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RESUMEN

La creciente resistencia bacteriana impulsa a buscar alternativas naturales con
bondades antimicrobianas como el aceite esencial de Plectranthus amboinicus. En
este estudio se evalud su efecto in-vitro contra Escherichia coli ATCC 25922 y
Salmonella entérica ATCC 14028 mediante difusion agar con pocillos,
determinacion de la concentracién minima inhibitoria (CMI) y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS). El aceite se obtuvo por
destilacion por arrastre a vapor, posteriormente se sometid a pruebas de sensibilidad
y CML. Los resultados del grupo control evidenci6 que la oxitetraciclina no inhibid
el crecimiento bacteriano, a diferencia de la gentamicina que presentd halos con
diametros de 20 mm en promedio para E. coli y 17,75 mm en Salmonella. Por otro
lado, el aceite esencial al 100% generd halos promedios de 19,25 mmy 19 mm para
E.coli y Salmonella respectivamente, lo que demostré un efecto similar con la
gentamicina. En cuanto al CMI se determin6 en 10% para E. coli y 20% para
Salmonella. El andlisis de cromatografia (GC/MS) identifico compuestos
bioactivos monoterpénicos y sesquiterpenos, asociados a la accion antimicrobiana
presentes en las hojas. Estos hallazgos mencionados confirmaron el potencial
antimicrobiano del aceite esencial de Plectranthus amboinicus ofreciéndose como
una posible alternativa natural en el control de resistencias microbianas entéricas en

medicina veterinaria.

Palabras Claves: Aceite esencial, Plectranthus amboinicus, resistencia

bacteriana, E coli, Salmonella, CMI, GC-MS
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SUMMARY

Growing bacterial resistance is driving the search for natural alternatives with
antimicrobial properties, such Plectranthus amboinicus essential oil. This study
evaluated its effect against Escherichia coli ATCC 25922 and Salmonella
enterica ATCC 14028 was evaluated using agar well diffusion, determination of
the minimum inhibitory concentration (MIC), and gas chromatography coupled
with mass spectrometry (GC/MS). The oil was obtained by steam distillation and
subsequently subjected to sensitivity and MIC tests. The control group results
showed that oxytetracycline did not inhibit bacterial growth, unlike gentamicin,
which produced inhibition zones with average diameters of 20 mm for E. coli and
17.75 mm for Salmonella. In contrast, the 100% essential oil generated average
zones of 19.25 mm and 19 mm for E. coli and Salmonella, respectively,
demonstrating an effect similar to that of gentamicin. The MIC was determined to
be 10% for E. coli and 20% for Salmonella. Chromatography analysis (GC/MS)
identified bioactive monoterpene and sesquiterpene compounds associated with the
antimicrobial action present in the leaves. These findings confirm the antimicrobial
potential of Plectranthus amboinicus essential oil, offering a possible natural

alternative for controlling enteric microbial resistance in veterinary medicine.

Keywords: Essential oil, Plectranthus amboinicus, bacterial resistance, E coli,

Salmonella, CMI, GC-MS
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CAPITULO I
1.1. INTRODUCCION

En los ultimos afios, la resistencia bacteriana destaca como uno de los mayores
desafios a nivel global dentro de la medicina. Impulsando a la busqueda de
alternativas terapéuticas eficaces y accesibles. Una herramienta viable es el uso de

plantas medicinales por propiedades antimicrobianas (Radomir et al., 2024).

En Ecuador se ha observado una creciente aparicion de cepas bacterianas
resistentes, comprometiendo la eficacia de antibidticos usados para tratamientos
veterinarios (Villacis et al., 2020). Aumentando el interés por explorar recursos
naturales como fuentes de compuestos bioactivos para el abordaje de enfermedades

infecciosas.

En este enfoque las hojas de Plectranthus amboinicus representa una planta con un
buen potencial terapéutico gracias a la presencia de metabolitos, que se ha

demostrado, poseen una accidon antimicrobiana (Cardona & Diaz, 2022).

Estos compuestos localizados en mayor concentracion en las hojas ejercen su efecto
mediante la alteraciéon de la membrana celular y la inhibicion de funciones

metabolicas esenciales de la bacteria (Martinez et al., 2023).

Se ha demostrado que el aceite esencial posee un perfil bioactivo complejo,
compuesto de terpenos, sesquiterpenos y compuestos oxigenados, lo que justifica

su accion antimicrobiana (Monzote et al., 2020)

Por ello, la presente investigacion implemento la utilidad de la planta mediante su
composicion quimica y actividad antimicrobiana, con el fin de potenciar su

aplicacion dentro del ambito farmacologico en las distintas especies animales.



Al determinar su efectividad mediante pruebas de sensibilidad bacteriana y
concentracion minima inhibitoria, aporta su conocimiento cientifico sobre su

potencial antimicrobiano y aplicabilidad en la medicina veterinaria.



1.2. PROBLEMA

Las afecciones comunes en veterinaria son mayormente causadas por
enterobacterias, principalmente Escherichia coli, Salmonella entércia, que han
adquirido resistencia debido al uso constante de antibidticos comerciales,
emergiendo cepas cada vez mas resistentes, lo que podria afectar la eficacia de

tratamientos comunes en veterinaria.

Frente a esta problematica, se optd por opciones terapéuticas de origen natural, a
través del uso de plantas medicinales, con el potencial de accion antibacterial como
lo es el aceite esencial de Plectranthus amboinicus, sin embargo, su efectividad
podria depender de la concentracion que se encuentre sus compuestos bioactivos

como de la sensibilidad que presente la bacteria frente a dichas concentraciones.

En este marco se busco alternativas seguras que ayudaron a reducir la dependencia
masiva de antibidticos, con ello, la implementaciéon del uso de plantas medicinales
extrayendo su aceite esencial, sirvio como alternativa sustentable para crear una

solucion a su propiedad natural dentro de la productividad.



1.3. OBJETIVOS
1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto in-vitro de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Plectranthus amboinicus contra enterobacterias.

1.3.2. Objetivos Especificos

Obtencion del aceite esencial de Plectranthus amboinicus.

Analizar la sensibilidad de la bacteria ante el aceite esencial frente a oxitetraciclina
30 ng y gentamicina 10 ug como testigo.

Determinar la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de
Plectranthus amboinicus frente a enterobacterias como Escherichia coli y

Salmonella entérica.



1.4. HIPOTESIS

HO: Los grupos bioactivos del aceite esencial de Plectranthus amboinicus no
presenta diferencias significativas en su efecto antimicrobiano frente a

enterobacterias como Escherichia coli 'y Salmonella entérica.

Ha: Los grupos bioactivos del aceite esencial de Plectranthus amboinicus si
presenta diferencias significativas en su efecto antimicrobiano frente a

enterobacterias como Escherichia coli'y Salmonella entércia



CAPITULOII

2. MARCO TEORICO
2.1. Origen de Plectranthus amboinicus
2.1.1. Caracteristicas botanicas

Las plantas medicinales son un producto que se ha utilizado por mucho tiempo,
siendo esta la base de la medicina verde o medicina natural cominmente, lo cual ha
aumentado su demanda global, lo que ha provocado un creciente interés en
investigar sus propiedades terapéuticas para posibles afines farmacoldgicos que

puedan servir dentro de la industria veterinaria (Radomir et al., 2024).

La planta medicinal cominmente llamada oregandn (Plecthranthus amboinicus),
dentro de las zonas subtropicales de la region Interandina, pertenece al género
Coleus, perteneciente a la familia Lamiacea, lo cual, dicho género comprende

alrededor de mas de 200 especies (Vega et al., 2024).

Por ello, es una gran opcion debido a sus valiosas caracteristicas terapéuticas que

se ha realizado (Caiminagua, 2021).

Tabla 1. Caracteristicas de Plectranthus Amboinicus.

PLECTRANTHUS AMBOINICUS

Familia Lamiaceae
Género Coleus
Nombres Vernaculares Inglés: Country borage, Indian borage




Hindi: Patta ajavayin, Patharchur

Tamil: Karpuravalli

Kannada: Karpurahalli

Malayalam: Kannikkurkka,

Panikkurkka
Dominio Eucariota
Filo Espermatofita
Clase Dicotiledoneas
Especie Plectranthus amboinicus

Fuente: (Gundu, 2020).
2.1.2. Caracteristicas morfologicas

Es considerado un arbusto con ligera tendencia a trepar o arrastrarse hacia demas
plantas, en varias ocasiones puede llegar a medir a mas de 1 metro de altura, esto
depende del estado en el que se encuentre; su aroma es mucho mas aromatica, con
un olor agradable y refrescante que el orégano comun; sus tallos se presentan de
una forma carnosa, y tienen un crecimiento de 30 a 90 cm; las hojas tienen
caracteristicas simples y oveadas con una punta afilada muy gruesas (Flores et al.,

2021).

De acuerdo con su cultivo, es una planta de rapido crecimiento con escasez de

semillas que crece muy bien bajo un ambiente drenado y semisombreado en zonas



tropicales y subtropicales, no obstante, también puede crecer en climas frios dentro

de macetas y lugares cerrados (Stefanaki & Van Andel, 2021).
2.1.3. Componentes

Su actividad antimicrobiana se debe gracias al thymol y p-cymeno, que son
monoterpenos fendlicos y oxigenados, respectivamente, conocidos por sus
actividades microbianas, ya que el thymol y el carvacrol, poseen la capacidad de
desintegrar la membrana externa de bacterias gran negativas, como E. coli,

Salmonella sp y Pseudomonas sp (Cardona & Diaz, 2022).

Dentro de la planta se ha encontrado diversos metabolitos secundarios de interés
farmacoldgico, como alcaloides y terpenos. Los monoterpenos presentes se
destacan por sus efectos antinflamatorios y antioxidantes, mientras que los terpenos
dentro de la medicina poseen propiedades antiespasmodicas y antitumorales, lo que
comprueba su potencial protector frente a diversas enfermedades (Lopez et al.,

2023).
2.1.4. Utilizacion

Para obtener el principio activo de la planta se aprovecha tanto hojas como tallos,
se ha comprobado que el fluido con etanol al 70% tiene propiedades antitusivas,
mientras que solo las hojas obteniendo su aceite esencial tiene actividad

antimicrobiana (Mendoza & Cordova, 2023).
2.1.5. Usos medicinales

A lo largo de los afios se, ha hecho estudios sobre esta planta por sus diferentes
aplicaciones practicas en afecciones como el asma, catarros, epilepsias, siendo el

aceite esencial extraido principalmente de los tallos ya que poseen mayores



cantidades (Acosta et al., 2020). Ademas de contar con propiedades carminativas,
que ayudan a eliminar gases del tracto digestivo, las hojas se usan como
antibacterial, expectorante, antitusivo y tratamiento de catarros (Vargas et al.,

2021).
2.1.6. Beneficios

Se podria afirmar que Plectranthus amboinicus no tiene efectos toxicos sobre la
salud. Segin (Kumar & Kumar, 2020) se probd dosis toxicas en ratones de

laboratorio sin demostrar efectos secundarios sobre el animal.

Por el contrario, debido a los avances cientificos en los estudios farmacolédgicos de
la planta se ha demostrado que tienen un efecto sinérgico sobre la toxicidad de los
antibidticos hacia algunas cepas si se usa en combinacion con ellos (Duarte et al.,
2022). Siendo una fuente potencial para modificar la resistencia bacteriana, es decir

hacer que las bacterias sean mas susceptibles a medicamentos antibioticos.

La obtencion de las hojas del oregan6n deshidratas incrementa la concentracion de
compuestos fenodlicos totales y directamente actividad antioxidante, al someterlas a
temperaturas mayores de 60 grados Celsius (Malpica et al., 2024). Al someter al
estrés térmico a las hojas de la planta aumenta la concentracién de compuestos con
actividad antioxidante, por ende, ayuda a proteger la integridad celular

disminuyendo la susceptibilidad de enfermedades degenerativas del cuerpo.
2.2. Métodos de extraccion de aceite esencial

Los aceites esenciales son productos vegetales de cardcter aceitoso aromatico que
contiene una mezcla compleja, por lo tanto, contiene multiples propiedades, entre

ella antimicrobiana (Pardo et al., 2023).



Sobre todo, en plantas que se caracterizan por un particular olor y color, esto suele
determinar su diversidad de componentes, que por lo general contienen
carbohidratos, monoterpenos, sesquiterpenos, terpenos y fenoles, entre otros
(Gomez , 2023). Para la destilacion del aceite esencial de plantas medicinales, existe

diferentes métodos, esto va a depender el tipo de aceite que se desea obtener.

2.2.1. Destilacion por arrastre de vapor

La destilacion a vapor es un método usado para separar aceites deseados, se lo hace
a partir del vapor que atraviesa el material vegetal establecido (Ruiz, 2020). De este
modo los aceites esenciales son arrastrados, que posteriormente se condensa y al

enfriarse da un resultado de un destilado liquido (Rozo, 2023).

2.2.2. Cromatografia de gases

La cromatografia de gases es un método utilizado debido a su alta capacidad de
separacion y a su notable sensibilidad en la deteccion de compuestos volatiles de
los diferentes compuestos que se necesita, la separacion se realiza en una fase
gaseosa, debido a que impone ciertas limitaciones, principalmente relacionadas con
la estabilidad térmica de las sustancias a analizar; esta técnica es aplicada
principalmente a compuestos cuyo peso molecular es inferior a 1000 y que pueden

resistir temperaturas de 400 °C (Corzo, 2019).

2.2.3. Aceite esencial

De acuerdo con Torres & Higuera, 2021, destacan que “Definir con exactitud a los
aceites esenciales no es una tarea sencilla debido a la heterogeneidad en su

composicion quimica y a la multitud de propiedades que se les han atribuido en
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diversas actividades humanas como las industrias farmacéutica, cosmeética,

veterinaria y pecuaria’’.

Por ello, se considera que los aceites esenciales son sustancias que estan formadas
por diferentes compuestos, en donde se destaca los monoterpenos y sesquiterpenos,
y en base a sus componentes, los aceites esenciales pueden utilizarse en industrias
como perfumeria, condimentarias y principalmente en la industria terapéutica

debido a sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas (Segura, 2022).
2.3. Actividad antibacteriana de monoterpenos fenolicos

2.3.1. Mecanismos de accion

Alteracion de la membran celular

Tanto el timol como el carvacrol tienen la capacidad de desintegrar la membrana
externa de bacterias gramnegativas aumentando la permeabilidad de la membrana
del citoplasma. Aunque su mecanismo de accion no estd claro del todo, se ha
hipotetizado que el timol se une a las proteinas de la membrana a través de enlaces

de hidrogeno cambiando asi su permeabilidad (Martinez et al., 2023).
Interaccion con enzimas bacterianas

Los compuestos fenolicos tales como el timol y carvacrol, en su estructura quimica
poseen nucleos aromaticos con un grupo hidroxilo polar, que puede establecer
enlaces de hidrogenos con sitios activos de enzimas microbianas, alterando su
confirmacion e inhibiendo funciones metabolicas esenciales de la bacteria (Santos

de Lima. et al., 2020).
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Efecto prooxidante

El grupo de los terpenoides tienen la capacidad de afectar la composicion de acidos
grasos gracias a su naturaleza hidrofobica atravesando significativamente los
lipidos de las membranas celulares de las bacterias, este cambio causa fuga de iones
y otros materiales celulares llevando a la muerte celular (Bhavaniramya et al.,

2019).

Factores limitantes

Entre los factores que podrian limitar su uso o manipulacion, destaca su toxicidad
en dosis elevadas; sobre todo el timol ya que por via oral a partir de 1000 mg/kg
resulta toxico. Otro aspecto en tener en cuenta es su volatilidad, ya que tienden a
evaporarse durante el procesamiento, sobre todo por evaporacion térmica (CId

Pérez et al., 2024).

2.3.2. Ubicacion de los monoterpenos en la planta

Los componentes bioactivos de la planta se encuentran especialmente en las hojas
de las plantas, esto actlia como un compuesto natural con funciones defensivas y de
comunicacion, el cual actlia como un agente antimicrobiano que reduce la filtracion

de agentes patogenos que puede danar a la planta (Valencia & Quintero , 2022).

2.4 Actividad antimicrobiana de monoterpenos

El grupo de los monoterpenos es destacado por su capacidad antimicrobiana, siendo
coadyuvantes con efectos sinérgicos con antibidticos contra resistencias bacterianas

segun estudios (Pereira et al., 2020).
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2.5. Actividad antimicrobiana de Sesquiterpenos

Dentro de la composicion en aceites esenciales extraidos de plantas se encuentra
presente el grupo de sesquiterpeno abunda el B-cariofileno. El cual ha demostrado
una potente actividad antimicrobiana con la capacidad de alterar la membrana

bacteriana (Moo et al., 2020).
2.6. Factores necesarios para el cultivo y desarrollo bacteriano

El medio de cultivo es una preparacion que puede estar tanto solida como liquida,
usada mayormente para el crecimiento de microorganismos en un laboratorio.
Contiene nutrientes y condiciones fisicoquimicas Optimas para su desarrollo

(Devika et al., 2021).

Por lo general los medios de cultivos estan compuestos por una fuente de carbono
(azucares simples), una fuente de nitrégenos (proteinas o peptonas), minerales
(sodio y potasio), vitaminas y por ultimo amortiguadores de pH (Rodriguez et al.,
2021). Estos son los recursos para realizar la biosintesis de nuevos compuestos
celulares, ademads es importante el control de la temperatura, pH y actividad del

agua (Caycedo et al., 2021).

Para crear un ambiente que cubra las condiciones necesarias para el crecimiento
bacteriano, se lo realiza a través de un medio de cultivo, en que contiene un agente
gelificante llamado agar. La importancia de los cultivos radica en contener muestras

para su investigacion cientifica (Flores et al., 2023).
2.7. Medio de cultivo agar nutritivo

El agar nutritivo es un medio estandar en microbiologia, disefiado para proporcionar

los nutrientes requeridos para que una bacteria pueda desarrollarse dentro de un
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entorno de laboratorio controlado. Los nutrientes que contiene son la fuente de
aminoacidos (peptonas) y extractos de carne ya que contiene carbono, nitrégeno,

vitaminas y minerales (Devika et al., 2021).

De acuerdo con el estudio de (De La Rosa et al., 2023), el agar nutritivo se prepara
disolviendo 23 gramos de polvo en 1 litro de agua destilada, para luego calentarlo
en punto de ebullicion, se esteriliza en autoclave por 20 minutos, posteriormente se
vierte en placas Petri y dejar solidificar a temperatura ambiente, siempre tratando

de evitar la contaminacion.
2.8. Limitaciones de los medios de cultivo

Aunque hay microrganismos que, a pesar de ser abundantes en la naturaleza,
muchos no son estudiados mediante técnicas de cultivo tradicional en laboratorios,
ya que aproximadamente 26 de 52 filos son cultivables (Lewis et al., 2021). Creando
una limitante al momento de su estudio, lo que llevaria a la necesidad de desarrollar

nuevas técnicas de cultivo.
2.9. Familia Enterobacteriaceae

Su distribucion es amplia encontrandose en lugares como: suelo, plantas, agua y
tracto digestivo de animales. Cuenta con mas de 50 géneros, de los cuales se ha
logrado aislar 29 tipos de muestras del ser humano, determinando la diferencia entre
agentas colonizadores patdogenos comunes en el tracto gastrointestinal (Huanqui,

2023).

Estos bacilos son gran negativos, su tamafio oscila de 2 a 4 micras de longitud. Son

microorganismos capaces de metabolizar glucosa y otros tipos de azucares, sin
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producir enzimas oxidativas. Aunque cuenten con diferentes tipos de géneros dentro

del ambito veterinario muchos de estos no tienen relevancia (Tocachi , 2023).
2.10. Requerimientos nutricionales de enterobacterias

Al ser capaces de fermentar glucosa, reducir nitratos y carecer de citocromo
oxidasa, las enterobacterias metabolizan azucares para producir energia en
condiciones anaerodbicas, solo dependiendo de la fermentacion y respiracion
anaerdbica, haciéndolos organismos versatiles que pueden obtener energia en

diversos entornos, como antes mencionado tracto gastrointestinal (Ramirez, 2022).
2.11. Enterobacterias mas comunes
2.11.1. Escherichia coli

Escherichia coli es una bacteria gramnegativa con forma de bacilo que fue
descubierta por Theodor Escherich en 1885 que la clasifico dentro de la familia
Enterobacteriaceae. Desde el nacimiento, esta bacteria coloniza el tracto
gastrointestinal humano y, en la mayoria de los casos, convive de manera inofensiva
en nuestro organismo, desempefiando un papel importante en la microbiota

intestinal (Zhuang et al., 2024).

Sin embargo, no todas las cepas de Escherichia coli son inofensivas. Algunas
pueden adquirir genes de virulencia a través de elementos genéticos maviles, lo que
las convierte en patdgenos capaces de causar diversas enfermedades, tanto

intestinales como extraintestinales, en humanos y animales (Anjum et al., 2021).

Existen nueve cepas bien caracterizadas de Escherichia coli, entre los que se
encuentran la Escherichia coli enteropatogeno (EPEC), la Escherichia coli

enterohemorrdgica (EHEC) y la Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC), entre
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otras. Estas variantes emplean diferentes factores de virulencia y mecanismos de
patogénesis que les permiten adherirse, invadir células hospedadoras y producir

toxinas dafiinas para el organismo humano (Pakbin et al., 2021).

Tabla 2. Clasificacidn taxonomica

TAXONOMIA ESCHERICHIA COLI

Dominio Bacteria

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gamma proteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie Escherichia coli

Fuente: (Ordofiez, 2015)

2.12.2. Salmonella.

Salmonella es un género de bacterias gram-negativas, anaerobias facultativas, estos
microorganismos son moviles debido a la presencia de flagelos peritricos, con
excepcion de S. gallinarum y S. pullorum; posee un metabolismo oxidativo y
fermentativo, produciendo acido y, a menudo, gas durante la fermentacion de

glucosa y otros carbohidratos (Popa & Popa , 2021).
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Salmonella se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, habitando el
tracto gastrointestinal de mamiferos, aves, reptiles e insectos. Las infecciones por
Salmonella en humanos suelen manifestarse como gastroenteritis, caracterizada por
diarrea, fiebre y calambres abdominales, aunque también pueden causar
enfermedades sistémicas como la fiebre tifoidea (Alba et al., 2023).

La transmision se da por via fecal-oral, a través del consumo de alimentos o agua
contaminada, especialmente productos de origen animal como: huevos, carne de
pollo y productos lacteos. La bacteria puede sobrevivir en los alimentos durante
extensos periodos, e inclusive con mayor frecuencia en ambientes de refrigeracion

inadecuada (Erazo, 2023).

Tabla 3. Clasificaciéon Taxonomica

TAXONOMIA SALMONELLA ENTERICA

Dominio Bacteria

Reino Bacteria

Filo Pseudomonadota
Clase Gamma proteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Especie Salmonella entérica

Fuente: (Parra, Durango, & Mattar, 2018)
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2.11. Resistencia bacteriana frente antibioticos

Se ha identificado una resistencia antimicrobiana en Salmonella, sobre todo en
animales de produccion, donde es comun el uso de sulfonamidas potenciadas,
tetraciclinas, y cefalosporinas de tercera generacion, lo que contribuye a la

diseminacion de genes resistentes (kerek et al., 2024).

2.12.1. Antibiotico Oxitetraciclina

Origen y estructura quimica

La oxitetraciclina pertenece al grupo de las tetraciclinas, el cual se ha obtenido por
medio de la fermentacion del hongo Streptomyces rimosus. Con una estructura
quimica de un nucleo con cuatro anillos fusionados, de ahi su nombre, dicha
estructura es fundamental ya que le otorga la capacidad de quedar iones divalentes

brindando su accién antimicrobiana (Vasuntrarak, 2020).

Accion farmacologica

Su accion farmacologica radica en la inhibicion de la sintesis proteica de la bacteria,
al unirse a la subunidad 30s del ribosoma bacteriano, evitando la unioén de
aminoacidos y asi detener la elongacion de la cadena polipeptidica, por lo que su

accion farmacologica es ser bacteriostatica (Esther et al., 2024).

Farmacocinética

La oxitetraciclina tiene baja biodisponibilidad por via oral, debido a que se ve afecta
a los cationes como calcio, magnesio y hierro, presentes en el tracto gastrointestinal.
Sin embargo, por via parenteral tiene amplia distribucidon con concentraciones altas

sobre todo en higado, rifiones y pulmones (Papich, 2020).

18



Su eliminacion es mediante filtracion glomerular, en otras palabras, por la orina,
aunque en menor medida se elimina por la bilis y heces, manteniendo sus
concentraciones hasta por 48 horas después de administrar el farmaco (Petkovi et

al., 2020).

Farmacodinamia

La oxitetraciclina es de amplio espectro, pero su eficacia depende de las
concentraciones plasmaticas dentro del organismo para alcanzar si valor minimo
inhibitorio de los patogenos, lo que se considera un factor critico al momento de

tratamientos infecciosos (Vasuntrarak, 2020).

Usos terapéuticos

Al ser un antibidtico de amplio espectro tiene la capacidad de ser utilizado en
diferentes tipos de infecciones, usado en tratamientos para neumonias por
Pasteurella multocida 'y Manheimia haemolytica, en infecciones urinarias,

infecciones por Micoplasma en porcinos (Osnayo, 2024).

Contraindicaciones

El uso de la oxitetraciclina esta contraindicada en animales con hipersensibilidad a
los antibiodticos pertenecientes a su grupo, ademas no se aconseja usar en animales
jovenes y hembras gestantes, ya que altera la mineralizacion de los huesos y dientes.
En pacientes con insuficiencia renal y hepatica se debe usar dosis bajas (Marquez,

2023).
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2.12.2. Antibiotico Gentamicina

Origen de gentamicina

La gentamicina es un antibidtico natural de origen bacteriano, producido por la cepa
bacteriana de Micromonospora purpurea; la gentamicina es perteneciente al grupo
de los aminoglucosidos el cual son mayormente utilizados contra diversas

afecciones causadas por bacterias gramnegativas (Ehtiati & et al, 2023).

Mecanismo de accion

Actua sobre las bacterias aerobicas gramnegativas susceptibles, debido a la unioén
irreversible que presenta con la subunidad ribosomal 30s, lo cual inhibe la sintesis
proteica mediante un transporte dependiente de oxigeno, presentando una accion
bactericida que dependera acorde a su concentracién y se ve favorecida por un

ambiente alcalino (Chaves & Tadi, 2023).

Farmacocinética

Absorcion

Su absorcion pasa directamente hacia la mucosa intestinal sana mediante su via de
administracion oral, por lo general es lo que pasa con todos los antibioticos del tipo
aminoglucosidos (B. Braun Medical S.A., 2024).

Distribucion

Segun la Ficha Técnica descrita por (B. Braun Medical S.A., 2024) nos determina

que “La distribucion de la gentamicina en los distintos organos da lugar a

concentraciones tisulares variables, las mayores concentraciones aparecen en el
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tejido renal, por otro lado, las concentraciones mas pequenas se encuentran en el

higado, la vesicula biliar, el pulmon y el bazo”.
Metabolismo

La gentamicina dentro del organismo no es metabolizada, lo cual permite que sea
excretada sin obtener cambios en la forma microbioldgicamente activa segin lo

describe el (Ministerio del Poder Popular para la salud , 2022).
Eliminacion
Su eliminacion se da a través de la orina por filtracion glomerular, lo cual no

presenta distenciones dentro de su forma microbiolégicamente activa (Ramos,

2023).
Reacciones adversas

Causa nefrotoxicidad por aumento de la concentracion sérica de nitrogeno ureico,
creatinina y nitrogeno no proteico; causa ototoxicidad que puede ser irreversible;
puede presentar bloqueo neuromuscular, edema facial, dolor y neuropatia periférica

(Chaves & Tadi, 2023).
Indicaciones terapéuticas

Segun la ficha técnica descrita por (Agrovetmarket animal health, 2025) la
gentamicina combate infecciones del aparato genitourinario, respiratorio,
gastrointestinal, til ademds en tratamiento para mastitis y metritis bacterianas,
infecciones cutaneas, infecciones postoperatorias, septicemias, endocarditis entre

otras.
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Contraindicaciones

Esta contraindicado en pacientes que tengan alguna evidencia de hipersensibilidad
a este grupo de farmacos, pacientes con preexistencia de problemas renales, No

administrar en neonatos (Chaves & Tadi, 2023).
2.13. Concentracion minima inhibitorio
2.13.1. Procedimiento

De acuerdo con (Kowalska & Dudek, 2021), los métodos de dilucién en agar, se
colocan placas con caldo Mueller-Hinton (MHA), sobre el medio se coloca distintas
concentraciones del antibiotico con diluciones seriadas como; 2,4,8 ng/ml, para
luego inocular una suspension bacteriana estandarizada a 0.5 McFarland,
equivalentea -1.5% 10® UFC/ml, la cual se diluye 10 veces para obtener 5 X 10°UFC
por porcion.

2.13.2. Suspension McFarland

La suspension de McFarland 0.5 sirve como estandar de referencia para ajustar la
turbidez bacteriana en pruebas de sensibilidad y su principal funcion es que las

suspensiones bacterianas alcancen una concentracion reproducible de ~1.5 X

108 UFC/ml obteniendo resultados confiables en el método disco-difusiéon en

placas Mueller-Hinton (Biofile , 2021).
2.13.3. Método de difusion en disco.

El disco de difusion es una técnica simple que consiste el colocar el disco
impregnado del principio activo deseado, generalmente antibidtico. Sin embargo,

se puede agregar otras sustancias, como aceites esenciales. Luego se incuba placa a
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una temperatura de 35 °C aproximadamente durante 16-18 horas, en este tiempo el
contenido del disco se difunde en el agar creando un gradiente de concentracion,
mayor cerca del disco y disminuyéndose de forma gradual su contenido (Jenkins &

Maddocks, 2019).
2.13.4. Agar Mueller-Hinton

Es un medio de cultivo estandarizado, utilizado para evaluar la sensibilidad de
bacterias a distintas sustancias. Estd compuesta de peptona, almidén y un medio
gelificante, ya que esta disefiada para garantizar resultados reproducibles al querer

evaluar otras bacterias que sean objeto de estudio (Mohammed et al., 2022).
2.13.5. Técnica de Kirby-Bauer

Este método es usado para evaluar la sensibilidad antimicrobiana de bacterias.
Consiste en colocar los discos impregnados con el principio activo sobre el medio
de cultivo que se ha inoculado con anterioridad de la bacteria elegida, luego de una
inoculacion de 18 a 24 horas se miden los halos de inhibicion al contorno del disco,

determinando la sensibilidad o resistencia de esta (Torres & Montalvo, 2024).
2.13.6. Variables que afectan el resultado

Las variables que se podrian tomar en cuenta es el espesor y la composicion del
agar, la concentracion y volumen del contenido impregnado del disco, estas son las
principales que influyen en el diametro que se obtendrd del halo, asi mismo

modificard su interpretacion si una cepa es sensible, intermedia o resistente.
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CAPITULO III

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Ubicacion de la investigacion

3.1.1. Localizacion de la investigacion

La presente investigacion se efectu6 en la provincia de Bolivar del canton Guaranda
en la Parroquia Gabriel Ignacio Veintimilla dentro del Centro de investigaciones y

vinculacién de la Universidad Estatal de Bolivar.

3.1.2. Situacion geografica y edafoclimatica

La zona presento una altitud de 2.608 m.s.n.m. con una latitud de -1.614378° y una
longitud de -78.998339°, presentando una temperatura minima de 10°C que puede
llegar hasta 19°C, su precipitaciéon media anual se aproxima a 1619 mm/afio, por
ello presenta una humedad relativa entre el 72% (Estacion Meteoroldgica
Laguacoto II. UEB 2021.)

3.1.3. Zona de vida

De acuerdo con la investigacion propuesta por el gedlogo Holdrigde 1971 indico
que “con el sistema de clasificacion de zonas de vida del habitat distintivo, desde
el punto de vista ecologico y en consecuencia un estilo de vida diferente. El sitio

experimental corresponde a la formacion de Estepa Espinozo montano bajo

(E.e.m.b).”
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3.2 Metodologia

3.2.1. Material en estudio

Cepas de Escherichia coli ATCC
Cepas de Salmonella entérica ATCC 14028
Discos de inhibicion de antibidtico Oxitetraciclina 30 pg (Testigo).

Discos de inhibicion de antibidtico Gentamicina 10 pg (Testigo).

3.2.2. Factores de estudio

Factor A

al: Disco de inhibicidn de antibidtico Oxitetraciclina 30 pg (Testigo).

a2: Disco de inhibicion de antibiotico Gentamicina 10 pg (Testigo)

a3: Disco de infusion de aceite esencial al 50% de Plectranthus amboinicus.
a4: Disco de infusion de aceite esencial al 100% de Plectranthus
amboinicus.

Factor B

b1: Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

b2: Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028
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3.2.3. Tratamientos

Tratamientos Descripcion
Cepa de Escherichia coli ATCC 25922 + Disco de inhibicion de

T1
antibiotico Oxitetraciclina 30 ug (Testigo).

T2 Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Disco de inhibicion de
antibidtico Gentamicina 10 pg (Testigo).

T3 o . . .

Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Pocillo con aceite
esencial al 50% de Plectranthus amboinicus.

T4 - . . .

Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Pocillo con aceite
esencial al 100% de Plectranthus amboinicus.

T5 , . . S,
Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Disco de inhibicion
de antibidtico Oxitetraciclina 30 pug (Testigo).

T6
Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Disco de inhibicion
de antibidtico Gentamicina 10 pg (Testigo).

T7 L. . .
Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028 + Pocillo con aceite
esencial al 50% de Plectranthus amboinicus.

T8 Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Pocillo con aceite

esencial al 100% de Plectranthus amboinicus.

Autor: Jiménez. L, & Sangucho.G, (2025).
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3.2.4. Descripcion técnica del ensayo

Para la siguiente investigacion se considera tres caracteristicas a tomarse segun el

experimento:
Tratamientos 8
Repeticiones 4
Nimero de unidades experimentales (aislados) 2
Numero total de analisis 32

Autor: Jiménez. L, & Sangucho.G, (2025).

3.2.5. Tipo de disefio experimental o estadistica

e Diseno factorial AxB

e Prueba de turkey al 5%

3.2.6. Tipos de analisis

e Analisis de varianza

3.2.7. Métodos de evaluacion y datos a tomarse
Obtencion del aceite esencial

Se obtuvo el aceite esencial mediante la técnica de destilacion por arrastre de vapor,
realizando un procedimiento de limpieza y seleccion que permite eliminar
impurezas como polvo y cualquier material que no son necesarios.

Medicion de halos de inhibicion

Se midid los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano utilizando cepas de

Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella entérica ATCC 14028, comparando la
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efectividad seglin su concentracion. Los halos de inhibicion fueron medidos en

milimetros (mm) e interpretados de la siguiente manera:

Tamaro del halo (mm) Interpretacion propuesta
<8 mm No eficiente/ sin efecto inhibidor
9-14 mm Efecto inhibidor débil a moderado
> 15 mm Muy eficiente/ fuerte efecto inhibidor
> 20 mm Extremadamente eficiente / alta sensibilidad

Fuente: (Hulankova, 2024).

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se evalu6 la capacidad minima inhibitoria del aceite esencial de Plectranthus
amboinicus frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella entérica ATCC
14028, como la menor concentracion del aceite esencial en inhibir visiblemente el
crecimiento bacteriano.

Resistencia bacteriana

A partir de los resultados obtenidos en la evaluacion de halos de inhibicion y CMI,
se considerd que una cepa es resistente si el tratamiento es menor o igual a <8 mm.

Determinacion de compuestos volatiles por Cromatografia de gases (GC-MS)

Se realizo la identificacion de compuestos volatiles mediante cromatografia de

gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS).
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3.2.8. Manejo de investigacion

3.2.8.1. Procedimiento

Obtencion del aceite esencial:

Se obtuvo el aceite esencial mediante la técnica de destilacion por arrastre a vapor,
se coloco 400 gr de hojas frescas de Plectranthus amboinicus en un baloén de
destilacion de 3 cuellos, dentro de una manta de calentamiento a 200 °C (para
obtener un calentamiento total del balon).

Se controld la temperatura mediante un termometro de mercurio, el cual se
estableci6 a 90 °C, afiadiendo acoples para la unidon de otro balén de destilacion,
colocado en otra manta de calentamiento, en donde se coloc6 800 ml de agua
destilada.

Por otro lado, se uni6é con un acople en forma de T, a un tubo refrigerante que
desemboca a un vaso precipitado de 500 ml, que fue insertado en un tubo decantado
para la separacion del hidrolato y del aceite esencial de Plectranthus amboinicus
por diferencias de densidades.

Envasado

Se envasé la cantidad extraida en mililitros del aceite esencial de Plectranthus
amboinicus en un frasco de vidrio de color ambar para evitar degradacion de este y
sus componentes.

Concentraciones de Aceite esencial de Plectranthus amboinicus

Se realizé concentraciones del 50 % de aceite esencial de Plectranthus amboinicus
planteado en nuestra metodologia, se utilizo6 DMSO al 99.9% como diluyente,

usando una relacion de 1:1, colocando en un tubo ependor plastico de 1,5 ml. Se
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utilizo 500 pl de aceite esencial de Plectranthus amboinicus y 500 pl de DMSO a
99.9%, donde se homogeniz6 la muestra en un Vortex aproximadamente por un
minuto.

Preparacion del indculo en medio de cultivo:
Siembra de medios de cultivo para reactivacion de cepas.

Se utilizo 1,50 gr de Nutrient Agar, con 50 ml de agua destilada en un frasco
graduado de vidrio boca ancha con tapa y rosca de 50 ml, luego se homogeniz6
dando pequefias rotaciones verticales, una vez mezclado se colocd en un
Microondas por 60 segundos para poder disolver los sedimentos del Nutrient Agar

dentro del frasco.

Se utiliz6 guantes térmicos para la manipulacion del frasco de vidrio y trasladarlo a
un Autoclave a una temperatura de 120 °C/20 minutos, transcurrido el tiempo, se
traslad6 a una Camara de Bioseguridad tipo II, donde se dividié en dos cajas Petri

plésticas.

Se esperd por 5 minutos para la gelificacion del medio de cultivo y se paso a

refrigeracion por 24 Horas para evitar contaminacion.

Por ultimo se reactivo los aislados bacterianos resguardados en el congelador a —20
°C, dejando a temperatura ambiente (22 °C) durante aproximadamente 15 minutos
en una camara de bioseguridad tipo II, donde paso a ser inoculado en las placas con

Nutrient-Agar para su proliferacion.
Preparacion del indculo a una Turbidez de 0.5 en la escala McFarland.

Se ajustd la escala de turbidez para estandarizar la densidad bacteriana previo a la

inoculacién de los cultivos de Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella entérica
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ATCC 14028. Se us6é como referencia visual un tubo McFarland Standard 0.5
reagent, equivalente a una densidad de 1.5x10% UFC/ml, garantizando asi la
uniformidad en la preparacion del inoculo.

Inoculacion de cepas en placas con agar Mueller-Hinton:

Se utiliz6 72,5 gr de agar Mueller-Hinton con 1,825 ml de agua destilada distribuido
en 4 frascos graduados de vidrio de 500 ml, luego se homogeniz6 dando pequefias
rotaciones verticales, una vez homogenizado se coloc6 en un microondas para poder
disolver los sedimentos del agar Mueller-Hinton dentro del frasco.

Se utiliz6 guantes de proteccion de calor para colocar 4 frasco de 500 ml de agar
Mueller-Hinton a un Autoclave a 120°C/20 minutos, una vez terminando de
autoclavar, se traslado a una camara de bioseguridad tipo II para dividir en 34 cajas
petri plasticas, las cuales 2 seran distribuidos para la cultivacion de los medios para
la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

Una vez transcurrido 5 minutos de reposo para que se gelifique los medios de
cultivo, se paso a refrigeracion dentro de 24 Horas para evitar contaminacion.

Método Kirby—Bauer

Para el método Kirby—Bauer, se utilizé discos de inhibicion de Oxitetraciclina 10
pg y Gentamicina 30 pug como grupo testigo, llevando las cajas petri a una cdmara
de bioseguridad tipo II.

Se insert6 los discos en medios de cultivo en espacios establecidos con ayuda de
una pinza, realizando 4 réplicas dentro de un mismo medio, se utiliz6 el mismo
proceso para los demads tratamientos, posterior, se traslado a una incubadora por 24

horas a 35°C.
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Difusion en pocillos:

Se empleod el método de difusion en agar mediante pocillos de 7 mm de didmetro
realizados en placas con agar Mueller-Hinton. Ambas cepas bacterianas fueron
inoculadas a través del extendido sobre la superficie del agar.

Posteriormente se depositd 50 ul del aceite esencial de Plectranthus amboinicus,
tanto al 100% como al 50 %, para luego dejar incubando durante 24 horas en una
incubadora a 35 °C.

Medicion de halos de inhibicion.

Se traslad6 las placas previamente inoculadas con las cepas bacterianas y tratadas
con el aceite esencial de Plectranthus amboinicus en sus diferentes concentraciones
camara de bioseguridad tipo II.

Se midio los didmetros de cada uno de los halos formados alrededor de los pocillos
con ayuda de un pie de rey, en donde se determino la resistencia y sensibilidad del
microorganismo frente al aceite esencial Plectranthus amboinicus al 100% y 50%.

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para determinar la concentracion minima inhibitoria, se realizé pocillos de 5 mm
en placas de Mueller-Hinton, un total de 5 pocillos por placa. Se agregé 20 ul del
aceite esencial Plectranthus amboinicus en concentraciones de 70 %, 50%, 30%,
20% y 10%, para después dejar en una incubadora a 35 °C durante 24 horas. Pasado
el tiempo de incubacion se midio los halos con un pie de rey.

Preparacion de las concentraciones del aceite esencial.

Se uséd diluyente DMSO al 99.9%, con una relacion 1:1, colocando en un tubo

Eppendorf de 1,5 ml, donde se desarrolldo las concentraciones de la siguiente
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manera: 70% (700 ul de aceite esencial de Plectranthus amboinicus) + 300ul
DMSO0), 50 % (500 pl de aceite esencial de Plectranthus amboinicus) + 500ul
DMSO0), 30% (300 pl de aceite esencial de Plectranthus amboinicus) + 700 ul
DMSO0), 20% (200 pl de aceite esencial de Plectranthus amboinicus) + 800 ul
DMSO) y 10% (100 ul de aceite esencial de Plectranthus amboinicus) + 900 pl
DMSO), luego se homogenizo6 la muestra en un Vortex.

Analisis cromatografico:
Preparacion de la muestra de aceite esencial.

Se filtr6 la muestra de aceite esencial de Plectranthus amboinicus con una jeringa
de insulina para pasar a un vial color &mbar con un filtro PVDF # 45 con el objetivo
de separar residuos, se etiquetd la muestra para posterior extraer 200 ul de aceite
esencial con una micropipeta de 100 pl a 1000 pl.

Se introdujo la muestra en un nuevo vial para posterior afiadir mediante pipeteo
1000 pl de hexano, manteniendo una relacién de 1:5, una vez preparada la muestra
en el vial de vidrio color ambar, se homogenizé con ayuda de un Vortex. Una vez
ya preparada la muestra en un vial de vidrio color ambar de 1,5 ml, se coloco en el
cromatdgrafo para su analisis descriptivo.

Metodologia para determinar compuestos mediante cromatografia de gases

acoplado a un espectrometro de masas (GC/MS).

Se utiliz6 un tipo de columna HP-5MS (30m x 0.250 mm x 0.25 pm) , un gas de
helio a una presion de 14,94 psi con un flujo de gas de 1,8539 ml/minutos , teniendo
una temperatura del inyector de 250 °C y del detector de 280 °C; en el modo de
inyeccion se utilizd Split 40:1; su programa térmico consistio en la temperatura del

horno a 60 °C durante 1 minuto, luego se increment6 de 60 °C a 100 °C con una
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rampa de temperatura de 3 °C/minuto, durante 2 minutos; posteriormente se
incrementd de 100 °C a 160°C a razon de 2°C /minuto, durante 5 minutos;
finalmente la temperatura se elevo de 160 °C a 280 °C a razon de 5 °C/minuto

durante 15 minutos; obteniendo un tiempo de corrida de 90.333 minutos.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1 Interpretacion de resultados

4.1.1. Extraccion de aceite esencial de Plectranthus amboinicus

Tabla 4.

Extraccion de aceite esencial mediante método de destilacion por arrastre a vapor.

Peso Agua Cantidad de aceite esencial
Muestra
inicial destilada obtenido
Hojas frescas de
Plectranthus 15,2 kg 304L 5.46 ml

amboinicus

Nota: La cantidad de aceite esencial fue medida mediante 8 destilaciones por cada
1,13 ml de aceite esencial.

En la tabla 4 se detalla el tipo de muestra que se utilizo para la extraccion del aceite
esencial, utilizando 15,2 kg de hojas frescas de Plectranthus amboinicus en 30.4
litros de agua destilada, manteniendo una relacion 1:2 p/v (peso/volumen),
obteniendo una cantidad de 5.46 ml de aceite esencial recolectados en un frasco
color ambar.

Segun (Valencia & Quintero , 2022) el rendimiento del aceite esencial de
Plectranthus amboinicus puede usar una relacion peso/volumen de acorde al tipo
de equipos disponibles, por lo cual, reportd segun su investigacion que se puede

obtener 0,27 (p/v), que corresponde a 1 ml por cada 370,4 gr de material fresco.
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4.1.2. Medicion de halos de inhibicion.

Tabla 5.

Resultados de halos de inhibicion

Gentamicina Okxitetraciclina A.E.P.a

10 pg 30 ug %50

AE.P.a
%100

Promedio

T1R1
T1R2
T1R3
T1R4
T2R1
T2R2
T2R3
T2R4
T3R1
T3R2
T3R3
T3R4
T4R1
T4R2
T4R3
T4R4
T5R1
T5R2
T5R3
T5R4
T6R1
T6R2
T6R3
T6R4
T7R1
T7R2

N/1
N/I
N/I
N/1
19 mm
20 mm
20 mm
2] mm
20 mm
17 mm
20 mm

19 mm

N/1
N/T
N/T
N/I
21 mm
22 mm
21 mm
7 mm
N/I
N/I

16 mm
15 mm
25 mm

21 mm

0 mm

20 mm

19 mm

19.25 mm

0 mm

17.75 mm
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T7R3 N/I

T7R4 N/1
T8&R1 16 mm
T8&R2 19 mm
19 mm
T8R3 24 mm
T&R4 17 mm

Nota: M: Muestra; T: Tratamiento; R: Repeticion; A.E.P.a: Aceite esencial de
Plectranthus amboinicus; N/I: No hay inhibicion.

Grafico 1.

Promedios de halos de inhibicion por tratamiento.

OFRLNWRUIONOKO

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Nota: T1: Tratamiento 1; T2: Tratamiento 2; T3: Tratamiento 3; T4: Tratamiento
4; T5: Tratamiento 5; T6: Tratamiento 6; T7: Tratamiento 7; T8: Tratamiento 8.

De acuerdo con la tabla 5, queda demostrado los resultados de medicién de halos
de inhibicion de los tratamientos realizados con las cuatro repeticiones. El primer
tratamiento (T1R1, TIR2, T1R3, T1R4) no presentd ningun halo de inhibicion en
sus cuatro repeticiones frente a E. Coli + Oxitetraciclina 30 pg; el segundo
tratamiento (T2R1, T2R2, T2R3, T2R4) presento halos de inhibicién de 21 mm, 20
mm, 20 mm y 19 mm frente a E. Coli + Gentamicina 10 pg, presentando un

promedio de 20 mm entre las cuatro repeticiones.
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Dentro del tratamiento tres (T3R1, T3R2, T3R3, T3R4) y cuatro (T4R1, T4R2,
T4R3, T4R4), los cuales se usd pocillos de aceite esencial de Plectranthus
amboinicus con el 50% y 100% frente a E. Coli, presentaron halos de inhibicién
bastante positivos, promediando el tercer tratamiento con 19 mm y el cuarto
tratamiento con 19,25 mm.

Por otro lado, el tratamiento cinco (T5R1, TSR2, TSR3, T5R4) y siete (T7R1, T7R2,
T7R3, T7R4), se reflejo la no presencia de halos de inhibicion, el tratamiento cinco,
no presenta halos de inhibicion frente a Salmonella entérica + Oxitetraciclina 30
ug, en cambio, el tratamiento siete, no presenta halos de inhibicion frente a
Salmonella entérica con pocillos de aceite esencial de Plectranthus amboinicus al
50%.

Finalmente, dentro de la tabla 5, los tratamientos 6 (T6R1, T6R2, T6R3, T6R4) y 8
(T8R1, T8R2, T8R3, T8R4) muestran los halos de inhibicion, evidenciando la
eficacia de la Gentamicina 10 pg contra Salmonella entérica, en el tratamiento 6
con un promedio de halo de 17,75 mm, y dentro del tratamiento 8, demostré la
eficacia frente a pocillos de aceite esencial de Plectranthus amboinicus al 100% con
un promedio de 19 mm.

Estos resultados concuerdan parcialmente con lo reportado por (Valencia &
Quintero, 2022), quienes evidenciaron inhibicion completa en el crecimiento de E.
coli, Salmonella y Listeria, lo que sugiere que la efectividad del aceite esencial de
Plectranthus amboinicus depende de su concentracion, sin embargo, reafirma su

capacidad antimicrobiana
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4.1.3. Evaluacion del diseno factorial AxB.

Tabla 6.
Analisis de Varianza (ANOVA) del diserio factorial A xB.

Fuente SC Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tratamiento 1985,75 3 661,917 59,83 0,0000
antibacteriano

B: Aislados bacterianos 231,125 1 231,125 20,89 0,0001
INTERACCIONES

A*B 501,125 3 167,042 15,10 0,0000
RESIDUOS 265,5 24 11,0625

TOTAL 2983,5 31

Nota: SC: Suma de cuadrados; Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio
del error residual

Grafico 2.

Interacciones entre el tratamiento y los halos de inhibicion.
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Nota: 1: Aislado bacteriano Escherichia coli ATCC 259223 2: Aislado Bacteriano
Salmonella enterica ATCC 14028.
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En la tabla 6, el andlisis de varianza (ANOV A) fue aplicado en la medicion de halos
de inhibicidn correspondiente a un disefio factorial AXB, donde evalu6 dos factores:
el factor A, que corresponde al tratamiento antimicrobiano y el factor B
correspondiente a las cepas bacterianas.

La tabla de ANOVA del disefio factorial, se elabor6 con suma de cuadrados tipo III,
permitio descomponer la variabilidad del tamafio de los halos, controlando la
influencia de los demaés factores. Los valores de -p, tanto del factor A y factor B,
asi como la interacciéon de ambas pruebas, su significancia estadistica de estos 3
valores de -P, son menores que 0,05.

Estos resultados concuerdan con la investigacion hecho por (Valencia & Quintero,
2022), quienes también aplicaron un analisis factorial (AXB), el que mostrd
diferencias significativas menores de 0.05.

Del mismo modo investigaciones que han aplicado analisis factorial y ANOVA
como (Sawant et al., 2023) sefalando que el aceite esencial de Plectranthus
amboinicus afecta la permeabilidad de membranas bacterianas.

4.1.4. Resultado de la resistencia bacteriana.

Tabla 7.
Resistencia bacteriana por método. 95,0 porcentaje Tukey HSD.

Tratamiento antimicrobiano Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos

1 8 0 1,17593 X

3 8 9,5 1,17593 X
2 8 18,875 1,17593 X
4 8 19,125 1,17593 X

Nota: Las X marcada en la tabla representa si existe un nivel de significancia entre
los tratamientos.
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Tabla 8.

Diferencias estimadas entre los tratamientos.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -18,875 4,58879
1-3 * -9,5 4,58879
1-4 * -19,125 4,58879
2-3 * 9,375 4,58879
2-4 -0,25 4,58879
3-4 * -9,625 4,58879

Nota: El (* ) indica una diferencia significativa entre los tratamientos

Tabla 9.

Relacion de numeros usados en el Tukey con los tratamientos y factores.

Numero en Tukey Factor A: Tratamiento antimicrobiano

1 Disco de Oxitetraciclina (30ug)

2 Disco de Gentamicina (10ug)

3 Pocillo con aceite esencial de Plectranthus amboinicus al 50%
4 Pocillo con aceite esencial de Plectranthus amboinicus al 100%

Numero en Tukey Factor B: Aislados bacterianos
1 Escherichia coli ATCC 25922

) Salmonella entérica ATCC 14028.

Nota: La tabla presentada refleja la numeracion utilizada en las tablas 8 y 9,
desarrolladas mediante el método Tukey.

En la tabla 8, mostr6 las diferencias estimadas en cada par de medias. En la parte
de la columna en donde se muestra el asterisco a lado de los 5 pares, demostro la
diferencia estadisticamente significativa, es decir, que no se deben al azar, con un

nivel de confianza del 95%.

Mientras que en la tabla 7, se presentd la columna denominada “grupos

homogéneos”, marcados con un “X”. Cuando los tratamientos comparten la letra X
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al mismo nivel de la columna, significa que no hay diferencia significativa entre
ellos.

En nuestro caso, el tratamiento 1 se separa de los demdas debido a que tiene un
promedio de 0, mientras que el tratamiento 3 ocupa una posicion intermedia dado
que su promedio es de 9,5, por otro lado, los tratamientos 2 y 4, con promedios
cercanos a 19, se consideran estadisticamente iguales. Con este método hay un
riesgo de 5% pero una confianza del 95%, afirmando que existen diferencias cuando
en realidad no las hubiera.

En este estudio, el aceite esencial de Plectranthus amboinicus al 100% demostrd un
efecto antimicrobiano comparable a la gentamicina, mientras que al 50% redujo su
inhibicion significativamente estadisticamente hablando, sin embargo, aunque en
menor medida si presento tener un efecto antimicrobiano.

Estos resultados concuerdan con (Hanh et al., 2023), en donde altas concentraciones
de aceite esencial de Plectranthus amboinicus generaron halos de 47-54 mm frente
a E. Coli, confirmando una gran capacidad en concentraciones puras.

Mientras que, en las cepas de Salmonella entérica, el ANOVA y la prueba de Tukey
comprueban que solo las concentraciones elevadas produjeron inhibicidén
significativa, coincidiendo con el estudio hecho por (Leesombun et al., 2023) que,
“para frenar el crecimiento de Salmonella, se necesitan concentraciones altas de
1024 ug/mL”. De igual forma nuestros resultados muestran que el aceite al 100%

actlia casi igual que la gentamicina, mientras que al 50% su efecto es desfavorable.
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4.1.5. Resultado de Concentracion minima inhibitoria.

Tabla 10.

Concentracion minima inhibitoria frente a E. Coli.

Concentracion de A.E.P.a % Halo de inhibicion Resistencia

E. coli 70% 16 mm N/
E. coli 50% 15 mm N/R
E. coli 30% 13 mm N/R
E. coli 20% 8 mm N/R
E. coli 10% N/1 R

Nota: N/I: No hay inhibicion; N/R: No hay resistencia; R: Resistente.

Grafico 3.

Concentracion minima inhibitoria de aceite esencial contra E. coli.
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Nota: Los porcentajes en el eje X desempena a las concentraciones que fueron
colocados en los pocillos con aceite esencial de Plectranthus amboinicus.
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Tabla 11.

Concentracion minima inhibitoria contra Salmonella entérica.

Bacteria Concentracion de A.E.P.a % Halo de inhibicion Resistencia

Salmonella 70% 11 mm N/R
Salmonella 50% 9 mm N/R
Salmonella 30% 7 mm N/R
Salmonella 20% N/L R
Salmonella 10% N/1 R

Nota: N/I: No hay inhibicién; N/R: No hay resistencia; R: Resistente.

Grafico 4.

Concentracion minima inhibitoria de aceite contra Salmonella entérica.
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Nota: Los porcentajes en el eje X desempeiia a las concentraciones que fueron
colocados en los pocillos con aceite esencial de Plectranthus amboinicus.

En la tabla 10 y 11, se obtuvo los resultados mediante la medicion de los halos de
inhibicion de las diferentes concentraciones, dentro de la tabla 10, la concentracion
minima inhibitoria frente a Escherichia coli ATCC 25922, es de 10%, es decir, que
el aceite esencial de Plectranthus amboinicus pierde su capacidad antimicrobiana a

dicha concentracion.
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Por otro lado, en la tabla 11, se obtuvo en este caso que las concentraciones minimas
inhibitorias del aceite esencial de Plectranthus amboinicus frente a Salmonella
entérica ATCC 14028, fue del 20% y 10%, el aceite esencial de Plectranthus

amboinicus no actia en esas concentraciones frente a la bacteria.

Como se indica en las tablas 10 y 11, se demostrdé que la concentracion minima
inhibitoria (CMI) del aceite esencial se observd hasta el 10%, debido a dicha
concentracion dejo de visualizarse una inhibicion en el agar frente a E. coli ATCC
25922, sin embargo, para la Salmonella entérica ATCC 14028 el CMI fue hasta el
20%, ya que a partir de esta concentracion no hubo inhibicién observable.

Sin embargo, al comparar los datos reportados por (Leesombun et al., 2023) estos
resultan elevados en comparacion al CMI al 0.1% para Salmonella Typhimurium
ATCC 14028, con el método de micro dilucion en caldo.

La principal diferencia presentada en los valores es debido a la diferente
metodologia empleada, ya que en nuestros resultados se utilizé6 el método de
difusion en agar, el cual requiere concentraciones mas altas para lograr difusion en
el medio, a diferencia del método por medio liquido ya que tiene una mayor
sensibilidad.

Por otro lado, el CMI de aceite esencial de Plectranthus amboinicus hecho por
(Alves etal., 2022) fue de 0.3 % frente a E. Coli ATCC 25922, de igual forma hecho
por el método de micro dilucion en caldo. Ademas, demostrd que por este método

usado en el estudio mencionados tiene efecto bactericida ante la bacteria.
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4.1.6. Resultado de analisis de compuestos volatiles mediante GC/MS.

Grdfico 5.
Resultados de picos de compuestos voldtiles presentes en el aceite esencial de

Plectranthus amboinicus mediante su tiempo de retencion.
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Nota: Los nimeros sobre cada pico se refiere al orden de acuerdo con el tiempo de
retencion de cada compuesto descritos en la tabla 12.
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Tabla 12.

Compuestos volatiles presentes en el aceite esencial de Plectranthus amboinicus.

N° Compuesto TR (min) Area (%)
1 1R-o-Pinene 5,230 0,42
2 Camphene 5,607 0,05
3 Sabinene 6,272 0,31
4 1-Octen-3-ol 6,438 0,75
5 B-mircene 6,771 0,23
6 o-Fellandrene 7,197 0,24
7 3-Carene 7,388 0.4
8 a-Terpinolene 7,728 10,61
9 0-Cymene 7,984 6,68
10 y-Limonene 8,074 1,72
11 (E)- B-Ocimene 8,321 0,6
12 Ocimene 8,748 4,47
13 y-Terpinen 9,217 9,88
14 y-Terpinen 9,391 0,05
15 Fenchone 10,120 0,63
16 Linalool 10,659 2,48
17 Camphor 12,274 0,46
18 endo-borneol 13,156 0,61
19 Terpinen-4-ol 13,643 0,53

20 a-terpineol 14,197 0,09
21 Carvacrol 20,212 8,87
22 o-Cubebene 22,368 0,15
23 a-Copaene 23,907 442
24 B-Bourbonene 24,279 0,36
25 B-cubebene 24,634 0,3
26 B-Elemene 24,780 0,49
27 a-Gurjunene 25,663 0,46
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

40
41
42
43
44
45
46
47

48
49
50
51
52
53

54
55

B-Caryophyllene
B-Copaene
trans-a-Bergamotene
Cadina-3,5-diene
a-Humulene
cis-Muurola-4(15),5-diene
Germacrene D
B-Selinene
(-)-Bicyclosesquiphellandrene
Bicyclogermacrene
Aromandendrene

a-Muurolene
8-Isopropenyl-1,5-dimethyl-
cyclodeca-1,5-diene

y-Cadinene
Epicubebol
6-epi-shyobunol
Calamenene
0-Cadinene
Cadina-1,4-diene

a-Cadinene
4,6,6-Trimethyl-2-2(3-
methylbulta-1,3-
dienyl)3oxatricyclo]{octane

Caryophyllene oxide
Palustrol
y-Muurolene
Caryophyllene oxide

a-Elemene
1H-Cycloprop|[e]azulene,
1a,2,3,4,6,7,7a,7b-octahydro-
1,1,4,7-tetramethyl-

Humulene epoxide I1

26,326
26,751
27,269
27,796
28,230
28,670
29,993
30,101
30,335
30,639
30,802
30,916

31,054
31,663
31,765
31,964
32,095
32,354
32,666
32,940

33,535
33,674
34,425
35,130
35,445
35,672

36,445
36,780

4,92
0,19
0,09
0,26
4,02
0,14
10,72
0,36
0,11
1,42
0,09
0,25

0,19
1,53
0,71
0,28
0,1

3,71
0,17
0,06

0,18
0,14
0,12

1,4
2,42
0,11

0,14
0,19
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56 epi-Cubenol 37,175 0,17
Naphthalene, 1,2,3,4,6,8a-
hexahydro-1-isopropyl-4,7-

57 dimethyl- 37,906 0,12
58 T-Cadinol 38,676 1,4
59 d-Cadinol 38,952 0,19
60 T-Muurolol 39,417 1,02
61 Aromadendrene 39,832 0,07
62 Isoledene 41,385 5,39
Benzene, 2-methyl-1,4-bis(1-
63 methylethyl)- 42,642 0,59

1,1,7,7a-Tetramethyl-
1a,2,6,7,7a,7b-hexahydro-1H-
64 cyclopropa[a]naphthalene 45,754 0,11

65 trans-Calamenene 46,676 0,45
1H-Cyclopropa[a]naphthalene,
l1a,2,6,7,7a,7b-hexahydro-
1,1,7,7a-tetramethyl-, [1aR-
(la.alpha.,7.alpha.,7a.alpha.,7b.a

66 Ipha.)]- 46,902 0,08
Benzaldehyde, 4-hydroxy-,
67 oxime 47,354 0,12

Nota: TR: Tiempo de retencion en donde fue identificado el compuesto volatil.

En la tabla 12 se identificaron 67 compuestos volatiles presentes en el aceite
esencial de Plectranthus amboinicus mediante GC/MS y comparados con la libreria
NIST.14. L. El perfil de los picos analizados muestra 10 picos mayoritarios en base

al porcentaje de area y tiempos de retencion para su identificacion.

El primer pico a-Terpinolene con un % de area 10,61 se observo a los 7,728 minutos
de tiempo de retencion; el segundo pico o-Cymene con un % de area 6,68 se observo
a los 7,984 minutos de tiempo de retencion, el tercer pico Ocimene con un area de
con un area de 4,47% en el tiempo de retencion 8,748 minutos; como cuarto pico
se encontro a y-Terpinen con area de 9,88% en el minuto 9,217 ; como quinto pico

se determind Carvacrol con un area 8,87 % en el minuto 20,212; como sexto pico
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a-Copaene con un area de 4,42 %, en un tiempo de retencion de 23,907 minutos; el
séptimo pico, B-Caryophyllene con un area de 4,92 en el tiempo de retencion 26,326
minutos; como octavo pico o-Humulene con un area de 4,02 % en el tiempo de
retencion 28,230 minutos ;como noveno pico Germacrene D con un area de 10,72
%, en el tiempo de retencion 29,993 minutos, siendo el pico més alto; como décimo

pico, Isoledene con un area de5,39 % al minuto 41,385.

Segun (Blacio, y otros, 2025) los compuestos como: Germacrene D, o-Cymene, a-
Copaene y a-Humulene, son parte de los compuestos que se han visto presentados
como componentes principales dentro de las diferentes zonas del sur de Ecuador.
Los compuestos como el Germacrene D, a-Copaene y o-Humulene son
pertenecientes al grupo de los sesquiterpenos no oxigenados y el o-Cymene,
perteneciente al grupo de los monoterpenos no oxigenados, los cuales se ha descrito
que estos grupos presentan actividad antimicrobiana, segin (Huanca, Castro,

Lopez, & Bautista, 2021).

De acuerdo con (Filipe, y otros, 2025), demostrd en su investigacion que o-
Terpinolene y y-Terpinen, son componentes que se presentan cominmente en el
aceite esencial de Plectranthus amboinicus, el cual puede encontrarse en tallos,
partes aéreas y plantas enteras del cual se reporta siete de cada nueve veces como
componente en la literatura. Por otro lado, los compuestos volatiles a-Terpinolene
y y-Terpinen demuestra que tiene propiedad antimicrobiana moderada realizado en
bacterias como la E. coli segin investigaciones descritas por (Kamiya, y otros,

2024).
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Por otro lado, los compuestos volatiles como el Carvacrol y B-Caryophyllene,
fueron diagnosticados como componentes principales del aceite esencial de la hoja
de Plectranthus amboinicus en Taiwan segin “Antimildew Effects of Plectranthus

amboinicus Leaf Essential Oil on Paper” (Kuang & Chen, 2019).

Finalmente, los compuestos como Ocimene ¢ Isoledene, fueron diagnosticados por
(Satongrod & Wanna, 2021) en su investigacion “Potential of essential oils from
leaves of Indian borage (Plectranthus amboinicus) and climbing wedelia (Wedelia
trilobata) against cowpea weevil (Callosobruchus maculatus)”, cumpliendo un
papel sinérgico con los demas compuestos volatiles, es decir, ayuda en la propiedad

antibacteriana.
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4.2. Comprobacion de la hipotesis

De acuerdo con los resultados obtenidos mediante las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana en la investigacion se determino que los tratamientos T2, T3, T4,
mediante analisis de Varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey HSD, si presenta
diferencias significativas entre las medias de los grupos en su efecto antimicrobiano
frente a enterobacterias como Escherichia coli 'y Salmonella entérica, de acuerdo
con los analisis realizados, aceptamos la hipdtesis alterna y rechazamos la hipotesis

nula.
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CAPITULO V

5.1. CONCLUSIONES

Se logroé obtener el aceite esencial de Plectranthus amboinicus mediante el método
de destilacién por arrastre a vapor, teniendo una relacion 1:2 (peso/volumen),
destacando que la técnica es viable para la extraccion de sus compuestos bioactivos
y que el rendimiento de aceite esencial haya sido factible para la utilizacién de las
diferentes pruebas de estudio.

El aceite esencial de Plectranthus amboinicus demostrd poseer actividad
antimicrobiana significativa en los tratamientos de estudio, a través de método de
sensibilidad antimicrobiana por difusion agar frente a las cepas de Escherichia coli
ATCC 25922 y Salmonella entérica ATCC 14028. Cabe recalcar que la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Plectranthus amboinicus contra Salmonella
unicamente es efectiva a su concentracion mas alta (100%) usando el método de
agar difusion. Al comparar su efecto con los antibidticos como grupo testigos, se
analizo su eficacia comparable a la Gentamicina 10 pg, e incluso superando a
Oxitetraciclina 30 pg, debido a la presencia de resistencia frente a las bacterias
usadas en nuestro estudio.

Finalmente, se determino6 que la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Plectranthus amboinicus frente a enterobacterias, se encuentra en un
rango de concentracion de 10% en Escherichia coli ATCC 25922 y 20% en
Salmonella entérica ATCC 14028. Estos valores cuantitativos confirman su

potencial como un agente inhibitorio hacia el crecimiento de las cepas bacterianas.
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5.2. RECOMENDACIONES

Ampliar el estudio mediante la identificaciéon de genes por método de expresion
genética, el cual es una técnica dentro del campo de biologia molecular que
identifica el gen resistente de la bacteria frente a los distintos farmacos
administrados.

Variacion en la metodologia de estudio para futuras investigaciones utilizando
métodos diferentes para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria, el
cual propone complementar estos hallazgos con el método de micro dilucion en

caldo, debido a sus resultados altamente sensibles.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa de ubicacion de la Investigacion
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Anexo 2. Croquis del ensayo

Tratamientos | Cédigo | Descripcion

T1 albl Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Disco de
inhibicion de antibidtico Oxitetraciclina 30ug (testigo)

T2 a2bl Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Disco de
inhibicion de antibidtico Gentamicina 10 ug (testigo)

T3 a3bl Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Pocillo con
aceite esencial al 50% de Plectranthus amboinicus.

T4 adbl Cepa de Escherichia coli ATCC 25922+ Pocillo con
aceite esencial al 100% de Plectranthus amboinicus.

TS alb2 Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Disco de
inhibicién de antibiotico Oxitetraciclina 30 ug (testigo)

T6 a2b2 Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Disco de
inhibicion de antibidtico Gentamicina 10 ug (testigo)

T7 a3b2 Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Pocillo con
aceite esencial al 50% de Plectranthus amboinicus.

T8 a4b2 Cepa de Salmonella entérica ATCC 14028+ Pocillo con

aceite esencial al 100% de Plectranthus amboinicus.




Anexo 3. Resultados de analisis

EE mﬁ&m-mammmi

Analisis de Varianza para Halos de inhibicién - Suma de Cuadrados Tipo Il

Fueme Suma de Cuadrados |Gl | Cuadrado Medio |Racon-F | Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Tratamiento antimicrobiano 1983575 3 |661917 39,83 0,0000
B:Aislados bacterianos 231,125 1 231,125 20,89 0,0001
INTERACCIONES

AB 501,125 3 167,042 15,10 0.0000
RESIDUOS 263,35 24 |11,0625

TOTAL (CORREGIDO) 20835 31

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

El StatAdvisor

La tabla ANOVA descompone la variabilidad de Halos de inhibicion en contribuciones debidas a varios factores. Puesto que se ha escogido la suma de
cuadrados Tipo III (por omision), la contribucion de cada factor se mide eliminando los efectos de los demds factores. Los valores-P prueban la
significancia estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son menores que 0,05, estos factores tienen un efecto estadisticamente
significativo sobre Halos de inhibicion con un 93,0% de nivel de confianza.

Nota: tabla de andlisis de varianza (ANOVA) expuesto por el paquete estadistico
STATGRAPHICS

Pruebas de Multiple Rangos para Halos de inhibicion por Tratamiento antimicrobiano

Meétodo: 95,0 porcentaje Tukey HSD

la

Tratamiento antimicrobiano | Casos | Media LS | Sigma LS | Grupos Homogéneos
1 8 0 117593 |X

3 3 9.5 1,17593 X
2 8 18,875 1,17593 X
4 8 19,125 1,17593 X
Contraste | Sig. | Diferencia | =/~ Limites
1-2 * |-18.875 458879
1-3 * |95 458879
1-4 * 10123 458879

2-3 * 19375 4,58879

2-4 -025 458879

3-4 *  |-9.623 458879

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacion multiple para determinar cudles medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de

salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El asterisco que se encuentra al lado de los 5 pares indica que estos pares muestran

diferencias estadisticamente significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina. se han identificado 3 grupos
homogéneos segiin la alineacion de las X's en columnas. No existen diferancias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una
misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa
(HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5,0% al decir que uno o mds pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es
iguala 0.

Nota: Pruebas de Multiple Rangos expuesto por el paquete estadistico
STATGRAPHICS



Anexo 4. Bases de datos por tratamientos y examenes realizados en los
laboratorios de investigacion y vinculacion

Toma de datos para medios de cultivo

Fecha Mediode cultive  Cantidad de agar (| Agua destilada(ml)  Cantidad de frascos tiempo enmicroondas  Autoclave(tempertura/tiempo)  Cajas petri (#)
111712025 Nutri-agar 15gr 50 ml 1 60 seg 120°C/ 20 min 2
117712025 Mueller-Hinton 19,0gr 475ml 3 18015 seg 120°C/ 20 min 46
14/7/2025  Mueller-Hinton 155g 400 ml 1 180 £15sep 120°C/ 20 min 8

Nota: Registro de fechas y cantidades usadas para preparacion de medios de
cultivo.

A B C D E F G
1
2 Datos a tomarse de inoculacidn de bacterias
3 Fecha hora de inicio hora final Medio de cultivo  Concentracion del aceite ial Aislado bacteri Rep #)
4 161712025 9:00 10:45a. m. Mueller-hinton AE.050% E. coli ATCC 25922 4
5 | 16/7/2025 9:00 10:45a.m. Mueller-hinton A.E.050% Salmonella ATCC 14028 4
6 16/7/2025 11:00 13:15 Mueller-hinton AE.0100% E. coli ATCC 25922 4
7 16712025 11:00 13:15 Mueller-hinton AE.0100% Salmonella ATCC 14028 4
8 | 16/7/2025 14:45 16:15 Mueller-hinton Oxitetraciclina 30 yg E. coli ATCC 25922 4
9 | 16/7/2025 14:45 16:15 Mueller-hinton Oxitetraciclina 30 pg Salmonella ATCC 14028 4
10 16/7/2025 14:45 16:15 Mueller-hinton gentamicina 10 pg E. coli ATCC 25922 4
11 16/7/2025 14:45 16:15 Mueller-hinton gentamicina 10 pg Salmonella ATCC 14028 4 J

Nota: Datos registrados con los tiempos y fechas incubadas incubaron las
muestras de estudio.

A B C D E F G
1
2
3 |Factor A Factor B R1 R2 R3 R4 PROMEDIO (mm)
. ) b1:
1t Oxitets lina 30 0 0 0 0
4 BlDxneacing S Escherichia 0
ba: ; ; n ;
5 Salmanella 3 i ) B 0
: b1:
_ |a2: Gent 10 . 21 20 20 19
[ Escherichia 20
e 21 2 21 7
7 Salmanella 17,75
: b1
3: Plectranth b 50% 20 16 20 19
g a3t Plectranthus amboinicus 5 Escherichia 19
b2: 0 0 0 0
9 Salmonella ) 3 ) B 0
10 a4: Plectranthus amboinicus 100% Esc:herich\a 16 15 25 21 19,5
o2 16 19 24 17
1 Salmonella 19
12
13

Nota: Tabla con interaccion de ambos factores en los halos de inhibicion.
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INFORME DE RESULTADOS
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INFORME DE ENSAYOS N°226-2025

Descripcion de la muestra

Solicitantes

Muestra

Codigo asignado UEB
Estado de la muestra
Envase de recepcion
Analisis requerido(s)
Fecha de recepcion
Fecha de analisis
Fecha de informe
Técnico asignado

Luis Andrés Jiménez Lopez — Gilmar Steven Sangucho Moreno

Aceite de Piectranthus amboinicus
INV 717
Liquido

Frasco de vidrio color ambar con 1.5 mL aprox de muestra
Identificacion de compuestos volatiles por GC-MS

15 de julio de 2025

22 de julio al 30 de julio de 2025
30 de julio de 2025

ECCR

RESULTADOS OBTENIDOS
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UNIVERSIDAD
BOLIVAR

LABORATORIOS DE INVESTIGACION Y

Codigo FPG12-01

. VINCULACION
DIRECCION DE
Laguacoto I, Km 1 1/2, via a San Simén, Cantén 22
lYN\\III isgllj?_:g:g: Guaranda, Provincia Bolivar, Ecuador. Versién 1
Aiio 2025

INFORME DE RESULTADOS
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EQUIPO GC AGILENT TECHNOLOGIES 7890 B
DETECTOR AGILENT TECHNOLQGIES 5977A MSD
COLUMNA Columna HP-5MS (30m x 0.250mm x 0.25pm)

METODO CROMATOGRAFICO

Temperatura del inyector: 250°C; Modo de
inyeccion: Split 40:1. Programa térmico:
Temperatura del horno 60°C durante 1 minuto, se
incrementé de 60°C a 100°C con una rampa de
temperatura de 3°C/min durante 2 min;
posteriormente se incrementé de 100 °C a 160°C a
razon de 2°C /min durante 5 min; finalmente la
temperatura se elevo de 160°C a 280°C a razon de
5°C/min durante 15 min. Tiempo total de corrida:
90.333 minutos;Temperatura del detector: 280°C

Tiempo de retencion

N° Compuesto (i) Area (%)
1 1R-0-Pinene 5,230 0,42
2 Camphene 5,607 0,05
3 Sabinene 6,272 0,31
4 1-Octen-3-ol 6,438 0,75
5 B-mircene 6,771 - 0,23
6 a-Fellandrene 7,197 0,24
7 3-Carene 7,388 0,4
8 o-Terpinolene 7,728 10,61
9 o-Cymene 7,984 6,68

10 y-Limonene 8,074 1,72

11 (E)- B-Ocimene 8,321 0,6
12 Ocimene 8,748 447
13 y-Terpinen 9,217 9,88
14 y-Terpinen 9,391 0,05
15 Fenchone 10,120 0,63
16 Linalool 10,659 2,48
17 Camphor 12,274 0,46
18 endo-borneol 13,156 0,61
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19 Terpinen-4-ol 13,643 0,53
20 a-terpineol 14,197 0,09
21 Carvacrol 20,212 8,87
22 a-Cubebene 22,368 0,15
23 a-Copaene 23,907 4,42
24 B-Bourbonene 24,279 0,36
25 B-cubebene 24,634 0,3
26 B-Elemene 24,780 0,49
27 a-Gurjunene 25,663 0,46
28 B-Caryophyllene 26,326 4,92
29 B-Copaene 26,751 0,19
30 trans-a-Bergamotene 27,269 0,09
31 Cadina-3,5-diene 27,796 0,26
32 o-Humulene 28,230 4,02
33 cis-Muurola-4(15),5-diene 28,670 0,14
34 Germacrene D 29,993 10,72
35 B-Selinene 30,101 0,36
36 (-)-Bicyclosesquiphellandrene 30,335 0,11
37 Bicyclogermacrene 30,639 1,42
38 Aromandendrene 30,802 0,09
39 a-Muurolene 30,916 0,25
40 8-Isopropenyl-1,5-dimethyl-cyclodeca-1,5-diene 31,054 0,19
41 y-Cadinene 31,663 1,53
42 Epicubebol 31,765 0,71
43 6-epi-shyobunol 31,964 0,28
44 Calamenene 32,095 0.1
45 5-Cadinene 32,354 3,71
46 Cadina-1,4-diene 32,666 0,17
47 a-Cadinene 32,940 0,06
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4,6,6-Trimethyl-2-2(3-methylbulta-1,3-
B dienyl)3oxatricyclo}{octane 33,535 0.18
49 Caryophyllene oxide 33,674 0,14
50 Palustrol 34,425 0,12
51 y-Muurolene 35,130 1,4
52 Caryophyllene oxide 35,445 2,42
53 a-Elemene 35,672 0,11
1H-Cycloprop[e]azulene, 1a,2,3,4,6,7,7a,7b-
54 octahydro-1.1.4,7-tetramethyl- 36445 G14
55 Humulene epoxide 36,780 . 0,19
56 epi-Cubenol 37,175 0,17
Naphthalene, 1,2,3,4,6,8a-hexahydro-1-
ar isopropyl-4,7-dimethyl- 37,906 0,12
58 T-Cadinol 38,676 1,4
59 o-Cadinol 38,952 0,19
60 T-Muurolol 39,417 1,02
61 Aromadendrene 39,832 0,07
62 Isoledene 41,385 5,39
63 Benzene, 2-methyl-1,4-bis(1-methylethyl)- 42,642 0,59
64 1,1,7 7a-Tetramethyl-1a,2,6,7,7a,7b-hexahydro- 45,754 0.11
1H-cyclopropa[a]naphthalene
65 trans-Calamenene 46,676 0,45
B 1H-Cyclopropala]naphthalene, 1a,2,6,7,7a,7b-
66 hexahydro-1,1,7,7a-tetramethyl-, [1aR- 46,902 0,08
(1a.alpha.,7.alpha.,7a.alpha.,7b.alpha.)]-
67 Benzaldehyde, 4-hydroxy-, oxime 47,354 0,12

Los compuestos fueron identificados con la Libreria NIST14.L.

#TSTDRO FAVIAN BAYAS
REJON

PWERIKA CAROLINA
ORTES ROJI\S”WP
[OpTRE TS
Ing. Erika Cortés Rojas MSc. Ing. Favian Bayas Morejon PhD.
Técnica de Laboratorio DIVIUEB Director DIVIUEB
ELABORADO REVISADO
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INFORME DE ENSAYOS N° 210
DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Solicitante Andrés Jiménez - Gilmar Sangucho

Muestra Hojas de oreganon (Plectranthus amboinicus)

Cadigo asignado UEB INV 626

Estado de la muestra Sodlido - Fresco

Envase de recepcion Carton con aprox. 15.20 kg de contenido de muestra

Proceso requerido(s) Obtencion de aceite esencial
Fecha de recepcioén 16 de junio de 2025
Fecha de analisis 16 de junio al 11 de julio de 2025
Fecha de informe 15 de julio de 2025
Técnico (s) asignado MFQM

RESULTADOS OBTENIDOS
Cédigo de ; Cantidad de
laboratorio s SHiotec Tanich aceite obtenido
Hojas frescas de . gt o
INV626 | oreganén (Plectranthus | OPtenciénde | Destilacion por 5.46 mi
amboinicus) aceite esencial arrastre de vapor

Ing. Maria Fernanda Quinteros

TECNICA DE LABORATORIO DIVIUEB

ELABORADO




Anexo 5. Fotografias del trabajo de investigacion

Nota: Liplzayseleccién de hojas de Plectranthus amboinicus para procedimiento de
destilacion por arrastre de vapor.

e e Lo y i N
Nota: Utilizacion y preparacion de la muestra mediante el equipo de destilacion por
arrastre a vapor



b N 4
N, N

Nota: Obtencio

N EESap

Nota: Utilizacin de 1,5 gr de Nutrient Agar para reactivacion de cepas bacterianas
ATCC




UELLER HINTON AGAR

agents isolated from clinical samples.

Nota: Utilizacién de Autoclave a 120 °C/20 minutos, par reactivacion de cepas ATCC
en Agar Nutritivo y Agar Mueller-Hinton




= P f - . -.v: " U oy
Nota: Refrigeracion para el proceso de gelificacion y aplicacion de materiales para
activacion de cepas bacterianas

Nota: Visualizacién de cepas bacterianas izqierda: Escherici coli TCC 25922;
derecha: Salmonella ATCC 14028



Nota: Realizacion del inéculo ajustado a una tubidez 0.5 McFarland

: p ’ < N .
Nota: Aplicacion de aceite esencial de Plectranthus amboinicus al 50% y 100%dentro
de las siembras con Agar Mueller-Hinton hisopadas con las bacterias estudiadas.

Nota: Utilizacion de discos con Gentamicina 10 pg y Oxitetraciclina 30 ug como grupo
testigo.



0
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Nota: Colocacion de medios a incubadora por un tiempo de 24 H para la proliferacion
de bacterias y observar su sensibilidad al tratamiento.

]

!

Nota: Visualizacion de prueba de sensibilidad con discos de Oxitetraciclina 30 pg contra
las bacterias tratadas.



4!

Nota: Visualizacion de prueba de sensibilidad con discos de Gentamicina 10 LLg contra
las bacterias tratadas.

Nota: Visualizacion de prueba de sensibilidad con aceite esencial de Plectranthus
amboinicus al 50% y 100% contra Salmonella entérica.

Nota: Visualizacion de prueba de sensibilidad con aceite esencial de Plectranthus
amboinicus al 50% y 100% contra Escherichia coli.



Nota: : Visualizacion de prueba de sensibilidad con aceite esencial de Plectranthus
amboinicus con las diferentes concentraciones realizadas en el CMI frente a las distintas
bacterias tratadas.

pa

Nota: Medici(')n de halos de inhibicion.




¥ _L'\ i
a: Preparacion de muestra para realizacion de analisis cromatografico.

Nota: Realizacion de analisis cromatografico comparado con la libreria NIST.14.L.



Anexo 6. Fichas de recoleccion de datos

UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS DE RECURSOS NATURALES Y DEL AMBIENTE

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

FICHA DE CONTROL DE DATOS

Hojas Agua Tiempo de Cantidad de
Fecha frescas destilada tem P . r aceite final Observaciones
destilacion .
(gr) (ml) obtenido

23/6/2025 400 800 2:05 Se ajust6 la formula
obteniendo aceite

23/6/2025 400 800 2:15 mediante ¢l tubo

23/6/2025 400 800 2:08 decantado  través de §
estilaciones, para que

24/6/2025 400 800 2:05 el aceite esencial sea
4 isible para su

24/6/2025 400 800 2:00 T

24/6/2025 400 800 2:00

25/6/2025 400 800 2:05

25/6/2025 400 800 2:00 |NES

25/6/2025 400 800 2:00 Se ajust6 la formula
obteniendo aceite

26/6/2025 400 800 2:05 mediante el  tubo

26/6/2025 400 800 2:00 decantado a través de §
estilaciones, para que

26/6/2025 400 800 2:00 el aceite esencial sea
mas visible para su

30/6/2025 400 800 2:05 recoleceion.

30/6/2025 400 800 2:00

30/6/2025 400 800 2:00

1/7/2025 400 800 2:05 L5

1/7/2025 400 800 2:00 Se ajusto la formula
obteniendo aceite

1/7/2025 400 800 2:00 mediante el tubo

2/7/2025 400 800 2:05 geczl'rlltafjo a través de 8
estilaciones, para que

2/7/2025 400 800 2:00 el aceite esencial sea
mas visible para su

2/7/2025 400 800 2:00 recoleccion.

3/7/2025 400 800 2:05

3/7/2025 400 800 2:00

3/7/2025 400 800 2:00 _

7/7/2025 400 800 2:05 Se ajusto la formula
obteniendo aceite

7/7/2025 400 800 2:00 mediante el tubo

7/7/2025 400 800 2:00 deeanado a traves de §
estilaciones, para que

8/7/2025 400 800 2:05 el aceite esencial sea

8/7/2025 400 800 2:00



8/7/2025 | 400 | 800 o 2:00 | | mis visible para su
recoleccion.
9/7/2025 | 400 | 80 | 2:00 | |
9/7/2025 ‘ 400 ‘ 800 ‘ 2:00 ‘ -
9/7/2025 | 400 | 80 | 2:00 | | Se ajustd la formula
obteniendo aceite
10/7/2025 | 400 | 800 \ 2:00 | | mediante ol tubo
1072025 | 400 | 800 | 2:00 | | decantado a través de 3
destilaciones, para que
10/7/2025 | 400 | 800 | 2:00 | | el aceite esencial sea
1172005 | 400 | 800 | 2:00 | | o ™
w e e .

11/7/2025 ‘




UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS DE RECURSOS NATURALES Y DEL AMBIENTE
CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA
FICHA DE CONTROL DE DATOS

Fecha # Muestra Halos de inhibiciéon Observaciones
17/07/2025 T1R1 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 TIR2 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T1R3 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T1T4 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T2R1 21 mm
17/07/2025 T2R2 20 mm
17/07/2025 T2R3 20 mm
17/07/2025 T2R4 19 mm
18/07/2025 T3R1 20 mm
18/07/2025 T3R2 17 mm
18/07/2025 T3R3 20 mm
18/07/2025 T3R4 19 mm
18/07/2025 T4R1 16 mm
18/07/2025 T4R2 15 mm
18/07/2025 T4R3 25 mm
18/07/2025 T4R4 21 mm
17/07/2025 T5R1 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T5R2 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 TSR3 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T5R4 N/A No hubo inhibicion- Resistente
17/07/2025 T6R1 21 mm
17/07/2025 T6R2 22 mm
17/07/2025 T6R3 21 mm
17/07/2025 T6R4 7 mm
18/07/2025 T7R1 N/A No hubo inhibicién- Resistente
18/07/2025 T7R2 N/A No hubo inhibicién- Resistente
18/07/2025 T7R3 N/A No hubo inhibicion- Resistente
18/07/2025 T7R4 N/A No hubo inhibicién- Resistente
18/07/2025 T8R1 16 mm
18/07/2025 T8R2 19 mm
18/07/2025 T8R3 24 mm

18/07/2025 T8R4 17 mm



UNIVERSIDAD ESTATAL DE BOLIVAR
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS DE RECURSOS NATURALES Y DEL AMBIENTE

CARRERA DE MEDICINA VETERINARIA

FICHA DE CONTROL DE DATOS

Fecha Bacteria Concen: raciones -Ha-lo‘s -d’e Observaciones
(%) inhibicion
0
22/72025 | E. coli 70% 16 mm
0
22/7/2025 | E. coli 50% 15 mm
0
22/7/2025 | E. coli 30% 13 mm
0
22/7/2025 | E. coli 20% 8 mm
. :
22/72025 | E. coli 10% N/A No hubo presencia de
inhibicidn- Resistente
0
22/7/2025 | Salmonella 70% 11 mm
0
22/7/2025 | Salmonella 50% 9 mm
0
22/7/2025 | Salmonella 30% 7 mm
- :
22/7/2025 | Salmonella 20% N/A No hubo presencia de
inhibicidn- Resistente
= .
22/7/2025 | Salmonella 10% N/A No hubo presencia de

inhibicioén- Resistente



Anexo 7. Glosario de términos técnicos.
Agar Mueller-Hinton: Medio de cultivo estandarizado utilizado para

determinacion de pruebas de sensibilidad antimicrobiana en bacterias.

Arrastre de vapor: Técnica de extraccion de aceites esenciales mediante vapor de

agua de manera indirecta, separando compuestos volatiles.

Cepa: Subpoblacion de microorganismos derivada de una tnica célula madre,

utilizada en investigacion.

Cromatografia de gases: Técnica analitica para separar e identificar compuestos

volatiles de una mezcla.

Difusion en disco: Método para evaluar la sensibilidad bacteriana mediante discos

impregnados con sustancias activas.

Efecto prooxidante: Mecanismo por el cual ciertos compuestos inducen dafio en la

membrana bacteriana por oxidacion.

Enterobacteriaceae: Familia de bacterias gramnegativas, cominmente implicadas

en infecciones intestinales.

Espectrometria de masas: Técnica que permite identificar compuestos a partir de

su masa molecular acoplado a la cromatografia.

Fitoconstituyente: Sustancia quimica natural presente en plantas con actividad

biologica.

Inéculo: Suspension de microorganismos utilizada para iniciar un cultivo.



Kirby-Bauer: Técnica de sensibilidad antimicrobiana que mide halos de inhibicion

alrededor de discos.

McFarland: Estandar de turbidez que permite ajustar la concentracion bacteriana

en ensayos microbioldgicos.

Monoterpenos: Grupo de compuestos orgdnicos con actividad antimicrobiana,

comunes en aceites esenciales.

Plectranthus amboinicus: Planta medicinal conocida como oreganon, con

presencia de propiedades antimicrobianas.

Resistencia bacteriana: Capacidad de una bacteria para sobrevivir frente a un
antibiotico.
Sesquiterpenos: Compuestos terpénicos con potencial antimicrobiano y

antiinflamatorio.

Sinergismo: Efecto conjunto entre dos sustancias que produce una acciéon mayor

que la suma de sus efectos individuales.

Suspension bacteriana: Mezcla homogénea de bacterias en solucion, lista para ser

inoculada.



