli, Oregano, Chromatography, MIC. 
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CAPÍTULO I 

I. INTRODUCCIÓN.  

La mastitis es una enfermedad importante de la industria láctea, consiste en el daño 

celular e inflamación de los tejidos de la glándula mamaria de las vacas lecheras, 

esta enfermedad causa daños permanentes e irreversibles a las estructuras 

glandulares encargadas de la producción de leche, debemos saber que la 

inflamación puede ser un indicativo de la presencia de una infección microbiana 

intramamaria ya que en la mayoría de los casos es causada por agentes patógenos, 

pudiendo ser estos de carácter bacteriano, fúngico, viral y vegetal, la mastitis es el 

resultado de la interacción entre varios factores intrínsecos a la vaca como el 

manejo y el medio ambiente que determinan la posibilidad  de exposición e 

instauración de un cuadro mastítico, propiciando que disminuya la eficiencia en los 

mecanismos de inmunidad físicos, celulares y humorales de la glándula mamaria 

de la vaca ocasionando la presentación de la enfermedad debido en un inicio al 

paso de los microorganismos a través del canal del pezón (Calvinho, 2017). 

La etiología de esta enfermedad puede ser de origen multifactorial siendo, tóxico, 

traumático, alérgico, metabólico o infeccioso. Protagonizando las de origen 

infeccioso como las principales causas, la mayoría de los microorganismos pueden 

causar infección en el ambiente intramamario ya que la leche tiene el potencial de 

actuar como medio de crecimiento microbiano de una gran variedad de patógenos, 

debido a la diversidad de agentes que causan la mastitis, es importante identificar 

el agente etiológico de esta enfermedad y determinar su susceptibilidad a los 

agentes farmacológicos que inhiban su crecimiento (Barreto et al., 2018).  

De los estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos del orégano, se 

ha encontrado que los aceite esenciales de las especies de Origanum presentan 

actividad contra bacterias y hongos, dicha acción antimicrobiana posiblemente se 

debe al efecto sobre los fosfolípidos de la capa externa de la membrana celular 

bacteriana, siendo así que el aceite esencial de orégano es muy valioso en la 

inhibición de E. coli, provocando que estas investigaciones tengan importantes 

implicaciones para la industria pecuaria y alimentaria (Rivera et al., 2018).   
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De manera objetiva para esta investigación se desarrollaron los siguiente objetivos; 

Determinar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial del Orégano 

(Origanum vulgare) frente a cepas de Escherichia coli aislada de mastitis bovina, 

adicionalmente se logró; Obtener el aceite esencial de orégano mediante la técnica 

de arrastre por vapor. Aislar y caracterizar bioquímicamente de Escherichia coli a 

partir de mastitis bovina. Establecer la sensibilidad y resistencia de Escherichia 

coli, frente el aceite esencial del Orégano. Identificar la concentración mínima 

inhibitoria que se requiere del aceite esencial del Orégano (Origanum vulgare) para 

inhibir el crecimiento de Escherichia coli aislada.  
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CAPÍTULO II 

II. PROBLEMA 

La mastitis bovina ocasiona grandes perdidas anuales de aproximadamente 35 mil 

millones de dólares, debido a la reducción en la calidad y cantidad en producción 

de la leche, aumentando el uso excesivo de fármacos y el riesgo de muerte del 

animal (Sathiyabarathi et al., 2016). Siendo una de las principales patologías con 

mayor refractancia productiva y económicas en las lecherías en todo el mundo. 

La antibioticoterapia es la alternativa terapéutica más comúnmente utilizado para 

tratar la mastitis bovina, estudios recientes sugieren la existencia de la relación 

entre el uso de agentes antimicrobianos en el ganado lechero y la aparición de 

patógenos multirresistente en humanos, ocasionando una disminución en las tasas 

de curación de infecciones (Angelopoulou, et al., 2019). 

El uso indiscriminado de antibióticos en los sistemas de producción láctea para el 

tratamiento de esta enfermedad ocasiona la generación de resistencia a los 

antimicrobianos de uso común y el aumento de cuadros de mastitis, sumado a esto 

es considerable asumir que se ha sobrepasado las posibilidades de desarrollo de 

nuevas formulaciones de agentes farmacológicos, poniendo en desventaja el control 

medicamentoso de dicha patología. No obstante, el auge del uso de agentes 

vegetales, en especial los aceites esenciales de plantas medicinales ofrecen una 

alternativa capaz de contrarrestar esta disyuntiva (Suarez et al., 2019).  

Altos niveles de resistencia múltiple representan un riesgo potencial para la salud 

humana y pueden dificultar el tratamiento de enfermedades en animales y 

humanos, todo esto se a propiciado por un mal diagnóstico así como la aplicación 

de una terapéutica inadecuada, estos antecedentes han desencadenado el uso 

indiscriminado de antibióticos, lo que con el paso del tiempo ha generado el 

desarrollo de resistencias (Lehew & Dechow, 2021). La creciente preocupación 

por la resistencia a los antimicrobianos entre las cepas bacterianas representa un 

gran desafío para la investigación, encontrar estrategias alternativas seguras e 

innovadoras, como el uso de fitoquímicos y aceites esenciales (Filippo et al., 2021).  
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CAPÍTULO III 

III. MARCO TEÓRICO 

3.1.  Sistema mamario.  

Los mamíferos se diferencian de los demás animales por que han adquirido 

características propias que los distinguen, son considerados como los únicos en que 

las madres generan y acumulan el elemento nutricional principal para sus crías a 

través  de la sistema mamario, de manera instintiva la madre produce la cantidad de 

leche suficiente destinada para la alimentación de la cría hasta la independización 

nutricional en la edad adecuada, ya que la leche es el principal elemento o 

componente nutricional para los terneros recién nacidos, hasta que ocurran eventos 

anatómicos y fisiológicos que les confieran la capacidad de digerir alimentos más 

diversificados y fibrosos (Lima et al., 2017).  

la presencia de glándulas mamarias y ubres es la característica de diferenciación 

genética que distingue a la especie de los mamíferos, siendo el sistema mamario y 

sus componentes los que deben su origen histológico de una glándula sebácea 

excretora modificada, primordialmente inicia su diferenciación celular e histológica 

desde el ectodermo embrionario, la mamogénesis sucede por acción endocrina y en 

varios periodos de desarrollo individual como en los recién nacidos cuya 

diferenciación es debido a las hormonas maternas, en la fase puberal se observa la 

acción de hormonas ováricas las cuales también intervienen en el ciclo reproductivo 

y gravídico (Calvinho, 2017).  

En los bovinos existen paquetes glandulares proporcionados homolateralmente 

desde la parte caudal de las fosas iliacas hasta la región inguinal, las cuales se 

encuentran separadas por una porción de tejido conectivo que aparte es considerado 

como una estructura de soporte. Cada matriz galactopoyética estructuralmente 

consta de un cuerpo y dos apéndices, así como de dos compartimentos de 

almacenamiento, los que van a desempeñar las funciones de conducir la leche a 

partir desde las células epiteliales secretoras hasta sus respectivas cisternas y 

consecuentemente al exterior en el momento del ordeño o el amamantamiento 

(Leon, 2021). 
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3.2. Anatomía y fisiología de la glándula mamaria.  

3.2.1. Suspensión de la ubre. 

Esta función esta determinada por la fisiología de los ligamentos que le confieren 

a la glándula mamaria la ubicación en relación al cuerpo y protección adecuada, 

precedido por el ligamento mamario suspensorio medial el cual con sus dos 

proyecciones sirve como amortiguador de la parte media de la glándula mamaria 

cuando ocurren cambios en el peso y tamaño de la ubre en el momento que esta se 

encuentra grávida, el tendón sinfisario o también conocido como subpelvico el cual 

constituye el soporte de apoyo lateral de dicha estructura (Neder et al., 2021).  

La posición de la ubre esta determinada por fuerte laminas faciales que circundan 

y envuelven la sustancia glandular prolongándose para dentro, para que se una con 

la estructura del tejido conjuntivo que está en todo el órgano, la ubre está mantenida 

en su posición por medio de dos potentes conjuntos de láminas (Quevedo, 2018).  

3.2.1.1. Ligamento suspensorio medio 

Se encuentra apoyando al lado derecho e izquierdo de la ubre desde la parte medial, 

sus ramas constituyen un par de ligamentos de sustentación central o láminas 

mediales ampliamente compuestas por tejido conectivo amarillo elástico conocido 

como “ligamentos suspensorios medios” los cuales son considerados como la 

principal estructura de apoyo en la glándula mamaria (Nazar et al., 2022).  

3.2.1.2. Ligamentos suspensorios laterales 

Comprenden la sustentación y separación entre la parte posterior y la anterior de la 

ubre, de manera contraproducente es menos definida su inserción terminal, 

además, se encuentra determinada por dos pares de ligamentos o láminas laterales, 

quienes se encuentran constituidas de tejido conjuntivo blanco denso que no tiene 

la característica de ser elástico, estas estructuras son parten del tendón subpélvico 

e intervienen directamente en la rectitud del suelo o piso de la ubre ya que es un 

tejido fibrosos poco flexible (Suarez et al., 2019).  

3.2.2. Secreción láctea  

La unidad anatómica funcional del sistema secretor son las células epiteliales y 

mioepiteliales, las cuales forman el alvéolo con su cisterna, estas características 
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anatómicas le confieren la capacidad de formación y la producción de leche, los 

cuales son recursos obtenidos directamente de la circulación sanguínea de la vaca 

en etapa de lactancia (Maldonado et al., 2022). 

La secreción de leche se da por medio de las células secretoras, esta función se 

debe a un proceso continuo que involucra muchas reacciones bioquímicas en el 

ordeño, la acumulación de leche incrementa la presión intralvéolar y disminuye el 

grado de síntesis de leche, como resultado, se recomienda que las vacas sean 

ordeñadas los mas cerca posible a un intervalo de 12 horas entre ordeños, una 

expulsión frecuente de leche reduce la presión que se acumula en la ubre (Acosta 

et al., 2017).  

3.2.3. Cisterna y conductos mamarios  

Son las estructuras anatómicas responsables de la acumulación intramamaria de la 

secreción láctea esta ligada al paso de dicha secreción hacia el ambiente 

extramamario todo iniciado por la estimulación aferente de los nervios sensitivos 

de la teta, los cuales responden a estímulos como la succión, fricción o presión 

ejercida por el ternero, el operario y equipo del ordeño (Silvestrini, 2021).  

3.2.3.1. Pezón de la ubre  

Es la primera barrera física de protección de la ubre, separa el ambiente 

intramamario del extramamario con estructuras como el canal del pezón con su 

respectivo esfínter mediado por la entrada de Fussegber, estas estructuras son 

primordiales para el desarrollo y establecimiento del tapón de quitina, en conjunto 

estas estructuras limitan el acceso de partículas patógenas al ambiente interno de 

la ubre. La función de las estructuras previamente citadas se ve en su máximo 

contingente cuando la vaca se encuentra en el periodo seco, es decir no existe la 

producción láctea, generalmente este periodo suele tener una duración de 60 días 

(Brand et al., 2021). 

3.2.4. Sistema sanguíneo, linfático y nervioso 

La fisiología de la glándula mamaria se ve medida por la influencia directa del 

aporte sanguíneo que llega a esta, los cuales determinan los gradientes de 

lactopoyesis de las células epiteliales, además, para mantener el estado integro del 
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ambiente intramamario existe un nódulo linfático propio de la ubre el cual 

provisiona de células inmunológicas que permiten medias y desencadenar los 

mecanismos de defensa inmunológica ante la colonización de un antígeno.  

El complemento nervioso de la ubre y las glándulas mamarias se ve influenciado 

por la activación de las ramas del nervio inguinal y el plexo mesentérico caudal, lo 

cuales cumplen la función de responder ante estímulos sensitivos  a nivel de la piel 

del pezón así como a estímulos relacionados a la activación de la via neural para la 

secreción de oxitocina la cual es primordial para que las células mioepiteliales se 

contraigan y den inicio a la eyección de la leche hacia el exterior (Amr et al., 2021). 

3.2.5. Mecanismos de defensa de la glándula mamaria  

La ubre tiene algunos mecanismos de defensa, siendo aspectos físicos, celulares, 

humorales, enzimáticos y químicos, los cuales protegen de una manera u otra 

dándole resistencia a la colonización de la ubre por patógenos oportunistas, los 

cuales provocaran reacciones inflamatorias y daños tisular de las células epiteliales 

encargadas de la producción de leche (Flores et al., 2021). 

3.2.5.1. Mecanismos físicos 

Anatómicamente el pezón y el canal del pezón, componen las características de 

estructura en los mecanismos físico de defensa de la ubre, los que le proporcionan 

la primera barrera de defensa a los microrganismos oportunistas, el sistema del 

canal del pezón esta dividido en tres proporciones; Canal estriado, roseta de 

Furstenberg y cisterna. En la actualidad mencionan que los mecanismos de defensa 

que la ubre han evolucionado considerablemente los cuales interactúan de manera 

cooperativa con las barreras físicas los mecanismo específicos e innatos del sistema 

inmunitario (Peng et al., 2020). 

3.2.5.2. Respuesta celular 

La respuesta celular principalmente esta mediada por los macrófagos y células 

epiteliales las cuales liberan citosinas y quimiocinas estas sustancias activan el 

sistema de complemento mediadas por los neutrófilos, los cuales cumplen la 

función de fagocitosis, muerte intracelular y apoptosis, estos acontecimientos 

suceden cuando los mecanismos de defensa fallaron en la prevención del 
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establecimiento de una infección intramamaria ocasionada por microrganismos 

oportunistas que han logrado colonizar (Nelson et al., 2018). 

La glándula mamaria es muy susceptibles a la infecciones ya que la leche es una 

valiosa fuente de nutrientes para la multiplicación bacteriana, cunado los 

mecanismos del canal del pezón son superados, existe un eficiente sistema de 

defensa celular y soluble dentro de la glándula que asiste en remover la infecciones, 

el componente celular también conocido como células somáticas está constituido 

básicamente por neutrófilos, macrófagos, linfocitos y en menor medida células 

epiteliales mamarias, donde conforme varios componentes (Oyola & Urrea, 2021)  

• Células Somáticas: la secreción láctea posee un componente celular 

constituido básicamente por macrófagos, neutrófilos, linfocitos y en menor medida 

células epiteliales mamarias, conocidos en su conjunto como células somáticas, la 

cantidad de células somáticas es reducida cuando la glándula esta sana < a 100.000 

células/ml, variando su concentración con el ciclo de lactancia (Mera, 2020). 

la composición celular promedio esta constituida por un 12 % de neutrófilos, 60 % 

de macrófagos y 28 % de linfocitos, de los cuales el 20 % son linfocitos B y un 47 

% linfocitos T, a medida que nos acercamos al final de la lactancia, los neutrófilos 

comienzan a aumentar hasta cerca de un 40 % y durante los primeros quince días 

del periodo seco la concentración celular se incremente hasta 2 - 5 x 106 células/ml, 

luego el recuento celular se reduce y previo al parto, el valor aumenta nuevamente 

a 1 x106 células/ml, y las células epiteliales mamarias se encuentra en una 

proporción reducida, cercana al 2 % correspondientes a las células somáticas 

presentes en la leche (Rainard et al., 2018).  

• Neutrófilos: tiene la principal función de fagocitosis, considerado como la 

primera línea de defensa celular y destrucción de los microorganismos en el 

ambiente intramamario, su capacidad bactericida está dado por mecanismos 

dependientes e independientes de oxígenos (García et al., 2019). 

• Macrófagos: los macrófagos de la glándula mamaria derivan de los 

monocitos presente en sangre, son las células que más abundan en la glándula 

mamaria sana, actúan como células presentadoras de antígenos específicos de una 

respuesta a una colonización (Murphy et al., 2019).  
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•  Linfocitos: los linfocitos son los encargados de montar y regular la 

respuesta inmunitaria de adaptación, existen tres tipos de linfocitos, los cuales 

difieren en funciones y en componentes proteicos producidos, denominados 

linfocitos B, T y Natural Killer. A los linfocitos T se los divide en dos grandes 

poblaciones ab y dg (Gómez et al., 2020).  

3.2.5.3. Mecanismos de defensa no celulares  

Los mecanismos de defensa no celular esta dado por varias sustancias que impiden 

la colonización de un patógeno, entre ellas podemos detallar a las 

inmunoglobulinas (IgM e IgG) en las vacas, las cuales cumplen con la función de 

activar el sistema de complemento y a las células presentadoras de antígeno para 

la continuación de la fagocitosis mediada por los neutrófilos (Souza et al., 2020). 

Las IgG1 e IgA en vacas tienen funciones como neutralizar toxinas bacterianas, 

además se les atribuye la producción de otras sustancias y proteínas 

antimicrobianas como la lactoferrina, esta impide el desarrollo y multiplicación de 

los microorganismos patógenos, además, producen citosinas que regulan la 

inmunidad específica, las cuales cumplen con la función de quimiotaxis ante una 

infección intramamaria e influyendo en los signos de gravedad y cuadros 

inflamatorios de la mastitis (Revskij et al., 2022).  

• Lactoferrina: Es secretada principalmente por las células epiteliales 

presente en la glándula mamaria y en menor medida es producida por los 

neutrófilos, la principal función de esta proteína es de ligar el Fe (hierro) en 

presencia del bicarbonato propiciando que las bacterias no aprovechen el hierro 

para sus funciones vitales (Freitas et al., 2018).  

• Lactoperoxidasa: Es una enzima que se encuentra en cantidades limitadas 

en la leche no patológica (30mg/mL) su función antimicrobiana se encuentra 

determinada por el tiocinato y peróxido de hidrógeno, actuando en la inhibición de 

gram positivos y gram negativos (Nagahata et al., 2020).  

• Complemento: Se demomina asi al paquete de proteínas y elementos 

bioactivos que al ser activadas colaboran con la mediación de la respuesta 

inmunológica, desempeñándose favorablemente sobre las funciones opsonizadoras 

que lisan al microorganismo, también actúan como señal química para los 



 

 10 

neutrófilos (C5a), los que en conjunto con los antecedentes mencionados lisan la 

pared celular del microorganismo, ostentando de un efecto bactericida (Vitenberga 

et al., 2022). 

• Inmunoglobulinas: Elementos de estructura proteica, cuya concentración 

en la leche de vaca es limitada, generalmente existe de muchos tipos de acuerdo a 

su cadena estructural, sin embargo, la mas abundante en la leche es la IgG1, esta 

es tomada desde la circulación sanguínea por parte de las células epiteliales 

mamarias este procedimiento se encuentra mediado por los receptores específicos 

para esta proteína encontrados en la membrana superficial de las células 

mencionadas, además, otra proteína inmunológica presente en la leche es la IgA la 

cual debe su derivación a las células plasmáticas presentes en el ambiente 

intramamario, estas son los principales precursores debido a su receptor polimérico 

de Igs (Bruckmaier & Wellnitz, 2017). 

El papel de estos elementos inmunológicos esta relacionado con la lisis del 

patógeno, contribuyendo principalmente a la opsonización de los componentes 

celulares del propiciando que la fagocitosis sea en medida mas eficiente, es 

necesario entender que este eslabón es demasiado importante en la cadena de 

componentes que conforman la respuesta inmunológica (Pellegrino et al., 2017).   

3.3.  La Mastitis 

3.3.1. Aspectos básicos 

En la producción lechera las vacas son el punto critico de control mas evaluado y 

sometido a vigilancia debido a los multiples factores arraigados a estas que pueden 

afectar la producción de leche, en donde la integridad de la ubre es necesaria para 

maximizar la producción de leche en cantidades y calidad adecuada, además, es el 

factor determinante a la hora de mantener la rentabilidad (Castillo et al., 2019).  

La producción de leche se va afectada principalmente por patologías como la 

mastitis, esta es la inflamación del tejido secretor y de la glándula mamaria, las 

causas de esta patología se encuentran bajo influencia multifactorial, en donde 

están factores primordiales como el manejo, la sanidad, microorganismos, 

tratamientos y diagnósticos mal aplicados, los cuales repercuten en la calidad de la 

leche que se produce, la piedra angular de la potegenia de esta enfermedad esta 
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determinada por la presencia de los factores mencionados y adicionalmente la 

colonización y la virulencia de microorganismos patógenos en la glándula mamaria 

(Pedroza, 2018). 

La glándula mamaria  de las vacas por su funcionalidad y disposición anatómicos 

se ve predispuesta a que factores externos contribuyan al establecimiento y 

desarrollo de una infección intramamaria, desencadenado un sin número de 

reacciones  inflamatorios ocasionadas por un cuadro mastítico de carácter clínico 

o subclínico el cual puede afectar a un individuo en cuestión o a todos los animales 

que se encuentre en etapa productiva (Ashraf & Imran, 2018). 

Esta patología puede ser identificada y clasificada mediante el grado inflamatorio 

establecido, la cual en un principio está influenciada por el numero de células 

somáticas presentes en la leche, esto ocurre como respuesta ante la infiltración de 

un antígeno al ambiente intramamario (Sharun et al., 2021).  

La mastitis clínica se puede diagnosticar mediante la percepción subjetiva de los 

signos clínicos en la ubre característicos de un cuadro inflamatorio como el dolor, 

rubor, calor, edema y perdida de su funcionalidad, la presencia de uno mas signos 

son considerados patognomónicos para el establecimiento de dicha clasificación 

patológica (McDougall et al., 2022).  

La mastitis subclínica en gran parte de los casos es el resultado del inicio de un 

proceso inflamatorio, ya que este es el primer paso que resulta ser indicativo de 

que algo ocurre en el interior de la ubre, la elevación del numero de células 

somáticas es el punto primordial considerado para poder establecer este tipo de 

mastitis y su elevación no es necesariamente considerado un indicativo de 

infección intramamaria, generalmente esta presentación de la enfermedad es 

considerada como silente ya que carece de signología especifica que de un indicio 

patológico, se considera que es la que mayor perjuicio ocasiona en la producción 

de un hato lechero en cuestión ya que el 70% de las perdidas suelen ser 

imperceptibles y son atribuidas a la mastitis subclínica, además es aquella que 

conduce al descarte prematuro de animales de alto valor productivo (Ruegg, 2017). 

Dentro de los factores desencadenantes de la mastitis bovina tenemos; escases y 

limitaciones en la sanidad del ordeño, materiales y equipos de ordeño bajo 
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condiciones no admisibles, lesiones en la superficie de la piel de la teta, factores 

de virulencia de los patógenos que pueden estar incidiendo en la granja, etc, en 

conjunto los antecedentes mencionados pueden desencadenar alteraciones de tipo 

inflamatorio del parénquima de la glándula (Denamur et al., 2020). 

La colonización de los microorganismos en la ubre provoca alteraciones 

composicionales de la secreción láctea, ostentando una decreciente de componente 

como; Lactosa, caseína, solidos totales, etc., además, por esta degradación es 

evidente el aumento de componentes que le confieren un sabor, olor y aspecto 

desfavorable a la leche como el aumento en; Igs, cloruros, ácidos, enzimas 

celulares, minerales traza, etc. (Kasai et al., 2022). 

3.3.2.  Categorización de la Mastitis 

Es una patología que genera gran impacto en las granjas lecheras a nivel mundial, 

siendo categorizada principalmente por grado de inflamación y síntomas clínicos 

acentuados en la glándula mamaria, provocando cambios en la leche tanto físicos, 

celulares como químico, pudiendo clasificarse en base a estos antecedentes en 

“Mastitis clínica y Mastitis Subclínica” (Maldonado et al., 2022).  

En relación al avance cronológico de la patología en función al tiempo también se 

puede clasificar en; subaguda, aguda y crónica, apreciando que en la presentación 

clínica mas leve o subaguda apenas es evidente el desarrollo patogénico de la 

mastitis, sim embargo, en aquellos cuadros mastitis donde se a extralimitado su 

avance en la cronicidad de la enfermedad se puede aprecias inclusive perdida de la 

funcionalidad de uno o más cuarto mamarios  o a su vez, el descarte de animales 

en producción (Jiménez, 2019). 

La etiología esta en relación directa con la presentación de signos clínicos 

específicos de un determinado tipo de mastitis, ya que las interacciones de la 

respuesta inmune de la glándula mamaria varía entre un patógeno y otro, así 

mismo, se puede evidenciar que la terapéutica puede estar en dependencia de este 

factor, en donde también se debe considerar la susceptibilidad a los 

antimicrobianos por parte de los agentes infeccioso involucrados en la etiología, 

por otra parte, también es imprescindible valorar la farmacocinética y 

farmacodinamia de las drogas consideradas (Gozales & Vidal, 2021). 
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3.3.2.1.  Mastitis Subclínica 

La mastitis subclínica es considera como el proceso patológico en donde se ve la 

interacción de la respuesta inmune celular con un agente patógeno que invade y 

coloniza el ambiente intramamario, necesariamente es el primer paso para exhibir 

los mecanismos de defensa relacionados con el aumento en recuento de células 

somáticas en la leche patológica, imprescindiblemente los aumento en los 

recuentos de células somáticas no siempre indican una colonización bacteriana, 

dentro del análisis económico es la que mayor impacto económico ocasiona debido 

a la baja producción, dicha mastitis necesita mayor grado de especificidad y 

sensibilidad a la hora del diagnostico del agente patológico que provoca el aumento 

de la inflitración de las células somáticas en la leche (Khasana et al., 2021). 

Principalmente la característica de esta patología es no presentar alteraciones 

manifiestas clínicas evidentes en la ubre y leche, fundamentalmente se caracteriza 

por el aumento del número de neutrófilos y leucocitos en la leche, los métodos para 

la detección son de alta complejidad para su aplicación a nivel del campo, además, 

suelen tener mayor rango de sensibilidad y especificidad, este tipo de mastitis 

repercute en varios parámetros influyentes en el performance productivos de la 

vaca, tanto así que en la actualidad reportan afectaciones en los índices 

reproductivos de las vacas lecheras (Ranasinghe et al., 2021). 

3.3.2.2. Mastitis Clínica 

Esta categoría interpretativa de la enfermedad es aquella que cursa con signología 

específica de un cuadro inflamatorio de la glándula mamaria, pudiendo encontrarse 

alteraciones anatómicas de la ubre como; dolor, rubor, calor y tumor a la 

exploración clínica, además, perdida de la funcionalidad o signos de Virchow, este 

ultimo se complementa con observación de alteraciones físicas y evidentes de la 

secreción láctea, tales como dilución, coagulación, presencia de sangre, etc. 

(Garcia et al., 2019). 

Debido a el estado progresivo de la patología y en principio a las alteraciones 

moleculares, su detección en campo no requiere de métodos de suma complejidad 

para establecer un veredicto subjetivo del avance patológico o de la interacción 

citológica con el agente causal en el interior de la ubre (Malcata et al., 2020). 
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3.3.3. Etiología de la mastitis 

Las causas de la mastitis pueden ser variadas y están en dependencia de la zona 

agroecológica donde se desarrolle la actividad lechera en cuestión, los orígenes 

microbiológicos son una de las principales, en donde, las bacterias son las 

protagonistas de desencadenar cuadros inflamatorios con manifestaciones clínicas 

que se ven reflejadas en la producción de leche de baja calidad y de cantidad 

limitada, esto debido a la interacción ocasionada por la respuesta inmunológica de 

la vaca y los factores de virulencia propiciados por los microbios que se encuentran 

colonizando el interior de la ubre (Amer et al., 2018).  

Los patógenos con capacidad de afectar a la glándula mamaria se han cuantificado 

en un aproximado de 200 especies bacterianas, con diferentes características 

patogénicas que les permiten inhibir los mecanismos de defensa de la glándula 

mamaria y ocasionar un cuadro inflamatorio, dentro de estas características se les 

atribuye como una de las principales el medio u origen de la transmisión de la 

mastitis contagiosa y ambiental (Jung et al., 2021). 

Dentro de la clasificación microbiológica de la mastitis, se detalla la mastitis 

ambiental, esta es aquella ocasionada por patógenos encontrados en el medio 

ambiente y en vectores físicos como; los equipos y utilería del ordeño, además, 

pueden encontrarse en el entorno con poco manejo sanitario como en los pastos, 

establos o materiales de cama contaminados, algunos de estos microorganismos 

son los responsables de causar cuadro agudos y recurrentes de la enfermedad en 

casos donde se encuentra comprometida la susceptibilidad de la vaca ocasionada 

por factores como estrés post-parto, inmunodeficiencia, etc. dentro de los 

principales patógenos están considerados; Escherichia coli, Enterobacter; 

Klebsiella, Pseudomona, Strepctococcus disgalactiae y Streptococcus uberis 

(Calvinho, 2017).  

La mastitis causada por bacterias como Eshcerichia coli, son con mayor 

predisponencia al el inició y final de la lactancia, ya que no viven en la piel de la 

ubre, pero entra al canal del pezón cuando la vaca entra en contacto con un 

medioambiente sucio, estas bacterias se encuentran en las heces, camas y alimento. 

Estas mastitis pocas veces exceden el 10 % de los casos totales (Flores et al., 2021).  
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3.3.3.1. Microorganismos 

Las bacterias con las principales protagonistas en el desarrollo y establecimiento de 

la mastitis bovina, pudiendo encontrar desde microorganismos mesófilos Gram-

positivos hasta enterobacterias Gram-negativas como principales responsables; 

Escherichia coli, Streptococcus spp., Pseudomonas aureoginosa, Mycoplasma 

bovis, Staphyloccocus aureus, Klebsiella spp., Citrobacter, Bacillus spp., etc. 

(Flores et al., 2021).  

Escharichia coli generalmente es una bacteria que habita en el intestino del 

humano y animales, en la actualidad se a descrito varios patotipos que presentan 

variación en la virulencia, para el caso de E. coli causantes de mastitis, a la fecha 

no se han identificado cepas o factores de virulencia específicos, pero se han 

propuesto que forman un nuevo patótipo denominado Mammary Pathogenic E. 

coli, sin embargo se ha observado gran diversidad tanto genética como en los 

factores de virulencia entre bacterias (Jiménez et al., 2017).  

3.3.3.2. Escherichia coli  

3.3.3.2.1.  Taxonomía 

Tabla 1.  Taxonomía del Escherichia coli 

TAXONOMÍA  

Reino: Bacteria 

Clase: Gamma proteobacteria 

Orden: Enterobacteriales. 

Familia: Enterobacteriaceae. 

Género: Escherichia. 

Especie: E. coli  

Nombre binomial: Escherichia coli 

Fuente: Gleizer et al, (2019)  
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3.3.3.2.2. Características de Escherichia coli. 

La bacteria del género Escherichia coli es una bacteria anaeróbica facultativa, 

Gram-negativa, no formadora de endoesporas; es un género que pertenece al grupo 

Enterobacteriaceae.  

Las cepas patógenas de E. coli se dividen, según los síntomas clínicos y los 

mecanismos de patogenicidad, en varios grupos que pueden variar en sus períodos 

de incubación y duración de la enfermedad, también hay una variación considerable 

en la virulencia. Por ejemplo, pequeñas dosis de 10 células o menos de E. coli 

O157:H7 pueden causar una enfermedad grave, mientras que la E. coli 

enterotoxigénica requiere un número estimado de células de 108 a 1010 para causar 

una enfermedad leve progresando hacia la cronicidad (Rosano et al., 2019). 

Escherichia coli es considerado como un agente principal encargado del 20 al 90% 

de situaciones vinculadas a la mastitis, el origen más amplio de microorganismos 

proviene principalmente del ambiente donde se encuentra el animal, comúnmente 

los coliformes no son transmisibles de animal a animal, sino más bien se encuentra 

prevalente en lugares de con deficiente manejo sanitario (Denamur et al., 2022).  

3.3.3.2.3. Grupos patogénicos 

3.3.3.2.3.1. Entero-hemorrágica  

Este tipo de variante provoca diarrea sanguinolenta, colitis hemorrágica, síndrome 

urémico hemolítico (SUH) y púrpura trombocitopenia trombótica. Este grupo 

incluye E. coli. productora de toxina Shiga o STEC a la cual anteriormente se la 

conocía como E. coli. verotoxigénica (VTEC) (Jiménez et al., 2017). 

3.3.3.2.3.2. Enterotoxigénica (ETEC) 

Esta variación es comúnmente conocida por causar la diarrea del viajero. ETEC 

causa diarrea acuosa, similar en apariencia al agua de arroz, y produce fiebres leves. 

El microorganismo coloniza la parte proximal del intestino delgado, en las células 

del epitelio intestinal (Manges et al., 2019). 
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3.3.3.2.3.3. Enteropatógena  

Es la causante de diarrea acuosa en los niños. Provoca vómitos, fiebre y diarrea 

acuosa que contiene mucosidad, pero no sangre. El microorganismo coloniza las 

microvellosidades a lo largo del intestino y produce la característica lesión de 

adhesión y desaparición en los bordes de las microvellosidades intestinales (Rivera 

et al., 2018). 

3.3.3.2.3.4. Enteroagregativa  

Causante diarrea acuosa persistente, especialmente en niños, que dura más de 14 

días. Esta bacteria se alinea en filas paralelas, tanto en tejidos celulares como en 

portaobjetos. Esta agregación ha sido descrita como “apilamiento de ladrillos”. 

Producen una toxina termosensible, relacionada antigénicamente con la hemolisina 

pero que no es hemolítica, y una toxina termoestable codificada por plásmido, no 

relacionada con la enterotoxina termoestable ETEC. Se cree que la E. coli 

enteroagresiva se adhiere a la mucosa intestinal y produce enterotoxinas y 

citotoxinas, que provocan diarrea (Magnges et al., 2019).  

3.3.3.2.3.5. Enteroinvasiva  

Causa diarrea profusa y moco que contiene sangre. El microorganismo coloniza el 

colon y contiene un plásmido de 120 a 140 mD responsable de la invasividad, que 

porta todos los genes necesarios para la virulencia (Peng et al., 2020).  

3.4. Generalidades fenotipicas de Escherichia coli. 

• Los rumiantes, particularmente el ganado bovino, son considerados como 

uno de los principales reservorios de E. coli.  

• Varios otros animales domésticos y salvajes ovejas, cerdos, cabras, ciervos. 

• Productos de carne molida poco cocidos. 

• Embutidos secos fermentados, embutidos cocidos y fermentados. 

• Otras fuentes de alimentos incluyen leche y productos lácteos, leche sin 

pasteurizar, queso elaborado a partir de leche sin pasteurizar, verduras frescas, 

brotes, ensaladas, bebidas de sidra, zumo de manzana y agua (Leon, 2021). 
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3.4.1. Morfología microscópica 

Esencialmente al ser teñida una asada o una colonia de E. coli en cuestión, con 

tinción de Gram, lo que básicamente se puede observar al microscopio son formas 

de bacilos pequeños de 1 a 3 micras de longitud, con una coloración que tiene 

matices entre rosa claro a rojo, lo cual es característico cuando se tiñen bacterias 

gram negativas (Peng et al., 2020).  

3.4.2. Morfología macroscópica 

Para la respectiva apreciación del patógeno debemos contar con un cultivo de la 

cepa en estudio en una placa Petri, el cual nos permite observar las características 

de las colonias, en medios no selectivos la colonia se presenta de 1 a 3 mm de 

diámetro, lisas, levemente elevadas, de bordes enteros, levemente convexas y 

generalmente pigmentadas con un color que puede ir desde el rosa fucsia verde 

metálico. En dependencia del medio de cultivo esta puede crecer en bacto-agar, en 

agar macconkey, Agar Eosina azul de metileno, y es el único Gram negativo 

enterobacteriano que produce β-hemólisis  etc. (Casado, 2018).  

3.5. Técnicas diagnósticas de la mastitis. 

El diagnostico de la mastitis bovina es la piedra angular, debido a que las granjas 

son entornos con recursos limitados, debido al alto grado de complejidad para 

determinar una prevención oportuna de la infección intratamamaria, las categorías 

interpretativas son basadas en los criterios científicos de sensibilidad (Capacidad 

de discernir los positivos de los negativos) y especificidad (Capacidad de reconocer 

solamente los negativos) de una enfermedad en cuestión (Ashraf & Imran, 2018).  

Generalmente los resultados de los ensayos que mayormente confieren un 

diagnostico oportuno, están desarrollados en un laboratorio, estos permiten 

reconocer un patógeno mediante la identificación de umbrales cuantitativos como 

cualitativos, sin embargo, el diagnostico de esta enfermedad puede realizarse de 

manera subjetiva en campo, estos básicamente permiten considerar criterios 

patológicos asociados a la enfermedad contraproducentemente, no proporcionan 

información relevante de la etiología de base que se encuentra causando la mastitis 

(Malcata et al., 2020). 
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3.5.1. California Mastitis Test (CMT) 

El estudio clínico de la mastitis ha puesto al alcance de los productores nuevas 

herramientas para contrarrestar la mastitis bovina, siendo la más efectiva y 

duradera la selección genética, sin embargo la obtención de un hato joven de vacas 

altamente productivas con progreso genético sostenidos va depender también del 

mecanismo de selección que se utilice, la mastitis bovina tiene una tasa de 

infección de 20 a 65 % sobre los rebaños de todo el mundo, generando enormes 

pérdidas, por lo tanto es indispensable emprender acciones dirigidas a erradicar la 

patología (Quevedo, 2018).  

La mayoría de los agricultores no son consciente de las diferente formas más fáciles 

y efectivas para la detección de la mastitis, por ende, una de las pruebas 

diagnósticas de mastitis es la prueba de california (CMT), siendo así que el 

recuento de células somática es un predictor útil de infección (Hoque et al., 2014).  

Tabla 2. Interpretación de CMT (California Mastitis Test).  

Grado Categoría Reacción 
Recuento de Células 

Somáticas 

0 Negativo Normal < 200 000 

T Traza 
Coagulación 

ligera 
150 000 – 500 000 

1 
Medianamente 

positivo 

Coagulación 

definida 
400 000 – 1 500 000 

2 Positivo Gelificación 800 000 – 5 000 000 

3 
Fuertemente 

positivo 

Viscosidad 

considerablemente 
>5 000 000 

Fuente: Kandeel et al, (2018). 

3.5.2. Cultivo e identificación de bacterias.  

La identificación de la mastitis bovina a llevado a la aparición de nuevas técnicas 

para el hallazgo oportuno de los patógenos causales, donde prácticamente se basa 

desde practicas sencilla hasta métodos más complejos (Chakraborty et al., 2019). 
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Los enfoques para la detección del agente microbiano causante de mastitis resultan 

de gran importancia para la elección de la terapéutica especifica e idónea en base 

a los requerimientos de la vaca mediados por los resultados de los ensayos 

microbiológicos, el cultivo e identificación bacteriológica son puntos clave para 

poner en evidencia la etiología primaria responsable de causar cuadro mastíticos 

en las vacas y alteración en la producción láctea (Esener et al., 2021).  

La utilización de medios de cultivos en placa es un método de laboratorio confiable 

que permite poner en manifiesto el crecimiento de una bacteria que protagoniza el 

desarrollo de esta patología, en donde, el agar base sangre con la adición del 5% 

de sangre de cordero es el medio de primera elección para el cultivo de muestras 

mastíticas, la versatilidad en la utilización de este medio abre  un abanico de 

alternativas de procedimientos y condiciones de incubación para el crecimiento de 

los diferentes géneros bacterianos (Adkins & Middleton, 2018). 

Generalmente como consecuencia de la obtención de los cultivos primarios se 

continua con la siembra por estriado en medios selectivo y diferenciales, estos 

permiten poner en evidencia características nutricionales de un genero bacteriano 

en cuestión, tales como; la utilización y fermentación de azucares y carbohidratos 

como fuentes de energía y la producción de radicales como metabolitos de desecho, 

los cuales se exhiben mediante características fenotípicas diferenciales del 

crecimiento entre un género bacteriano de otro (Adkins & Middleton, 2018). 

El medio de cultivo agar McConkey permite la selección estratificada del 

crecimiento de enterobacterias debido a su contenido de sales biliares y cristales 

de violeta las cuales inhiben el crecimiento de aerobios facultativos Gram-

positivos, además, mediante características colorimétricas del crecimiento de las 

colonias se puede identificar la capacidad de la utilización de la lactosa como 

carbohidrato para la obtención de energía y realización de proceso vitales 

bacterianos, como es el caso de Escherichia coli la cual produce colonia definidas 

de una coloración definida rosa a roja, los géneros bacterianos que no poseen esta 

capacidad o ruta metabólica generalmente se manifiestan con el crecimiento de 

colonias no pigmentadas (Locatelli et al., 2019). 
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El reconocimiento bacteriano  mediante pruebas bioquímicas se fundamente bajo 

el principio en poner en manifestó una ruta metabólica mediante expresiones  

diferenciadas en el crecimiento de las colonias, pudiendo encontrar hallazgos 

como; la producción ácido mixta, producción de indol, utilización de ciertos 

sustratos especiales, crecimiento bajo condiciones limitadas, producción de gas y 

capacidad fermentativa (Locatelli et al., 2019). 

Las enterobacterias principalmente se pueden identificar por los perfiles IMVIC 

comprendidos por; 

• Indol: esta prueba permite identificar si la bacteria que se pretende 

diagnosticar posee la enzima triptofanasa la cual actúa hidrolizando el triptófano 

presente en un medio en indol y alanina  

• Rojo metilo: es una prueba colorimétrica la cual pone en manifiesto la 

acumulación de ácidos (acético, fórmico, etc.) luego de un proceso fermentativo de 

un medio de cultivo en cuestión, básicamente nos permite saber si el medio es 

acidificado por el crecimiento de una bacteria.  

• Voges-Prokauer: esta prueba permite determinar la presencia de 

producción de acetoína por parte de la bacteria, la cual reacciona con alfa naftol y 

KOH (hidróxido de potasio), para la identificación de la fermentación 

butanodiólica.  

• Citrato: permite identificar los microorganismos que convierten el citrato 

en fosfato de amonio, amoníaco e hidróxido de amonio, los cuales son metabolitos 

alcalinizantes, que por aumento del pH cambia la coloración de un medio de cultivo 

(Younis et al., 2021). 

Tabla 3. Perfiles IMVIC para Escherichia coli. 

Prueba Criterio 

Indol Positivo 

Rojo Metilo Positivo 

Voges-Proskauer Negativo 

Citrato Negativo 

Fuente: Tille, (2017). 
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3.5.3. Ensayos de susceptibilidad  

Las pruebas de susceptibilidad en los últimos años se a implementado en base a la 

necesidad de propiciar un correcto plan terapéutico para la mastitis bovina, estos 

ensayos nos arroja información tanto cuantitativamente como cualitativamente de 

la susceptibilidad de una bacteria en cuestión frente aun agente antimicrobiano, en 

el caso de las mastitis ocasionas por bacterias en la actualidad las multiresistencias 

a generado gran impacto negativo para la salud publica del consumidor y a 

reducido la tasa de curación con los protocolos de tratamientos medicamentosos 

utilizados (Kasai et al., 2022). 

Los métodos implementados en los ensayos de susceptibilidad antimicrobianas son 

el método de difusión disco en placa o Kirby-Bauer, el cual se fundamente en 

permitir cuantificar el halo de inhibición ocasionado por la difusión de un agente 

antimicrobiano con la superficie del medio de cultivo frente a una bacteria en 

estudio, el cual es propiciado por la inhibición del desarrollo de la bacteria, dado 

principalmente por la acción del agente antimicrobiano (Derackhshani et al., 2018).  

3.5.4. Prueba de CMI 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) o la dosis mas baja requerida de un 

agente terapéutico para delimitar el desarrollo en el crecimiento de una bacteria, 

esta prueba permite establecer criterios interpretativos de la susceptibilidad cuando 

una bacteria presenta resistencia a una concentración determinada, mediante los 

puntos de corte establecido de la medida del halo de inhibición expresando si es 

sensibles, intermediamente resistente o resistente (Roy et al., 2018).  

3.5.5. Tratamiento  

La mastitis bovina es una de las patologías que mayores repercusiones económicas 

debido a que ocasiona altos costos implementados por un tratamiento mal 

instaurado, contribuyendo a la generación de resistencias farmacológicas lo que 

ocasiona descartes prematuros de animales de alta valor productivo para las 

explotaciones. Cuando se a extralimitado la cronicidad del cuadro patológico es de 

vital importancia diagnosticar mediante pruebas laboratoriales la presencia de un 

agente patógeno, para el establecimiento de un protocolo medicamentoso ajustado 

a la etiología (Lange et al., 2021). 
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La identificación del microorganismo patógeno con certeza es el punto inicial para 

la instauración del tratamiento de la patología, con la correcta selección del agente 

antimicrobiano, en base a su mecanismo de acción y propiedades terapéutica que 

actúen lisando estructuras conformacionales de un patógeno o atenúen sus 

funciones vitales (Haenni et al., 2018).  

Las antimicrobianos a elegirse en base a factores relacionado en la terapéutica 

como por ejemplo; cierto antibióticos bectalactámicos como la penicilina o 

amoxicilina deben evitarse cuando se a identificado como agente causales de la 

mastitis a los Staphylococcus productores de penicilinasa, así mismo se debe tener 

en cuenta si el patógeno es una enterobacteria productora de betalactamasa de 

espectro extendido, también, es aconsejable considera alternativas de espectro mas 

amplio como el ceftiofur  y la oxitetraciclina (Sharun et al., 2021). 

Cuando los antibióticos son utilizados de manera local y sistémica con fines 

terapéuticos es de suma importancia considerar el prospecto medicamentoso del 

fármaco que se aplica respectivamente, esto con la finalidad de ajustar a rangos 

adecuados la dosis para evitar la generación de resistencias bacterianas a los 

antibióticos y evitar la residualidad del medicamento en el producto de consumo 

(Sugiyama et al., 2022). 

3.5.6. Aceites esenciales 

Los aceites esenciales son compuestos volátiles, conforman estructuralmente 

órganos de las plantes y vegetales, incluyendo a las hojas, tallos raíces, flores, y 

frutos, poseen actividad biológica como antibacteriana, antifúngica y antioxidante 

(Pavli et al., 2019). El uso de estos compuestos se remonta a los inicios de la 

modernidad humana en donde los árabes fueron los pioneros en la obtención de 

dichos aceites mediante destilación de agua. Estos bioactivos son usados en 

diferentes enfoques, pudiendo ser utilizados en la industria cosmética, química, 

alimentaria etc. (Chen et al., 2020). 

Farmacológicamente se ha descrito el uso de estos aceites por sus propiedades 

antimicrobianas ya que químicamente sus compuestos estables se obtienen 

mediante muchas rutas como la ruta del mevalonato misma que es conocida y 

estudiada por ser precursora de los sesquiterpenos, la ruta del metil-eritritol que 
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guía la biosíntesis de  los monoterpeno y diterpenos como el carvacrol y timol, por 

último,  la ruta ácido shikímico que es el paso inicial en la biosíntesis de los 

fenilpropenos (Cui et al., 2019). 

3.5.6.1.  Acción antibacteriana de los Aceites Esenciales 

La capacidad de difusión de los aceites esenciales es el principal criterio 

aprovechado para la inhibición de las funciones vitales de un microorganismo en 

cuestión, la actividad antimicrobiana se puede definir como aquella que, a través 

del empleo de diferentes sustancias, inhiben su proliferación y desarrollo 

bacteriano (Concha, 2020). Los aceites esenciales pueden actuar a nivel de 

membrana o organelos citoplasmáticos, su principal actividad esta definida por su 

hidrofobicidad, lo que le confiere una mayor capacidad permeable hacia el interior 

de la célula (Mutlu et al., 2021). 

Científicamente, se ha establecido que la microorganismos Gram-negativas son 

mas resistentes que las Gram-positivas, gracias que tiene característica que le 

confiere propiedades intrínseca de la membrana celular, ya que en su estructura 

está conformada por una capa de lipopolisacáridos, las cuales repelen compuestos 

hídricos, esta membrana tiene la capacidad de actuar como barrera protectora sobre 

macromoléculas y compuestos hidrófobos como los que se encuentran en los 

aceites esenciales (McDougall et al., 2019). 

El cultivo de plantas medicinales forma parte de los cultivos tradicionales, de 

donde extraen los aceite esenciales, los cuales son una mezclas complejas de 

compuestos volátiles provenientes del metabolismo secundario de las plantas, 

todas las especies vegetales poseen la capacidad de producir compuesto de 

naturaleza volátil, sin embargo, los aceite esenciales son sintetizados, almacenado 

y liberado al ambiente por una gran variedad de estructura epidérmica, cuya 

morfología es característica de cada grupo taxonómico (Mera, 2020). 

El aceite esencial del orégano es considerado como uno de los bioactivos que 

exhibe mayor concentración de compuestos fenólicos; siendo el carvacrol el que 

se encuentra en mayor medida, este es el principal responsable de la 

despolarización debido a que propicia una mayor permeabilidad de la membrana 

citoplasmática de la bacteria (Rodrigues et al., 2020).  
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3.5.7. Orégano (Origanum vulgare). 

Tabla 4. Taxonomía del Orégano (Origanum vulgare). 

TAXONOMÍA 

Reino Plantae. 

División:  Magnoliophyta. 

Clase: Magnoliopsida. 

Orden:  Lamiales. 

Familia: Lamiaceae. 

Tribu:  Mentheae. 

Género: Origanum. 

Especie: Vulgare.  

Fuente: Schoch, (2020) 

3.5.7.1. Origen.  

Su aparición es espontánea en Europa centra y Asia central, teniendo una gran 

producción en el norte de España, donde se encuentra formando rodales o matas 

aisladas en orillas de los arroyos, pendientes rocosas, el Origanum vulgare especie 

vulgare se extiendes desde Inglaterra, Escandinavia, Europa, Asia hasta Taiwán, el 

nombre genérico Origanum deriva del griego oros y ganos que significa adorno o 

alegría de la montaña, por su aspecto y aroma agradables cuando la planta está en 

flor y el nombre específico vulgare, indica la relativa facilidad con que la podemos 

encontrar en todas las partes del mundo (Concha, 2020). 

3.5.7.2. Descripción del Origanum spp.  

El género Origanum se clasifico en tres grupos, 10 secciones, 38 especies, 6 

subespecies y 17 híbridos, para ello se describen cuatro grupos comúnmente usados 

con propósitos culinarios/medicinales: el español (Coridohymus capitatus (L.) el 

griego (Origanum vulgare spp.) el turco (Origanum onites L.) y el 
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mexicano (Lippia graveolens Kunth), siendo que cada especies o variedad tiene la 

cantidad de metabolitos secundarios en dependencia del factor agroecológico 

presente en el medio que se desarrolla (Schoch, 2020). 

El nombre “orégano” comprende alrededor de dos docenas de diferentes especies 

de plantas, que presentan un olor característicos a especioso, tiene uso en la 

actividad culinaria, en la fabricación de cosméticos, fármacos y licores, la 

Organización Mundial de la salud estima que cerca del 80 % de la población en el 

mundo usa extractos vegetales o sus compuestos activos como son los terpenoides, 

y en algunas otras actividades como la aromaterapia que era una terapia que se 

practicaba en la antigüedad en Egipto e India, en muchas otras actividades que 

presenta el orégano con la salud humana e animal (Sakkas & Papodopoulou, 2017). 

 

Figura  1. Imagen  del Orégano (Origanun vulgare). 

Fuente: Mera, (2020). 

 

3.5.7.3. Descripción botánica.  

Es una planta herbácea, perenne rizomatosa en forma de una pequeño arbusto 

achaparrado de unos 45 cm a 90 cm de altura, toda la planta está cubierta de pelos 

glandulares, presenta tallos erectos de unos 90 cm, son ramificados en la parte 

superior, pubescente, hirsutos o vellosos, raramente glabros, presenta unas hijas de 

10 - 40 x 4-25 mm, son ovaladas, ligeramente serradas, pilosas, punteado 

glandulosas y pecioladas, las flores dispuesta en espigas de verticilastros de 5-30 
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mm, son ovoides oblonga o prismática, formando en conjunto, una inflorescencia 

densa. Brácteas o hipsófilos (hojas de la proximidad de las flores) son diferente a 

las de las hojas, casi dos veces más largas que el cáliz, ovaladas u alongadas, no 

apiculadas, pilosas o glabras sin glándulas o ligeramente punteado glandulosas 

(Díaz, 2020).  

3.5.7.4. Hábitat ecológico.  

Habita en zonas de montañosas, orlas de bosques, prados o lindes, crece en terrenos 

de origen calizo, lomeríos, abanicos aluviales, llanuras con alto contenido de arcilla 

y terrenos arenosos, es una especie que se desarrolla en climas semi-cálidos 

húmedos, templados sub-húmedos y secos con lluvias escasas en veranos a una 

temperatura media anual entre los 17 y 22 °C y máximas de 45°C, con una altitud 

de 50 a 3100 msnm (Bucay, 2019).  

3.5.7.5. Estructura química.  

Muchos estudios hablan sobre la composición química del orégano, principalmente 

obteniendo extractos acuosos y aceites esenciales en los cuales el termino de “aceite 

esencial” fue utilizado por primer ves por Paracelso en el siglo XVI, quien nombre 

los componente efectivo de cada aceite esencial, los cuales tiene un alrededor de 

500 compuestos incluyendo terpenos, terpenoides y compuestos alifáticos y 

aromáticos como aldehídos y fenoles, ya esto depende mucho de  varios factores 

que incluyen a el medio ambiente, la composición del suelo y el método de cultivar, 

la estación, la región de la planta. (AEMPS, 2018) 

Los aceites esenciales se producen a partir de la planta por medio de destilación, 

fermentación, trituración, extracción, hidrolisis y aireación. El mas utilizado es la 

destilación por arrastre de vapor, dentro de los compuestos químicos tenemos 

flavonoides como la apigenia y la luteolina, agliconas, alcoholes alifáticos, 

compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano, también se encontró ácido 

coumérico, ferúlico, caféico, r-hidroxibenzoico y vainillinico (Sakkas & 

Papodopoulou, 2017). 
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3.5.7.6. Bioactividades.  

El Orégano y sus aceites esenciales en el uso es muy extenso, ya que tiene como 

ingrediente en formulación de cosméticos, perfumes, productos para el cuidado del 

cuerpos y cabello, soluciones orales antisépticas y pastas dentales, productos de 

limpiezas doméstica y ambientadora (Agexport., 2019).  

En medicina se implementado el uso de aceites esenciales como un uso en la 

aromaterapia que ayuda en el alivio de síntomas con condiciones alérgicas y 

reumáticas, actividad revitalizantes y antiinflamatorias, incluso en los últimos años 

con la aparición de patógenos resistentes a los medicamento llama la atención sobre 

las propiedades antimicrobianas, debido a la gran cantidad biológica y derivados 

estructurales que constituyen una fuente única y renovables para el descubrimiento 

de nuevos antimicrobianos muy necesarios. El carvacrol presento en el aceite 

esencial del Orégano, es un componente volátil en especies del orégano, algunos 

estudios reportan que es el mayor constituyente natural 70 % de los aceites 

esenciales de las plantas aromáticas, cuyas acciones farmacológicas sugieren se 

deben a sus componentes presentes en el aceite. El carvacrol tiene diferentes 

actividades biológicas antimicrobianas, antioxidantes, antimutogénicas, 

antigenotóxicas, antihepatotoxicas y hepatoprotectoras (Bocángel, 2016).  

3.5.7.7. En la industria alimentaria.  

El orégano que se utiliza en la industria alimenticia tiene algunos usos como es de 

sazonador y bioconservante culinario, ya que contiene bioconservantes que tiene 

actividad inhibitoria fuerte, el reconocido principio aromático, incluso el orégano 

esta incluido en algunas recetas como es la salsa para pastas y pizzas siendo un 

ingrediente especialmente característico en la cocina griega e italiana, en el uso de 

condimentos de algunos productos cárnicos. También es una alternativa 

fitoterapeutica es la utilización del orégano en el que se puede destacar una acción 

digestiva, bacteriostáticas y antioxidante que se han evidenciados en estudios con 

el orégano, también se emplea como medio para obtener incremento en la eficiencia 

y palatabilidad en sistemas donde se utilicen subproductos y alimentos de escasos 

valor nutricional, que generalmente tienden a afectar el comportamiento animal 

(Kovačevic et al., 2021).  
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Se ha investigados el uso de enzimas digestivas supleméntales para potenciar la 

producción animal ya que no se absorben y no dejan residuos en los productos 

animales, según (Sugiharto, 2016), reporta que el uso de orégano en aves aporta 

unas enzimas que ayudan a la digestión de los alimentos ya que sus principales 

compuestos en las dietas como el maíz y soya los cuales contienen polisacáridos no 

amiláceos, que son los que impiden la digestión normal y procesos de absorción de 

nutrientes en el tracto digestivo (Mera, 2020).  

3.5.7.8.  Uso Medicinal.  

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales que se considera de actividad 

inhibitoria, ya que se debe principalmente a la presencia de compuestos fenólicos 

como el carvacrol, timol, eugenol, entre otros. Incluso los aceites con mayor 

actividad antimicrobiana son aquellos en con mayor proporción de compuesto 

fenólicos. 

Se ha observado que los elementos traza también son relevantes debido a efectos 

de sinergia con el restos de componentes, la capacidad de los aceites esenciales para 

inhibir el crecimiento microbiano ha sido estudiada en gran variedad de productos 

como frutas y verduras mínimamente procesadas, carne picada, pollo, algunos 

estudios reportan que el orégano ha sido estudiado sobre principales 

microorganismos alterantes y patógenos presentes en el pescado, evaluando su 

actividad frente a bacterias aisladas de diferentes características de patogenicidad 

(Bocángel, 2016). 

El aceite esencial del orégano se a estudiado como un buen antioxidante que puede 

definirse como una sustancia que cuando está presente a bajas concentraciones 

comparadas con la de un sustrato oxidable previene o retrasa significativamente la 

oxidación de sustratos, incluso algunos estudios reportan el uso potencia de 

inhibitorio de radicales ABTS fue mayor en los aceites esenciales que contiene 

fenoles como el timol y carvacrol siendo el aceite de orégano el mas importante con 

el 73% de timol (Casanova, 2019).  

El aceite esencial del orégano en algunos estudios reporto que tiene actividad para 

controlar in vivo eficientemente el desarrollo de microorganismos endógenos en el 

trigo (Triticum sp.), se aprecia esa actividad gracias que se atribuido a la presencia 



 

 30 

de compuestos aromáticos y grupos fenólicos como el eugenol y carvacrol en el 

aceite esencial de orégano (AEMPS, 2018).  

En investigaciones del uso del aceite esencial del orégano contra bacterias Gram 

negativas,  expresan que el aceite esencial de orégano utilizado en concentraciones 

de 100, 200 y 400 p.p.m no tuvo efecto significativo sobre el rendimiento de la 

canal del pollo, ni sobre la presencia de microorganismos entéricos ni las 

características fisicoquímicas de la carne, para ello no recomienda el uso de esas 

dosis por la vía de administración oral, donde nos expreso que se debería evaluar 

in vitro la actividad del aceite contra microorganismos patógenos (Gámez et al., 

2015). 

3.5.7.9. En la Cosmetología.  

El orégano es muy eficaz para el tratamiento para el acné y también en los casos de 

acné quística, el uso se realiza en forma de infusión o el uso de ungüento con el 

aceite esencial, también en el uso para el cabello ya que trata eficazmente la caspa 

y la grasa, teniendo una función de tónico natural, alivia efectivamente los síntomas 

de picazón, dolor o sensación de ardor. En el uso de fabricación de perfumes ofrece 

incontables beneficios por sus bondades, como el aroma, calidades herbáceas y 

acogedora, la fragancia de orégano es particularmente potente, de igual maneta en 

el uso de mascarillas de orégano es muy beneficioso ya que es rico en vitaminas A, 

C, E, y K, que ayudan a estimular la producción de colágeno, a demás de unificar 

el tono de cutis, combatir algunas arrugas y líneas de expresión (AEMPS, 2018) 

3.5.7.10. En la producción animal.  

En los últimos años los aceites esenciales han tenido impacto en la producción 

animal, debido a que han demostrado ser una alternativa para reducir el uso de 

compuestos químicos, por ello se a establecido la utilización en la producción de 

pollos de engorda, con una idea de ayudar a la digestión y la ganancia de peso. 

También se implementado en la producción de pavos, ya que el orégano a 

incrementado la estabilidad de su carne cruda y cocida, produciendo una oxidación 

lipídica, en los sistemas de producción de cerdos reduce la emisión de gases, de 

bacterias coliformes fecales y bacterias anaeróbicas, en algunas cerdas en gestación 

reduce la mortalidad de sus lechones. (Concha, 2020) 
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En sistemas de producción de abejas se ha utilizado para el control de Varroa 

destructor. Y en los rumiantes la presencia de carvacrol p-cimeno, linalol, terpineno 

y timol, lo utilizan para disminuir las emisiones de metano en el rumen de las 

ovajes, cabras y bovinos. Los sistemas de producción piscícolas el aceite esencial 

de orégano reduce el estrés oxidativo en los tejidos de los peces, incluso tiene 

beneficios de aumentar la respuesta del sistema inmune de los animales, también 

reporten en el aumento en la funcionalidad de la reproducción de diversas especies, 

con las altas producciones de antioxidantes presentes en los aceites esenciales del 

orégano, incluso puede aumentar la calidad seminal del semen fresco y sobre la 

resistencia de los espermatozoides al show térmico durante el proceso de 

criopreservación (Casanova, 2019) 

La combinación con otros aceites de otras plantas como la canela y pimienta para 

el aumentó de la ganancia de peso o conversión alimenticia en aves y se reportaron 

un efecto positivo, bajando el uso de antibióticos en la producción (Concha, 2020). 

3.5.8. Beneficios.  

La planta de orégano (Origanum vulgare) al ser empleada en recetas culinarias 

forman parte de la alimentación humana, los alimentos de origen vegetal se 

caracterizan por la presencia de metabolitos secundarios, entre los cuales se 

destacan los compuestos bioactivos y funcionales (Fukalava et al., 2021). 

El orégano es una especie que se usa como condimento gastronómico y es apreciado 

por su función medicinal, adjudicándole beneficios como tónico, calmante, 

estimulante del apetito, entre otros, varias investigaciones han demostrado que tiene 

efectos benéficos en la salud de las personas (Crespo et al., 2014). 

El orégano es una planta aromática originaria de Europa, cultivada en varias 

regiones del mundo, por lo que existen diferentes variedades con características 

propias, en el Ecuador tenemos una especie introducida y por sus características 

organolépticas es muy apreciada y consumida, sin embargo, de todas sus partes 

estructurales (raíz, hojas, tallo), las más utilizadas son las hojas tanto frescas como 

secas (Casanova, 2019). 
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La planta del orégano se encuentra cultivadas en huertos caseros que suplen las 

necesidades alimenticias y medicinales de las familias que la cultivan, usando el 

conocimiento ancestral, dentro de los beneficios se describe los siguientes;  

• Es bueno para el sistema digestivo, en la medicina natural austriaca se utiliza 

las infusiones del orégano para el tratamiento de trastornos en el tracto 

gastrointestinal.  

• Se puede utilizar para tratar catarros y dolores de garganta, es una planta 

medicinal muy beneficiosa para afecciones del aparato respiratorio debido a su 

efecto antiinflamatorio, analgésicos y antiséptico.  

• Es antiinflamatorio, se a demostrado que un ingrediente activo en el 

orégano, conocido como beta-cariofilia (E-BCP), que puede ser útil contra 

trastornos como la osteoporosis y la arteriosclerosis.  

• Tiene efecto antioxidante, la presencia de ácidos fenólicos y flavonoides le 

otorgan estas propiedades, además de prevenir la infección víricas.  

• Propiedades antibacterianas, el aceite de orégano es un potente 

antimicrobiano, debido a que contiene un compuesto esencial llamado carvacol, 

puede incluso aniquilar al S. aureus resistente a la meticilina y otros antibióticos.  

• Tiene efectos calmantes, puede utilizarse para calmar dolores menstruales, 

dolor de oído, dolores de muelas y dolores musculares. 

• Uso tópico, en aceite esencial del orégano ayuda para tratar una serie de 

enfermedades de la piel como el acné y la caspa.  

• El uso en producción animal, en los últimos años las investigaciones sobre 

el uso en la inclusión del orégano, se a obtenidos buenos resultados, como 

disminución del metano en rumiantes.  

Fuente: Gallegos et al., (2019).   

3.5.8.1. Parte de la planta empelada.  

Los aceites esenciales están presentes en casi todas las plantas, los géneros capaces 

de desarrollar los constituyentes presentes en un aceiten esencial, los cuales se 

pueden acumular en cualquier tipo de órgano vegetal, pero principalmente se 

encuentran en los componentes:  
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• Hojas  

• Tallo  

En algunos casos todos los órganos vegetales de la misma especie contienen aceites 

esenciales sin embargo su composición cualitativa y cuantitativa puede variar 

dependiendo de la localización de dichos órganos en la planta. La biosíntesis y la 

acumulación de moléculas aromáticas están normalmente asociadas con la 

presencia de estructuras histológicas especializadas (CNF, 2008).  

3.5.9. Obtención del Aceite esencial.  

3.5.9.1.  Método de extracción de aceites esenciales.  

La elección del método de extracción del aceite esencial depende del estado original 

y de las características de la materia vegetal, la proporción de aceite esencial en la 

materia prima vegetal puede variar mucho en dependencia de las plantas y pueden 

oscilar entre un 0.015%, el método de extracción determina algunas características 

del aceite esencial, como la viscosidad, el color, la solubilidad, la volatilidad y 

pueden enriquecer o reducir la presencia de algunos componentes. En el caso del 

aceite esencial del orégano tiene una relación de 0.15 % - 1 %, siendo que las raíces 

contienen estaqueos y los tallos sustancias tánicas, para lo cual a continuación se 

detalla los métodos de extracción de aceite esenciales (AEMPS, 2018).  

3.5.9.2. Destilación por vapor.  

El aceite esencial se consigue al pasar el vapor a través de la materia prima vegetal 

en un equipo adecuado, el vapor puede proceder de una fuente externa o generarse 

hirviendo agua debajo de la materia prime o con esta dentro, el vapor de agua y los 

vapores del aceite se condensan y luego por decantación se separa el aceite esencial 

del agua, es una mezcla formada por dos líquidos inmiscibles (A y B), la presión 

de vapor total a una temperatura determinada es igual a la suma de las presiones de 

vapor que tendrían, a esta temperatura ambos componente sin mezclar, es decir que 

cada componente ejerce su propia presión de vapor independiente, ente del otro , 

las mezcla hervirá hasta que la presión de vapor total sea igual a la presión externa 

(Casado, 2018). 
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La destilación por arrastre de vapor posibilita la purificación o el aislamiento de 

compuestos de punto de ebullición elevado mediante una destilación a baja 

temperatura (siempre inferior a 100 ° C), es una técnica de destilación muy útil para 

sustancias de punto de ebullición muy superior a 100 ° C, y que descomponen antes 

o al alcanzar la temperatura de su punto de ebullición (Gallego et al., 2020).  

 

Figura  2. Destilación por arrastre de vapor. 

Fuente: (De Química, 2022). 

3.5.9.3. Proceso mecánico.  

Se consigue mediante un proceso mecánico, sin calentamiento, conocido 

normalmente como prensado en frio, se utiliza principalmente con los frutos de 

citrus e implica la expresión del aceite del pericarpio y su posterior separación por 

medios fisicos, requiere de la aplicación de acción abrasiva a toda la superficie de 

la fruta bajo una corriente de agua, una vez eliminado los residuos sólidos, el aceite 

esencial se separa de la fase acuosa por centrifugado (AEMPS, 2018).  

3.5.9.4. Características fisicoquímicas. 

Entre las características de los aceites es que son volátiles, líquidas a temperatura 

ambiente, esto le diferencia de los aceites fijos, tienen algo de color y su densidad 

es por lo general menor que el agua, teniendo un índice de refracción alto y la 

mayoría desvían la luz polarizada, son solubles en lípidos y disolventes orgánicos 

comúnmente y pueden destilarse con vapor (Patiño et al., 2017). 
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3.5.9.5. Conservación y condiciones de almacenaje.  

Los operadores deben ser consientes de la relativa inestabilidad de los 

constituyentes de un aceite esencial y tomar las precauciones que garantice la 

calidad del mismo, hay varias formas para identificar fácilmente los síntomas de 

degradación, ya que los aceites esenciales generan en el mercado una continua 

renovación de tecnología y optimización de las mismas en su producción (Palacios 

et al., 2015). 

Los aceites esenciales deben ser almacenado en lugares frescos, secos, protegidos 

totalmente de la luz y del calor, en botellas bien cerradas y selladas en las que no 

entre el aire, ya que los aceites esenciales se evaporan relativamente rápido así que 

nunca se debe dejar sin cerrar y guardar tras haber sido utilizados (Ceballos et al., 

2016). 

Los aceites esenciales son más propensos a oxidarse, así que para evitar que su 

temperatura oscile continuamente es mejor dejarlos refrigerado a temperatura 

constante entre 5 y 10 °C, siendo así que se pueden solidificar a bajas temperaturas 

(Adelakun et al., 2016). 
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CAPÍTULO IV 

IV.  MARCO METODOLÓGICO  

4.1.  MATERIALES 

4.1.1. Lugar de investigación  

La fase de campo empezó con la toma de las muestras en la finca “La felicidad” 

ubicada en la parroquia Ulpan, perteneciente a el cantón Chambo, de la provincia 

de Chimborazo. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio general de la 

Facultad de Ciencias Agropecuarias Recursos Naturales y del Ambiente de la 

Universidad Estatal de Bolívar. 

Tabla 5. Especificaciones del lugar de la investigación  

Criterio Fase de campo Fase de laboratorio 

País Ecuador Ecuador 

Provincia Chimborazo Bolívar 

Cantón Chambo Guaranda 

Parroquia 
Ulpan 

Gabriel Ignacio 

Veintimilla 

Sector Km 6 via Ulpan-

Chambo 

Laguacoto, Vía Guaranda 

– San Simón Km 1 ½ 
Elaborado por: Hernández, (2023) 

4.1.2. Situación Geográfica del lugar de investigación 

Tabla 6. Situación Geográfica del lugar de investigación    

Parámetros Geográficos de Ulpan 

Altitud 2700 mnsm 

Latitud 1°46`14” 

Longitud 78°35`21” 

Temperatura máxima 15° C 

Temperatura mínima 0° C 

Precipitación media anual 714 mm 

Humedad relativa (%) 67.27 % 

Fuente: Instituto Nacional de Meteorología e Hidrología, (2021). 
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4.1.3. Zona de vida  

De acuerdo con el sistema de clasificación de zonas de vida por Leslie Holdridge, 

menciona que el cantón  Chambo corresponde a la formación Bosque alto Subalpino 

y un bosque Montano Bajo (B.h.m.b) (Holdridge, 1971).  

De acuerdo con el sistema de clasificación de zonas de vida por Leslie Holdridge, 

menciona que el cantón Guaranda corresponde a la formación de Bosque húmedo 

Montano bajo (B.h.m.b) (Holdridge, 1971). 

4.1.4. Material Experimental.  

• 20 aislados Escherichia coli. 

• Aceite esencial de Orégano  

4.1.4.1. Equipos de laboratorio.  

• Cámara de flujo laminar (BIOBASE, BBS-H1800, China). 

• Incubadora (Memmert, Alemania). 

• Autoclave. 

• Estufa (BIOBASE, BOV-V30F, China). 

• Kit de destilación. 

• Microscopio (Amscope, USA). 

• Cuenta colonias (Amscope, USA). 

• Refrigerador (BIOBASE, China). 

• Vortex (DLab, MX-S, China) 

• Micropipetas. (DLab, YM5D077650, China) 

• Puntas de micropipeta. 

• Balanza (OHAUS, Scout Pro SP 2001, China). 

• Tubos de Ensayo 

• Tubos eppendorf. 

• Gradilla para tubos. 
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• Cajas Petri. 

• Mechero de Bunzen. 

• Calibrador de Vernier. 

• Asas de siembra. 

• Toallas estériles. 

• Empaques para autoclave. 

• Cinta testigo de autoclave. 

4.1.4.1.1. Reactivos  

• Agar Mueller Hinton (Difco, LOT: 0294294, USA). 

• Discos de antibiograma de papel (OXOID, Lot. 3337882, Reino Unido)  

• Agar MacConkey (Difco, LOT.9364856, USA). 

• Agar EMB (Difco, LOT.0286056, USA). 

• Rojo metilo (TM MEDIA, C.I.13020, India) 

• Reactivo de Kovacs (LABO CHEMIE, Lot. LM11071813, India). 

• Hidróxido de Potasio KOH. 

• Alfa-naftol (Novachem, Ecuador) 

• Agua peptonada (Acumedia, Lot.107596a, USA) 

• California Mastitis Test (Life, Lot. 2101216, Ecuador) 

• Discos de Enrrofloxacino 5µg (Oxoid, Lot. 3443650, Reino Unido) 

4.1.4.2.  Materiales de oficina. 

• Hojas de papel Bond. 

• Libreta 

• Computadora. 

• Marcadores 
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• Impresora. 

• Esferográficos. 

• Celular 

4.2. Métodos 

4.2.1. Factores en estudio   

• Tomando como referencia del principal objetivo planteado en esta 

investigación se pone en consideración “Analizar la efectividad antimicrobiana del 

aceite esencial del Orégano (Origanum vulgare) frente a cepas de Escherichia coli 

aislada de mastitis bovina”, Según Medrano et al.  (2020) en su investigación de la 

actividad antimicrobiana del Orégano versus a cepas comerciales certificadas de 

Escherichia coli, propuesto las concentraciones del 100, 80, 40 y 20 %, de tal 

manera se propone en está investigación la utilización de 60,40 y 20% del aceite 

esencial del Orégano frente a las cepas de  Escherichia coli  de tipo silvestre 

aisladas de mastitis bovina. 

Tabla 7. Factores considerados para la investigación. 

Factor A 

• a0: Disco de antibiótico de 

Enrofloxacina 5µg (Testigo) 

• a1: Aceite esencial de Orégano 

(Origanum vulgare) al 20% 

• a2: Aceite esencial de Orégano 

(Origanum vulgare) al 40% 

• a3: Aceite esencial de Orégano 

(Origanum vulgare) al 60% 

Factor B 
• b1: aislados de Escherichia 

coli. 

Elaborado por: Hernández, (2023). 
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4.2.2. Tratamientos  

Tabla 8. Distribución de factores en estudio y su interacción (tratamientos). 

TRATAMIENTO CÓDIGO DESCRIPCIÓN 

T0 a0b1 Disco de antibiótico de Enrrofloxacina 5µg + Cepa 

de Escherichia coli. 

T1 a1b1 Aceite esencial de orégano al 20% + Cepa de 

Escherichia coli. 

T2 a2b1 Aceite esencial de orégano al 40% + Cepa de 

Escherichia coli. 

T3 a3b1 Aceite esencial de orégano al 60% + Cepa de 

Escherichia coli. 

Experimental: Hernández, (2023). 

4.2.3. Especificaciones del experimento  

Para la investigación se considero las siguientes características del experimento. 

Tabla 9. las características del experimento: 

Tratamientos 4 

Repeticiones 20 

Número de Unidades experimentales (aislados) 20 

Número total de análisis 80 

Experimental: Hernández, (2023). 

4.2.4. Tipo de diseño  

• Diseño de bloques completamente al azar (DBCA); para ver el efecto de los 

tratamientos sobre las unidades experimentales con; 

El siguiente modelo matemático;   

Yij = µ+ YBLOQUES +ti+ tj+  Ɛij 

• Prueba de Tukey 5%, como comparativa entre las medias de los tratamientos 

propuestos en la presente investigación.  
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Tabla 10. Análisis de Varianza (ADEVA) 

Fuentes de variación Grados de libertad 

Total (t*r) -1 79 

Tratamientos (t-1) 3 

Bloques (repeticiones -1) 19 

Error experimental (t-1) (t-r) 57 

Experimental: Hernández, (2023). 

4.2.5. Métodos de evaluación y datos a tomarse  

4.2.5.1. Obtención del aceite esencial de orégano.  

Esta variable se midió mediante el rendimiento del aceite esencial que tuvo relación 

con la cantidad de material vegetal (hojas) con la cantidad de aceite esencial 

obtenido, el rendimiento  se calculo con la ayuda de la siguiente formula;  

 

𝑅 = (𝑀1/𝑀2) ∗ 100 

Donde: 

R: rendimiento 

M1: Masa final del aceite esencial 

M2: Masa inicial del follaje.  

• Parámetros bioquímicos. 

Son los análisis que permitieron generar un perfil diagnóstico para la identificación 

del agente bacteriano, esto se fundamenta básicamente en poner en manifestó las 

rutas metabólicas y capacidad fermentativa utilizada para su nutrición, crecimiento 

y desarrollo por parte de Escherichia coli causante de mastitis bovina, en donde en 

la presente investigación se evaluó los perfiles IMVIC y TSI. 

• Prevalencia de casos.  

En la investigación se consideró la prevalencia de casos con mastitis, a demás la 

prevalencia de Escherichia coli como el patógenos en estudio ya que es causantes 

de mastitis con mayor prevalencia en los hatos lecheros  
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• Concentración del aceite 

Índico la dosis proporcional de soluto (elementos fitofarmacológicos con acción 

bactericida) disuelta en una determinada cantidad de solvente; su indicador de 

medición fue determinado por las concentraciones del aceite esencial de orégano 

(Oreganum vulgare) al 60%, 40%, 20%, además, se analizó la CMI del aceite 

esencial de orégano al (1%, 2%, 2.5%, 3%, 5% y 10%).  

• Sensibilidad  

Esta variable permitió medir la capacidad de Escherichia coli de ser susceptible a la 

acción del aceite esencial de orégano partir de la exposición a una concentración 

generalizada; indiscutiblemente podemos evidenciar su ocurrencia mediante la 

medición de los halos de inhibición; en donde de manera interpretativa se considera:   

Sensible (+) > 8 mm ≤ 14 mm 

Muy Sensible (++) >14 mm ≤ 19 mm 

Sumamente sensible (+++) > 20 mm. 

• Resistencia  

Esta variable ayudo medir la capacidad de Escherichia coli que tiene para resistir la 

interacción de los compuestos del aceite esencial de orégano con actividad 

antibacteriana, con el fin de inhibir el crecimiento o multiplicación o a su vez 

eliminarlo, el indicador de medición son los milímetros del halo de inhibición (mm), 

de manera interpretativa se considero; Resistente (-) ≤ 8 mm 

• Determinación  de compuestos volátiles por Cromatografía de gases 

(GC-MSD). 

Los compuestos volátiles del estraco de hojas orégano (Origanum vulgare) 

obtenido por destilación mediante la metodología de arrastre de vapor, fueron 

caracterizados por cromatografía de gases, acoplado a espectrometría de masas para 

la cuantificación de los compuestos volátiles del aceite esencial mencionado, 

principalmente son aquellos que le otorgan la actividad antimicrobiana frente a 

Escherichia coli causante de mastitis. 
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4.2.6. Procedimiento  

4.2.6.1. Obtención el aceite esencial de Orégano. 

• Obtención del material vegetal 

Se observo primeramente la calidad del material vegetal, constatando las 

condiciones optimas para su procesamiento, posteriormente se adquirió 2 kg de 

material vegetal en el mercado en la cuidad de Riobamba, luego se procedió al 

procesamiento el cual consiste en someter a un proceso de lavado con agua destilada 

y secado a temperatura ambiente por un tiempo de 24 horas. 

• Separación del material vegetal  

Se procedió a separar las hojas de la porción ramificada de la planta, posteriormente 

se fraccionó disminuyendo el tamaño de partícula para colocarlas en un balón de 

destilación el total del material vegetal obtenido.  

• Extracción del aceite esencial 

Se utilizó la metodología de destilación de arrastre por vapor, una vez que el 

material vegetal se colocó en el balón del equipo de destilación, ensamblado se 

procede a ebullir a una temperatura aproximada de 100° C, dicho vapor arrastra la 

esencia de las hojas del orégano (Oreganum vulgare) este al pasar por el circuito 

de enfriamiento se condensa y se recolecta en un embudo de decantación, en donde 

se permite la separación de los diferentes sustratos obtenidos por su densidad.  

• Para la extracción del aceite esencial de orégano se pesaron 500 gramos de 

hojas de orégano en una balanza analítica, posteriormente se coloco en el balón del 

equipo de destilación mediante arrastre por vapor, con 300 mL de agua destilada. 

continuando con el armado y montaje del equipo de destilación, el cual estuvo 

durante todo el tiempo de extracción a 100° C.  

• Finalmente el aceite esencial se recolecto mediante el embudo de 

decantación. 

• Envasado 

Se procedió a envasar en frascos de 10 mL color ámbar para evitar la interacción 

de la luz solar con los compuestos volátiles contenidos en el aceite esencial.  
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4.2.6.2. Aislamiento e identificación de Escherichia coli  

• Muestreo de la vaca positiva  

Inicialmente se sometió a exploración clínica la ubre en busca de hallazgos clínicos 

que pongan en manifiestos alteraciones anatómicas coincidentes con un cuadro 

inflamatorio, además como parte metodológica se estableció la detección de la 

mastitis por medio de la prueba diagnostica California Mastitis test (CMT) la cual 

se desarrollo con la toma de muestra de cada cuarto estudiado que posteriormente 

se coloco sobre cada pocillo, añadiendo el reactivo del CMT “purpura de 

bromocresol”, este lisa las paredes de las células somáticas presente en la muestra 

analizada, este principio permite el diagnostico subjetivo del grado de mastitis 

establecido en los cuarto mamarios muestreados respectivamente.  

Una vez establecido el grado de mastitis considerado como positivo, se procede a 

la higienización del pezón, con una solución a base de yodo al 10% y alcohol 90 

volúmenes, posteriormente se procedió a la recolección de las muestras siguiendo 

las recomendaciones descritas por NCM, (2017) este permite obtener mayor 

trazabilidad  de las muestras obtenidas.   

• Preparación de medios de cultivo 

El agar MacConkey y agar EMB (Eosina azul de metileno) son los medios 

utilizados siendo cmedios de crecimiento selectivos y diferenciales, se utilizaron 

para el aislamiento y diferenciación de enterobacterias especialmente de 

Escherichia coli a partir de muestras positivas a mastitis bovina, Estos medios de 

cultivo contiene factores de crecimiento e inhibición como; el extracto de carne, 

lactosa, fosfato dipotásico, sacarosa, Eosina, gelatina digestiva pancreatica, la 

peptona de carne, la tripteína, cristales de azul de metileno, etc. los cuales 

constituyen la fuente de energía, proteica, nitrógeno, vitaminas y minerales que 

promueven el desarrollo microbiano, los azucares simples y carbohidratos son los 

compuestos fermentables, y el agar es el agente solidificante, para su preparación 

es imprescindible suspender 36 g del polvo en 1 litro de agua destilada.  

Se dejó reposar por 5 minutos y se homogenizó la solución con agitación frecuente, 

posteriormente se sometió a ebullición durante un periodo de 1 minuto para lograr 
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disolver completa y homogéneamente, se continuó con la esterilización en 

autoclave a 121°C por un periodo de tiempo mínimo de 15 minutos. Finalmente se 

debe dejar reposar hasta enfriar para poder colocar la cantidad necesaria en las cajas 

Petri a utilizar. 

Una vez obtenidos las cajas con los medios de cultivo solidos, se procedió a la 

siembra y su purificación por triple estriado, para el crecimiento bacteriano 

uniforme y homogéneo sin evidencia de diferenciación para su posterior análisis de 

identificación.  

• Identificación del  Escherichia coli. 

Se estableció un proceso de identificación desde su morfología de las colonias, 

presentes en un medio especifico, también tinción de Gram y pruebas bioquímicas. 

A continuación, se detallará cada de las pruebas.  

La morfología de la colonia del Escherichia coli, son colonias de 2 a 4 mm de 

diámetro, con un centro de color oscuro en agar EMB, con una característica de 

color verde brillante metálico, en el agar MacConkey son de color roja con un halo 

turbio (Antanaitis et al., 2021).  

Unas de las pruebas fenotípicas utilizadas para la identificación de Escharichica 

coli es la tinción de Gram, la cual consiste en;  

• En primer lugar se empieza con la esterilización del asa de siembra.  

• Se tomó una porción de colonias con el asa de siembra estéril. 

•  Se colocó en un portaobjeto suspendiendo en una gota de agua destilada, la 

cual se fijo con la ayuda del mechero de bunsen. 

•  Se procedió a la colocación de unas gotas de cristales de violetas y se esperó 

por un lapso de 1 minuto.  

• Se colocó unas gotas de Lugol de igual manera por un periodo de tiempo de 

1 minuto.  

• Posteriormente se realizó un proceso de enjuague con agua destilada del 

sobrenadante de los colorantes presentes en la placa portaobjeto y secando con una 

toalla absorbente para eliminar el exceso de agua.  
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• Con la finalidad de retirar el exceso de colorante, se procedió a la colocación 

de una gota de alcohol cetona por un tiempo de 30 segundos, luego se enjuaga con 

agua destilada, este procedimiento se realiza con la finalidad de reducir la 

observación de artefactos en la observación.  

• La placa que se ha desarrollado la tinción con los dos colorantes iniciales se 

colocó unas gotas de Safranina y se procedió a cuantificar cronométricamente un 

lapso de tiempo de 3 minutos.  

• Finalmente se retiró el sobrenadante del último colorante  utilizado y se 

colocó una gota de aceite de inmersión para permitir la observación al microscopio 

con el objetivo de 100 X 

Las pruebas bioquímicas son aquellas que ponen en evidencia la existencia de una 

enzima o pasos metabólicos determinados, a continuación se detalla: 

• Prueba de oxidasa; se fundamente en la exhibición de la enzima citocromo 

oxidasa, la cual en las enterobacterias como la E. coli son excepcionales por ser 

oxidasa negativos. 

Perfiles IMVIC: esta comprendido por cuatro perfiles; Indol, Rojo Metilo, Voges 

Proskauer y Citrato, para su aplicación se uso medios nutritivos como el agua 

peptona, caldo MR-vP y agar citrato de Simmons, los cuales fueron empacados en 

tubos en el siguiente orden; 

• Tubo con 5 mL de agua peptona (Indol). 

• Tubo con 5 mL de caldo MR-vP (Rojo Metilo). 

• Tubo con 5 mL de caldo MR-vP (Voges-Proskauer). 

• Tubo con 5 mL con agar citrato de Simmons (inclinar hasta solidificar).  

Concluida la preparación de estos medios se inocularon con una porción de colonia 

extraída de un medio de cultivo purificado, finalizando este procedimiento con la 

introducción de los tubos inoculados a la incubadora por un periodo de 24 horas a 

37 °C.  

• Indol: Este ensayo es mediado por la utilización del reactivo de Kovacs, del 

cual se colocaron de 3 a 5 gotas en el tubo de agua peptona el cual tenia 24 horas 
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previas de incubación, se esperó un lapso de 10 a 20 minutos hasta que la reacción 

en el medio sea evidente con la formación de un anillo de color rojo cuando es 

positivo (+) y amarrillo cuando es negativo (-) a la producción de Indol.  

• Rojo Metilo: Al tubo que contiene caldo MR-vP inoculado se colocaron de 

3 a 5 gotas del reactivo rojo de metilo, posteriormente se deja transcurrir un periodo 

de 3 a 5 minutos para  observar el cambio de color del medio, debido a los cambios 

en el pH del medio, siendo considerado el color rojo como positivo (+) en aquellos 

medios ácidos y negativo (-) la coloración amarrilla o ninguna.   

• Voges-Proskauer: Cronológicamente se utiliza alfa naftol al 6% y KOH al 

40% en el tubo con caldo MR-vP inoculado, con la finalidad de observar si 

metabólicamente la bacteria tiene una ruta butanodiólica la cual oxida la acetoina 

en diacetilo, es considerado positivo (+) cuando el caldo se torna de una coloración 

roja y negativo (-) cuando se torna de una coloración amarrilla.  

• Citrato: Luego de transcurrido el tiempo de incubación del medio 

previamente sembrado, se observa si ocurrió el cambio de coloración del medio, en 

donde metabólicamente se logra diagnosticar aquellos patógenos que utilizan a el 

citrato para transformarlo en fosfato de amonio, amoniaco e hidróxido de amonio, 

los cuales son metabolitos alcalinizantes que logran cambiar de coloración el medio 

citrato Simmons, siendo considerado positivo (+) cuando el medio a cambiado de 

color verde a azul y negativo (-) no se observa ningún cambio.  

Dentro de los ensayos diagnósticos de las pruebas bioquímicas se contemplo la 

prueba Triple Sugar Iron (TSI), la cual básicamente permite identificar la 

fermentación de azucares, la producción de  gas y ácido sulfhídrico en patógenos 

Gram-negativas como la Escherichia coli que prácticamente es positivo en 

fermentar los azucares, producción de gas y negativa en producir ácido sulfhídrico. 

• Principalmente se inicia con la preparación del medio de cultivo, siguiendo 

las recomendaciones del fabricante. 

• Se colocó 5 mL en tubo de ensayo de tapa rosca, el cual se dejo solidifico 

de manera inclinada.  
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• la inoculación básicamente tiene las características de que se realizó con 

picada en el fondo y estriado en la superficie inclinada del agar.  

• Posteriormente se procedió a la incubación por un tiempo 24 horas a  37 °C. 

• Finalmente se observó los resultados obtenidos donde se contemplar; 

a) Coloración  amarrilla en la parte central indica la utilización de glucosa; 

coloración amarilla del bisel indica la fermentación de la lactosa y sacarosa, 

generalmente todo el medio se vuelve ácido. 

b) Coloración  amarrilla en la parte central indica la utilización de la glucosa, 

bisel de coloración roja indica que la bacteria no es capaz de fermentar el medio 

con la utilización de lactosa y sacarosa. 

c) Coloración roja en la parte central y consecuentemente del bisel indica que 

la bacteria no es capas de fermentar el medio ni de utilizar ningún azúcar presente. 

d) La formación de burbujas  o fracturación del medio indica la capacidad de 

producir gas por parte del patógeno. 

e) El color negro en el medio indica la producción de ácido sulfhídrico.  

4.2.6.3. Establecimiento la susceptibilidad de Escherichia coli.  

• Inoculación en caja Petri  

Inicialmente para el establecimiento de la susceptibilidad se preparó agar Müeller-

Hinton en las cajas Petri, en las cuales se sembraron la bacteria una vez ajustada la 

escala McFarland 0.5 con la ayuda de un hisopo estéril se inoculó la caja sembrando 

sobre toda la superficie del medio, de manera continua y ceñida con una población 

aproximada de 1 x 108 UFC/mL. 

• Dilución del aceite esencial del orégano 

En la presenta investigación se realizó la dilución del aceite esencial mediante la 

ayuda de un disolvente (Dimetilsulfóxido), para llegar a la concentración del 60%, 

40% y 20 % se realizó de la siguiente forma; 

• 60 %: Se tomó 600 µL de aceite esencia de orégano y se mesclará con 400 

µL de Dimetilsulfóxido, esto se hizo en proporción a la unidad (1 mL).  
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• 40 %: Se tomó 400 µL de aceite esencia de orégano y se mesclará con 600 

µL de Dimetilsulfóxido, esto se hizo en proporción a la unidad (1 mL). 

• 20%: Se tomó 200 µL de aceite esencia de orégano y se mesclará con 800 

µL de Dimetilsulfóxido, esto se hizo en proporción a la unidad (1 mL).. 

• La CMI: se realizó de la misma forma, por consiguiente se plantea 

determinar con la concentración que mantenga halos ≥ 9 mm de diámetro del halo 

inhibición, donde se estudio las concentraciones del 1%, 2%, 2.5%, 3%, 5% y 10% 

del aceite esencial.  

• Aplicación de los discos impregnado del aceite esencial. 

Posteriormente a la inoculación de las cajas Petri con las cepas bacterianas en 

estudio, con el uso de una pinza estéril se procedió a la colocación de los discos de 

papel filtro de celulosa impregnados en aceite esencial de orégano (Oreganum 

vulgare) a una distancia mínima aproximada de 15 – 20 mm entre disco, y 1,5 cm 

desde el borde la caja Petri, ya finalizado este proceso se introdujeron las cajas Petri 

inoculadas y con sus respectivos discos a la incubadora a 37 °C por un lapso de 24 

a 48 horas.  

• Medición de los halos de inhibición  

Con el fin de saber la susceptibilidad de las cepas bacterianas en estudio al aceite 

esencial de Orégano (Oreganum vulgare), posteriormente de haber sido inoculadas 

en una caja Petri, aplicadas los discos de inhibición e incubadas por 24 horas, se 

midió los halos de inhibición del crecimiento en las cajas Petri. 

Tabla 11. Escala general de sensibilidad de un Fitofármaco  

Inhibición Diámetro del halo de inhibición (mm) 

Nula  (-) ≤ 8 mm 

Sensible  (+) > 8 mm ≤ 14 mm 

Muy Sensible  (++) >14mm ≤ 20 mm 

Sumamente sensible (+++) > 20 mm 

Fuente: Duraffourd et al, (1987). 
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CAPÍTULO V 

V. RESULTADOS Y DISCUSIONES.  

5.1. Rendimiento del aceite esencial de orégano (Origanum vulgere). 

Tabla 12. Resultados de la extracción del aceite esencial de orégano. 

Mat P.g Sol 
H2O 

T. 

ex. 

T°C V. ext. Repeticiones Promedio 

Hojas 

500 300 6 100 4.2 R1 

4.22 

500 300 6 100 3.9 R2 

500 300 6 100 4.1 R3 

500 300 6 100 4.5 R4 

500 300 6 100 4.4 R5 

Mat: Material vegetal, P.g: peso en gramos, Sol: solvente, T.ex.: tiempo de extracción, TC. 

temperatura, V.ext.: volumen extraido.  

Mediante el análisis de los resultados en la obtención del aceite esencial 

considerado para realizar procedimientos de actividad antimicrobiana y CMI, se 

obtuvo en promedio 4.22 mL de aceite esencial por cada 500 g de material vegetal. 

Tabla 13. Resultados del rendimiento del aceite esencial.  

Muestra Hojas 

Peso g 500 

Aceite esencial  4.22 

Rendimiento % 0.84 

Elaborado por: Hernández, (2023). 

En la tabla 13 se muestra los resultados obtenidos del rendimiento del aceite 

esencial de orégano mediante la destilación por arrastre de vapor el cual obtuvo un 

rendimiento de 0.84%. Al comparar con Ortega, (2015) en su investigación de la 

extracción del aceite esencial de orégano por destilación de arrastre de vapor obtuvo 

un rendimiento de 1.08% para la variedad Marú, siendo valores ligeramente 

mayores a los obtenidos en la presente investigación, evidenciado que estos valores 

se encuentran sujetos a variabilidad y están en dependencia de factores como la 

variedad y la zona agroecológica.  
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5.2. Prevalencia de casos de mastitis.  

Tabla 14. Prevalencia de la mastitis bovina.  

Propiedad 
Número de 

Animales 

Casos 

Positivos 

Casos 

Negativos 
Prevalencia 

Finca la felicidad 1 40 6 34 15 % 

Finca la felicidad 2 40 15 25 37.5 % 

Total  80 21 59 26.25 % 

Elaborado por: Hernández, (2023). 

La prevalencia total de la mastitis en las dos propiedades se expresa en un 26.25 % 

(n=21), demostrándonos que la hacienda La Felicidad 1 obtuvo el 15 % (n=6) de 

prevalencia de mastitis bovina mientras que la propiedad La Felicidad 2 obtuvo el 

37.5 % (n=15) de prevalencia.  

Figura  3. Porcentaje de casos de mastitis bovina. 

Al comparar con Guzñay, (2021) en su investigación de diagnóstico microbiológico 

de mastitis bovina en el cantón Chambo obtuvo una prevalencia de 58.33% de 

mastitis bovina aplicando CMT como prueba diagnóstica, también Proaño & 

Vásconez, (2013) en su investigación de determinación de mastitis bovina mediante 

CMT y otros pruebas diagnostica obtuvo una prevalencia de 21.40% (n=6) de un 

total de 28 vacas analizadas, concluyendo que la prevalencia de la mastitis bovina 

están en dependencia de la zona de desarrollo de la actividad lechera y de muchos 

factores, uno de ello es el manejo sanitario aplicado en las producciones.  
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5.3. Resultados de la identificación. 

De los 21 animales positivos a mastitis bovina mediante california mastitis test 

(CMT), se recolectaron 28 muestras de los diferentes cuartos mamarios de las vacas 

positivas para su posterior análisis, donde se utilizó el agar MacConkey y EMB 

como medios selectivos y diferenciales exclusivos para enterobacterias, las cuales 

se identificaron mediante pruebas bioquímicas.   

Tabla 15. Resultado de los perfiles IMViC  

Perfiles IMViC Perfiles TSI 

# Código I RM VP C Glu Lac/sac Gas H2SO4 

1 F1001 + + - - + + + - 

2 F1002 Sin crecimiento 

3 F1003 + + - - + + + - 

4 F1004 + + - - + + + - 

5 F1005 Sin crecimiento 

6 F1006 + + - - + + + - 

7 F1007 + + - - + + + - 

8 F1008 Sin crecimiento 

9 F1009 + + - - + + + - 

10 F1010 Sin crecimiento 

11 F1011 + + - - + + + - 

12 F1012 + + - - + + + - 

13 F2001 + + - - + + + - 

14 F2002 + + - - + + + - 

15 F2003 + + - - + + + - 

16 F2004 + + - - + + + - 

17 F2005 Sin crecimiento 

18 F2006 + + - - + + + - 

19 F2007 + + - - + + + - 

20 F2008 Sin crecimiento 

21 F2009 + + - - + + + - 

22 F2010 Sin crecimiento 

23 F2011 + + - - + + + - 

24 F2012 + + - - + + + - 

25 F2013 + + - - + + + - 

26 F2014 Sin crecimiento 

27 F2015 + V + + No realizado 

28 F2016 - V + + No realizado 

Total 18 confirmadas como Escherichia coli  
I: indol, RM: Rojo Metilo, VP: Voges Proskauer, C: citrato/ Glu: Glucosa, Lac/sac: 

Lactosa/Sacarosa, H2SO4: Ácido Sulhídrico  
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5.3.1. Prevalencia de la identificación de los patógenos aislados.  

Tabla 16. Prevalencia de patógenos aislados.  

Patógeno Frecuencia Porcentaje 

E. coli 18 64.29 % 

Otras Enterobacterias. 2 7.14 % 

Sin crecimiento 8 28.57 % 

Total 28 100 % 

Elaborado por: Hernández, (2023). 

De un total de 28 muestras, se aislaron e identificaron 18 cepas de Escherichia coli 

lo que corresponde al 64.29 %, mientras que 2 (7.14%) cepas aisladas pertenecen a 

otra clase de enterobacterias y finalmente el 28.57 % (n=8) no evidenciaron 

crecimiento ya que los agares utilizados permitente inhibir el crecimiento de otro 

genero no relacionado a las enterobacterias.  

Figura  4. Porcentaje de patógenos aislados. 

Al comparar con Guzñay, (2021) en su investigación de diagnóstico microbiológico 

de mastitis bovina en el cantón Chambo aisló un 30% bacterias bacilo Gram 

negativo, mientras que Bonifaz & Conlago, (2016) aisló e identifico en un 13% a 

Escherichia coli en la primera fase, mientras que en al segunda fase obtuvo un 40% 

quien menciona que estos coliformes  son causantes de mastitis ambiental, 

interpretando que el agente etiológico mencionado se presenta cuando existe 

déficits de higiene en el entorno y las ubres, ya que es la principal puerta de entrada 

para establecer un cuadro de mastitis, concordando con lo antes mencionado ya que 

se evidencio limitaciones higiénicas en el momento del ordeño. 
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5.4. Actividad antimicrobiana de los tratamientos propuestos.  

Tabla 17. Análisis de varianza (DBCA) de la actividad antimicrobiana de los 

tratamientos propuestos. 

Fuente G.L. S.C C.M. F-Valor Pr. F.  

Tratamientos 3 18888.63 6296.21 2234.47 <.0001 ** 

Repeticiones 19 180.73 9.512 3.38 0.0002 ** 

Error 57 160.61 2.81 
C.V.: 4.14% 

Total 79 19229.98  

**: Efecto Estadístico Altamente significativo, C.V.: coeficiente de variación 

De acuerdo a el análisis de varianza, la prueba de Fisher nos expresa que por parte 

de los tratamientos existió un efecto estadístico altamente significativo, 

manifestando que los tratamientos tiene distinto efecto inhibidor, mientras que las 

repeticiones de igual manera se manifestó un efecto altamente significativo, es decir 

que el comportamiento de las unidades experimentales fueron diferentes al 

interactuar con los tratamientos, esto con un coeficiente de variación de 4.14% 

dándonos aceptabilidad y confiabilidad en los datos obtenidos en la investigación. 

Tabla 18. Prueba de Tukey 5%  de los tratamientos planteados.  

Tratamiento Media Tukey Agru. 

T3 (60%) 62.40 A 

T2 (40%) 46.15         B 

T1 (20%) 31.80                 C 

T0 (5µg Enrofloxacina) 21.60                       D 

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes. 

De acuerdo a la prueba de Tukey al 5%, nos expresa que los promedios de los 

tratamientos son estadísticamente diferentes, siendo que el T3 (60%) obtuvo el 

mayor promedio del diámetro del halo de inhibición con 62.40 mm, siguiéndole el 

T2 (40%) con 46.15 mm, el T1 (20%) con una media de 31.80 mm de halo de 

inhibición y finalmente, el promedio mas bajo lo obtuvo el T0 (5µg de 

Enrofloxacina) con una media 21.60 mm de diámetro del halo de inhibición.  
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Figura  5.  Diagrama de caja y bigotes del diámetro del halo de inhibición de los 

tratamientos propuestos. 

Según Yerren & Salazar, (2021) en su investigación del efecto antibacteriano del 

aceite esencial del orégano (Origanum vulgare) frente a cepas de Escharichia coli 

ATCC 25922, donde evaluó la concentración del 50 y 100 % expresando medias 

de 11.68 mm y 15.28 mm del diámetro del halo de inhibición. Así mismo Llanos, 

(2022) en su investigación del efecto antimicrobiana del orégano y romero frente a 

Escherichia coli ATCC 25922 a las concentraciones del 50, 75 y 100 % obtuvieron 

promedios en los halos de inhibición de 11.1mm, 16.2 mm y 21.9 mm 

respectivamente, siendo datos menores a los obtenidos en la presente investigación.  

Mientras que Medrano & Medrano, (2020) en su investigación en el uso del aceite 

esencial de orégano como antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC 25922 a 

las concentraciones del 100, 80, 40 y 20 % obtuvo promedios en los halos de 

inhibición de 12 mm, 15,7 mm, 9.3 mm, 8 mm respectivamente, siendo resultados 

menores a los obtenidos en la presente investigación, presumiblemente estos 

hallazgos se deban a la distinción en los patotipos de E. coli y a la naturaleza de las 

diluciones de los extractos en cada investigación respectivamente.  
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Para obtener un resultado confiable se procedió a colocar un solo disco a una sola 

concentración en estudio, como se observa en la figura 6 la actividad antimicrobiana 

del aceite esencial de orégano por el método difusión de disco.  

 

Figura  6. Actividad antimicrobiana por el método difusión de disco de los 

tratamientos planteados. 

Observando desde la primera fotografía a la izquierda el disco con Enrofloxacina 

5µg (testigo) y un disco con la concentración del 20 %, seguido en la fotografía de 

en medio un solo disco a la concentración del 40 % y finalmente en la fotografía 

del lado derecho observamos un solo disco a la concentración del 60 %. 

5.4.1. Análisis de la susceptibilidad antimicrobiana de la enrofloxacina frente 

a Escherichia coli aislada de mastitis bovina.  

Para el análisis de la susceptibilidad antimicrobiana de la enrofloxacina frente a 

Escherichia coli, se realizó la comparación con los puntos de corte establecido por 

el CLSI, (2020) donde es considerado como resistente halos de ≤ 16 mm, 

intermedio 17 – 22 mm y sensibles halos de  ≥ 23 mm, para lo cual en la siguiente 

tabla se detalla el porcentaje susceptibilidad antimicrobiana. 

Tabla 19. Susceptibilidad antimicrobiana de la Enrofloxacina frente a Escherichia 

coli aisladas de mastitis bovina. 

Criterio 
S I R 

Fre. % Fre. % Fre. % 

Guía CLSI 9 45 11 55 0 0 

S: sensible, I: intermedio, R: resistentes. 

Elaborado por: Hernández, (2023). 
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Mediante el análisis de la susceptibilidad antimicrobiana, podemos ver que solo el 

45% (n=9) son sensibles a 5 µg de enrofloxacina y el 55% (n=11) presentaron una 

resistencia intermedia a dicha concentración. En la figura 7 se encuentra los 

porcentajes respectivos del análisis de susceptibilidad antimicrobiana de 

Enrofloxacina frente a E. coli aisladas de mastitis bovina.  

 

Figura  7. Susceptibilidad antimicrobiana de Enrofloxacina frente a E. coli 

causante de mastitis bovina. 

Al comparar con Sánchez, (2018) en su investigación de resistencia antibiótica de 

los agentes causales de mastitis bovina, donde evidenció que Escharichia coli frente 

a Enrofloxacina (5µg) expresó un 75 % (n=6) de sensibilidad y un 25 % (n=2) 

resistencia intermedia, siendo datos diferentes a los encontrados en la investigación.  

Así mismo Ayala, (2019) en su investigación aisló Escherichia coli = 6 (24%) 

donde evaluó la sensibilidad antimicrobiana  las cuales presentaron el 100 % de 

sensibilidad a 5 µg de Enrofloxacina, siendo datos diferentes a los obtenidos en la 

presente investigación. 

También (Franco, 2020) en su investigación de perfil de resistencia antimicrobiana 

de bacterias causante de mastitis aisló Escharichia coli= 11 (7.7%) donde evidenció 

que el 100 % fueron sensibles a 5 µg de Enrofloxacina, dichos valores son muy 

variables ya que la variable de susceptibilidad está en dependencia de la exposición 

a los antibióticos usados para tratar dicha patología.  
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5.5. Análisis de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite 

esencial del orégano (Origanum vulgare) frente a Escherichia coli aislada de 

mastitis bovina.  

Tabla 20. Análisis de varianza (DBCA) de la CMI del aceite esencial de orégano 

(Origanum vulgare) frente a Escherichia coli causante de mastitis 

bovina.  

Fuente G.L. S.C C.M. F-Valor Pr. F.  

Tratamientos 5 6288.07 1257.61 846.78 <.0001 ** 

Repeticiones 19 52.75 2.77 1.87 0.0256 * 

Error 95 141.09 1.48 C.V.: 11.57% 

Total 119 6481.92  R2: 0.97 

**: Efecto Estadístico altamente significativo, *: Efecto Estadístico significativo, C.V: coeficiente 

de variación. 

De acuerdo a el análisis de varianza del (DBCA), la prueba de Fisher nos expresa 

que la interacción a nivel de los tratamientos existió un efecto estadístico altamente 

significativo, manifestando que los tratamientos tienen distinto efecto inhibitorio. 

Mientras que en lo que concierne a las repeticiones de igual manera se manifestó 

un efecto significativo, es decir que el comportamiento de las unidades 

experimentales fue diferente, con un coeficiente de variación de 11.57% dándonos 

aceptabilidad y veracidad en los datos obtenidos en la investigación. 

Tabla 21. Análisis de Tukey 5% para la CMI.  

Tratamiento Media Tukey Agru. 

(10%) 23.20 A 

(5%) 16.45         B 

(3%) 9.00                 C 

(2.5%) 8.10                 C 

(2%) 4.45                       D 

(1%) 1.95                               E 

Promedios con la misma letra no son significativamente diferentes. 
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La concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de orégano frente a 

Escherichia coli causante de mastitis bovina, se evidenció que al utilizar diluciones 

con una concentración del 3 % de aceite esencial se obtuvieron promedios en el 

diámetro del halo de inhibición de 9 mm siendo considera como sensible según 

Duraffoud, (1897), mientras que la concentración del 2.5 % los ensayos ostentaron 

promedios de 8.10 mm.  

Las concentraciones superiores a las antes mencionadas exhibieron promedios de 

16.45 mm y 23.20 mm a la concentración 5 % y 10 % respectivamente, siendo 

valores muy aceptables para inhibir el crecimiento de dicha bacteria en estudio, al 

comparar la concentración del 10 % del aceite esencial de orégano con la 

Erofloxacina, se observo que el aceite esencial a la concentración mencionada 

presentó mayor promedio en los halos de inhibición que dicho antibiótico.   

Al mencionar las concentraciones de 2 % y 1 % concluyentemente se evidenció que 

expresaron promedios de 4.45 mm y 1.95 mm respectivamente, siendo 

considerados como insuficientes para inhibir el crecimiento de Escharichia coli 

causante de mastitis bovina.  En la figura 8 se ilustra con un diagrama de caja y 

bigotes los resultados obtenidos en cada unos de los tratamientos aplicados.  

 

Figura  8. Halos de inhibición de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del 

aceite esencial de orégano. 

Elaborado por: Hernández, (2023). 



 

 60 

Al comparar con Contreras, (2017) en su investigación del efecto sinérgico del 

aceite esencial de orégano con ciprofloxacina frente a E. coli  ampicilino-

resistentes, obtuvo que  a la concentración del 5% y 10% exhibió promedios de 

halos de inhibición de 11.70 mm y 10.62 mm respectivamente, estableciendo que 

la CMI necesaria para inhibir el crecimiento del patógeno mencionado fue del 5%, 

siendo datos menores a los encontrados en la presente investigación  ya que la CMI 

del aceite esencia de orégano se estableció en la concentración del 3%.  

5.5.1. Análisis de la escala de sensibilidad de las concentraciones usadas en la 

CMI del aceite esencial de orégano frente a Escherichia coli. 

Los resultados obtenidos de la CMI fueron comparados con la escala de sensibilidad 

descrita por Duraffoud, (1897) para un aceite esencial, donde mediante las 

concentraciones analizadas se detallan la actividad que presentaron.   

Tabla 22. Análisis de la escala de sensibilidad de la CMI. 

+++: Sumamente sensible, ++: Muy sensible, +: Sensible, -: Actividad nula.  

Elaborado por: Hernández, (2023). 

Número Código 10 % 5 % 3 % 2.5 % 2 % 1 % 

1 F1001 23 +++ 16 ++ 10 + 8 - 6 - 3 - 

2 F1003 26 +++ 16 ++ 8 - 8 - 5 - 2 - 

3 F1004 24 +++ 15 ++ 9 + 8 - 4 - 2 - 

4 F1006 28 +++ 19 ++ 10 + 8 - 3 - 1 - 

5 F1007 23 +++ 13 ++ 9 + 8 - 3 - 2 - 

6 F1009 22 +++ 15 ++ 8 - 7 - 3 - 1 - 

7 F1011 21 +++ 14 + 8 - 10 + 5 - 2 - 

8 F1012 24 +++ 17 ++ 9 + 9 + 5 - 2 - 

9 F2001 24 +++ 19 ++ 10 + 8 - 4 - 1 - 

10 F2002 22 +++ 15 ++ 9 + 6 - 3 - 2 - 

11 F2003 22 +++ 18 ++ 10 + 8 - 4 - 2 - 

12 F2004 24 +++ 17 ++ 9 + 10 + 5 - 2 - 

13 F2006 23 +++ 15 ++ 9 + 9 + 5 - 2 - 

14 F2007 21 +++ 16 ++ 9 + 7 - 5 - 1 - 

15 F2009 25 +++ 18 ++ 10 + 9 + 3 - 1 - 

16 F2011 20 ++ 16 ++ 9 + 8 - 5 - 3 - 

17 F2012 21 +++ 15 ++ 8 - 7 - 4 - 2 - 

18 F2012 22 +++ 19 ++ 9 + 8 - 6 - 3 - 

19 F2013 24 +++ 17 ++ 8 - 8 - 7 - 3 - 

20 F2013 25 +++ 19 ++ 9 + 8 - 4 - 2 - 
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Tabla 23. Frecuencia y porcentaje de la escala de sensibilidad según Duraffoud. 

Concentración 
+++ ++ + - Total 

Fr. % Fr. % Fr. % Fr. % Fr % 

10% 19 95 1 5 - - - - 20 100 

5% - - 19 95 1 5 - - 20 100 

3% - - - - 15 75 5 25 20 100 

2.5% - - - - 5 25 15 75 20 100 

2% - - - - - - 20 100 20 100 

1% - - - - - - 20 100 20 100 

+++: Sumamente sensible, ++: Muy sensible, +: Sensible, -: Actividad nula.  

En la tabla 20 se observa la escala de la sensibilidad según Duraffoud (1897), en 

donde podemos ver que la concentración del 1% y 2 % tiene actividad nula en un 

100 % frente a los 20 aislados de Escherichia coli, así mismo, la concentración de 

2.5% exhibió un 25% de sensibilidad y un 75 % de actividad nula, mientras que la 

concentración del 3% ostentó un 75 % de sensibilidad y 25 % de actividad nula, 

posterior la concentración del 5 % manifestó un 5 % de sensibilidad y un 95 % de 

muy sensibles, de igual forma la concentración del 10 % obtuvo el 5 % de  muy 

sensibles y el 95 % de sumamente sensibles.  

 

Figura  9. Escala de sensibilidad de la concentración mínima inhibitoria (CMI). 

Elaborado por: Hernández, (2023). 
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5.6. Resultados de compuestos volátiles por cromatografía de gases 

del aceite esencial del orégano (Origanum vulgare).  

En la presente investigación se muestra la identificación de los compuestos volátiles 

del aceite esencial del orégano, el mismo que se destaco por tener buena actividad 

antimicrobiana frente a Escherichia coli aislada de mastitis bovina. La figura 10 se 

observa el cromatograma de los compuestos volátiles del aceite esencial del 

orégano obtenido mediante arrastre por vapor.  

 

Figura  10.  Cromatograma del aceite esencial de orégano 

Fuente: Laboratorios LASA, (2022).  

Tabla 24. Compuestos volátiles del aceite esencial de orégano por arrastre de 

vapor.  

# Compuesto Tiem. de retención (minutos) Área (%) 

14 2-Pentanone, 4 - hydroxy - 4 

– methyl (alcohol diacetona) 

15.896 5.97 

15 alpha. – Pinene 19.080 1.83 

17 Beta. - Myrcene 20.437 1.74 

19 p-Cymene 21.579 11.54 

22 Gamma. -Terpinene 22.430 1.84 

23 Linalool 23.307 2.17 

29 Acid Formic 27.894 66.63 

30 Caryophyllene 30.903 1.97 

Fuente: Laboratorios LASA, (2022).  
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Se registraron 42 picos, donde la mayor intensidad la demostró el pico 29 (acid 

formic) el cual obtuvo una retención de 27.894 minutos, siguiéndole el pico 19 (p-

Cymene) obteniendo un tiempo de retención de 21.579 minutos, y finalmente, el 

pico con menor intensidad la obtuvo el pico 14 (2-pentatone, 4-hydroxy -4-  methyl) 

demostrando un tiempo de retención de 15.896 minutos, observando que se 

presentaron en un 66.63%, 11.54% y en un 5.97% respectivamente. 

 

Figura  11. Compuestos mayoritarios del aceite esencial de orégano. 

Al comparar con Abalco, (2020) en su investigación de la caracterización 

fitoquímica del aceite esencial de orégano por cromatografía de gases, evidenció 

que el aceite esencial de orégano obtenido de la provincia de Pichincha presento 51 

compuestos volátiles, donde γ-Terpineno se encontraba en una proporción de 

21.28%, p-Cimene con un 20.88%, thymol con un 2.64%, β-Mirceno con un 1.75%, 

Caryphyllene en un 1.58 y linalool 0.043%, dentro de los compuesto de mayor 

porcentaje, comparando con los resultados obtenidos en mayor porcentaje se 

obtuvo acido formico y p-Cymene a los que se les otorga la capacidad 

antimicrobiana frente a Escherichia coli causante de mastitis bovina.  

Dicha composición fisicoquímica del aceite esencial del orégano tiene relación con 

las condiciones agroecológicas presente en la planta utilizadas para la extracción 

del aceite esencial.  
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CAPÍTULO VI 

VI. COMPROBACÓN DE HIPÓTESIS 

En la presente investigación se planteo las siguientes hipótesis;  

Ho=Test=20%=40%=60% 

HI ≠Test ≠ 20% ≠ 40% ≠ 60% 

Mediante el análisis estadístico de los resultado obtenido de los halos de inhibición 

de los tratamientos planteados se evidenció en la tabla 22 que; existió un efecto 

estadístico altamente significativo mediante la prueba de t-student, infiriendo en 

rechazar la hipótesis nula y aceptar la hipótesis alterna la misma que nos refiere; 

Existe efectividad antimicrobiana del aceite esencial del orégano (Origanum 

vulgare) a las tres concentraciones frente a Escherichia coli aisladas de mastitis 

bovina, con un halo de inhibición mayor a 8 mm. 

Tabla 25. Parámetros estadísticos mediante la prueba de t para comprobación de 

hipótesis.   

Tra. x̄ Mo  2  EE CV% Max 
Mi

n 
V. T Pr 

Test. 21.6 23 4.46 2.1 0.47 9.78 25 18 45.7 <.0001 

20% 31.8 32 3.74 1.9 0.43 6.08 35 28 73.4 <.0001 

40% 46.1 46 5.18 2.2 0.50 4.93 50 42 90.6 <.0001 

60% 62.4 60 4.56 2.1 0.47 3.42 67 59 130 <.0001 

x̄: media, Mo: moda,  2: varianza,  : desviación estándar, EE.: error estándar, CV: coeficiente 

de variación, Max: máximo, Min.: mínimo, VT: valor de T-student. Pr: probabilidad  

Elaborado por: Hernández, (2023). 
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CAPÍTULO VII 

VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

7.1. Conclusiones.  

• En lo que respecta a los resultados obtenidos de la destilación del aceite 

esencial de orégano (Origanum vulgare), se evidencio un rendimiento  de 0.84 % 

obteniendo de cada 500 gramos de material foliar un volumen extraído de 4.22 mL 

de aceite esencial en promedio.  

•  En lo pertinente a la determinación de la casuística de la mastitis, se 

evidenció una prevalencia total de 26.25%, añadiendo que fueron 2 predios (“La 

Felicidad 1” y “La Felicidad 2”) los que se sometieron a muestreo y diagnóstico 

mediante CMT, en donde se obtuvo una prevalencia de 15% y 37,5% 

respectivamente en cada uno de los mencionados.  

• De la toma de muestras (n=28) procedentes de 21 animales positivos a 

mastitis bovina, se obtuvo mediante procedimientos de aislamiento e identificación 

en el laboratorio; Escherichia coli en un 64.29% (n=18), otras enterobacterias en 

un 7.14% (n= 2) y una proporción de cultivos sin cremiento en un 28.57% (n=8) 

del total de muestras analizadas.  

• Mediante el análisis de varianza del (DBCA) nos expresa que los 

tratamientos presentaron un efecto altamente significativo (p<0.05), evidenciando 

que el T3 (60%) expreso el mayor promedio del diámetro del halo de inhibición 

con 62.40 mm en relación a T0 (Enrofloxacina 5µg) que expreso una media de 

21.60 mm del halo de inhibición.  

• Finalmente la concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite esencial 

de orégano (Origanum vulgare) se estableció en la concentración del 3% la cual 

obtuvo un promedio de 9 mm en el diámetro del halo de inhibición, dicha actividad 

antimicrobiana se le atribuye a la presencia de  ácido fórmico en un 66.63%, y  p-

Cymene en un 11.54%  quienes se encontraban en mayor proporción y que 

presumiblemente poseen actividad bacterisida.  
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7.2. Recomendaciones.  

• Realizar estudios de la actividad antimicrobiana del aceite estudiado frente 

a otros géneros bacterianos con características diferentes a la Escherichia coli 

• Realizar estudios in-vitro para evaluar la actividad citotóxica y residualidad 

orgánica.  

• Realizar ensayos a mínima escala que conduzcan a la formulación e 

industrialización del aceite esencial. 

• Realizar una propuesta para su aplicación en modelos in-vivo.  

• La utilización de la concentración del 10% del aceite esencial, ya que obtuvo 

buena escala de sensibilidad.  

• Extraer y aislar los principios activos que se encuentran en mayor cantidad 

en el aceite esencial del orégano medidos mediante cromatografía de gases con 

espectro de masa.  
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ANEXOS 

 

 

 

 



 

 

Anexo 1.  Lugar de la experimentación 

La toma de las muestras se realizo en la parroquia ULPAN, perteneciente a el 

canton Chambo, de la provincia de Chimborazo. 

 

Laboratorio general de la facultad de Ciencias agropecuarias recursos naturales y 

del ambiente, sección de microbiología.  

 

Fuente: (Google earth, 2022). 

 



 

 

Anexo 2. Base de datos.  

Resultados obtenidos de los tratamientos planteados en la investigación. 

Número Código Enrofloxacina 20% 40% 60% 

1 F1001 23 30 46 61 

2 F1003 23 33 48 62 

3 F1004 19 32 47 60 

4 F1006 21 31 45 63 

5 F1007 24 29 43 61 

6 F1009 18 28 42 59 

7 F1011 21 34 49 60 

8 F1012 24 31 47 62 

9 F2001 18 30 45 64 

10 F2002 23 31 43 60 

11 F2003 25 35 49 64 

12 F2004 24 32 46 61 

13 F2006 22 29 43 60 

14 F2007 21 32 46 64 

15 F2009 20 34 48 65 

16 F2011 23 32 45 63 

17 F2012 19 32 46 64 

18 F2012 23 34 49 67 

19 F2013 20 33 46 65 

20 F2013 21 34 50 63 

 

Halos de inhibición obtenidos de la CMI del aceite esencial del orégano 

Número Código 10 % 5 % 3 % 2.5 % 2 % 1 % 

1 F1001 23 16 10 8 6 3 

2 F1003 26 16 8 8 5 2 

3 F1004 24 15 9 8 4 2 

4 F1006 28 19 10 8 3 1 

5 F1007 23 13 9 8 3 2 

6 F1009 22 15 8 7 3 1 

7 F1011 21 14 8 10 5 2 

8 F1012 24 17 9 9 5 2 

9 F2001 24 19 10 8 4 1 

10 F2002 22 15 9 6 3 2 

11 F2003 22 18 10 8 4 2 

12 F2004 24 17 9 10 5 2 

13 F2006 23 15 9 9 5 2 

14 F2007 21 16 9 7 5 1 

15 F2009 25 18 10 9 3 1 

16 F2011 20 16 9 8 5 3 

17 F2012 21 15 8 7 4 2 

18 F2012 22 19 9 8 6 3 

19 F2013 24 17 8 8 7 3 

20 F2013 25 19 9 8 4 2 



 

 

Anexo 3. Resultados de la Cromatografía de gases para la obtención de los 

compuestos volátiles.  

• Compuestos identificados con el tiempo de retención.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

• % de los compuestos.  

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 4. Fotografías de la investigación.  

 

 

 

 

Fot. 1: Preparación del material vegetal Fot. 2: Orégano utilizado.  

 

 

 

 

Fot 3: Observación clínica a los animales de 

la propiedad 

Fot 4. Toma de muestras para realizar 

CMT 

 

  

Fot 5. Aislamiento microbino Fot 6: Identificación. 



 

 

 

  

Fot 7.: Proceso de Tinción de Gram Fot 8.: Escherichia coli en agar 

Macconkey 

  

Fot 9.: Perfiles IMVIC Fot 10.: Prueba de indol (-) 

 

 

 

 



 

 

  

Fot 11.: TSI positivo Fot 12.: Placa sin crecimiento. 

  

Fot 13.: Actividad antimicrobiana del 

aceite esencial 20% y Enrofloxacina  

Fot 14.: Actividad antimicrobiana del 

aceite esencial 40%. 

 

 

 

 



 

 

  

Fot 15.: Actividad antimicrobiana 

del aceite esencial al 60% 

Fot 16.: Actividad antimicrobiana del 

aceite esencial al 1, 2, 2.5, 3, 5 y 10% 

 

 

 

 

Fot 17.: Hoja de ruta. Fot 18.: Visita de campo por parte del 

tribunal 

 

 



 

 

Anexo 5 Glosario de términos  

ABSORCIÓN: Movimiento de sustancias hacia el interior de las células. 

Transferencia de energía desde las ondas electro-magnéticas a los enlaces químicos. 

ANAEROBIO: Organismo que crece en tanto presencia o como en ausencia de 

oxígeno. 

ANTIBIOGRAMA: El antibiograma es la prueba microbiológica que se realiza 

para determinar la susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un 

grupo de antibióticos. Las técnicas de antibiograma son las utilizadas en el 

laboratorio de microbiología para estudiar la actividad de los antimicrobianos 

frente a los microorganismos responsables de las infecciones. 

ANTICUERPO: Un anticuerpo, también llamado inmunoglobulina, es una 

proteína producida por el sistema inmunitario como respuesta a la detección de la 

presencia de una sustancia percibida como ajena al organismo. Esta substancia, 

denominada antígeno, puede ser una bacteria, un parásito, o incluso una molécula, 

como las proteínas. Los anticuerpos reconocen a los antígenos y se enganchan a 

ellos a fin de expulsarlos del cuerpo humano. A cada anticuerpo le corresponde un 

antígeno. 

BACTERIA: Las bacterias son microorganismos procariotas que presentan un 

tamaño de unos pocos micrómetros (por lo general entre 0,5 y 5 μm de longitud) y 

diversas formas, incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), 

sacacorchos (vibrios) y hélices (espirilos).  

BACTERIOCINAS: Proteínas excretadas por unas bacterias que inhiben o matan 

a otras especies relacionadas.  

BACTERIOCLOROFILAS: Pigmentos de las bacterias que realizan fotosíntesis 

anoxigénica.  

BACTERIÓFAGO: Virus que infecta células procarióticas.  

BACTERIORRODOPSINA: Proteína que contiene retinal, presente en la 

membrana de algunas arqueobacterias halófilas extremas.  

BACTERIOSTÁTICO: Que inhibe el crecimiento y la multiplicación de las 

bacterias, sin matarlas.  



 

 

CATALASA: Enzima que descompone el peróxido de hidrógeno liberando 

oxígeno.  

CMI: Es la menor concentración de antibiótico capaz de inhibir el crecimiento de  

bacterias en medio de cultivo, tras 18-24 h de incubación. Se clasifica la 

sensibilidad de un germen frente a un antibiótico en función de sus respectivas 

CMI. 

CITRATOASAS : Sistema de enzimas que convierten al acetato (proveniente de 

la descarboxilación del piruvato o de la βoxidación de los ácidos grasos) en CO2 

con la liberación de átomos de hidrógeno, acarreados por los transportadores hacia 

la cadena respiratoria. 

CITOSOL: Materia viva encerrada por la membrana citoplasmática. Citoquinas. 

Proteínas mediadoras de la respuesta inmune producidas por los leucocitos.  

CINÉTICA MICROBIANA. Representación de los cambios en la población 

microbiana a lo largo del tiempo.  

CONCENTRACIÓN MÍNIMA INHIBITORIA: La mínima concentración de 

una sustancia para matar o inhibir el crecimiento de  los microorganismos. 

COLIFORMES: Bacterias Gram-negativas facultativas que fermentan lactosa con 

producción de gas. 

COLONIA. Masa de microorganismos visible sobre un medio sólido, proveniente 

de una sola célula en la mayoría de los casos. / Conjunto de hifas, generalmente con 

esporas, que puede ser un solo individuo si proviene de una sola espora o célula. 

DISBIOSIS: También denominada disbacteriosis, hace referencia a un 

desequilibrio en el número o tipo de colonias microbianas que han colonizado al 

hombre. Se da más en el tracto digestivo, pero puede producirse en cualquier parte 

en la que haya una superficie expuesta o una membrana mucosa. La disbiosis pude 

afectar a la digestión, absorción de nutrientes, producción de vitaminas y control 

de microorganismos dañinos. Numerosos factores, entre ellos los cambios de 

hábitos alimenticios o los tratamientos antibióticos. 

Escharichia coli: Es una especie bacteriana (familia de las Enterobacteraceae) que 

vive habitualmente en el intestino de humanos y animales. La mayoría de E. coli 



 

 

son inofensivas y desempeñan un papel esencial a la hora de mantener un sistema 

digestivo sano, ayudar a digerir los alimentos y producir vitamina K. Sin embargo, 

algunas de estas bacterias E. coli son patógenas y pueden provocar enfermedades. 

Los serotipos dañinos pueden trasmitirse mediante el agua o alimentos 

contaminados o a través del contacto con animales u otras personas infectadas. 

GRAM-NEGATIVA: Célula procariótica cuya pared celular contiene 

relativamente poco péptidoglucano y tiene una membrana  externa compuesta de 

lipopolisacáridos, lipoproteínas y otras macromoléculas complejas. Aparece roja 

después de sometida a la tinción de Gram.  

GRAM-POSITIVA: Célula procariótica cuya pared celular consiste 

principalmente de péptidoglucano y no posee membrana externa. Aparece azul o 

violeta después de la tinción de Gram.  

POLIPÉPTIDO. Molécula que consta de muchos aminoácidos unidos por enlaces 

peptídicos. 

RESERVORIO: Organismo o ambiente que normalmente alberga a un patógeno  

RESPIRACIÓN ANAERÓBICA. Uso de un aceptor de electrones distinto del 

O2, en una oxidación basada en el transporte de electrones que conduce a la bomba 

de protones. 

RESISTENCIA FARMACOLOGICA: Se produce cuando las células 

cancerosas o los microorganismos, como bacterias o virus, no responden a un 

medicamento que por lo general los debilita o destruye. 

RETÍCULO ENDOPLÁSMICO: Una disposición de membranas internas en las 

células eucarióticas. 
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