BNI\-"ERSIDA[?@ } %

TRABAJO DE FIN DE MASTER

APLICACION DE ACEITES ESENCIALES PARA EL CONTROL DE
Salmonella Typhimurium AISLADA DE CASOS CLINICOS EN
DIFERENTES ESPECIES ANIMALES

Presentado por

ANA LUCIA SOLARTE PORTILLA
Master en Medicina, Sanidad y Mejora Animal
2015



de Postgrado

DNA. BELEN HUERTA LORENZO
Profesora Contratada Doctor del Departamento de Sanidad Animal
Universidad de Cordoba

INFORMA:

Que el trabajo que presenta la Médica Veterinaria, Dfia. Ana Lucia Solarte Portilla, con el
titulo “Aplicacion de aceites esenciales para el control de Salmonella Typhimurium aislada
de casos clinicos en diferentes especies animales”, como requisito para la obtencion del
Master en Medicina, Sanidad y Mejora Animal, ha sido realizado en los laboratorios del
Departamento de Sanidad Animal, bajo mi direccién y asesoramiento. Una vez redactado
el presente trabajo, ha sido revisado, reuniendo a mi juicio todos los requisitos necesarios

para su lectura y defensa ante tribunal. Para que conste se expide el presente informe.

Cordoba, a 3 de julio de 2015

Fdo.: Belén Huerta Lorenzo



AGRADECIMIENTOS

Llegué a la Madre Patria con grandes esperanzas e ilusiones, tan grandes como la
distancia que me separa de mi querida Colombia. Con incertidumbres pero con fe en
Dios asumi el reto de aprender y €l con su infinito amor, puso en mi camino personas
maravillosas que con sus cualidades han aportado para que esta experiencia sea
trascendental para mi vida; por eso, hoy puedo decir con una sonrisa dibujada en mi
rostro que todo ha “merecido la pena” y por eso, con aprecio y admiracion aprovecho
estas lineas para agradecer de corazdn todo lo que han hecho.

A la Dra. Belén Huerta Lorenzo, por su invaluable apoyo, por su vocacion de
servicio y de ensefianza, por hacerme mejor profesional y mejor persona. Gracias por
las horas dedicadas a este trabajo y sobre todo gracias por estar pendiente de mi y de mi
familia.

Al Dr. Rafael Astorga, que con paciencia ha estado dispuesto a resolver mis
dudas, y con la mayor voluntad me ha guiado en cada paso de este proyecto, sus
ensefianzas y su apoyo han sido esenciales para mi formacion.

A los Dres. Carmen Tarradas Iglesias, Alfonso Maldonado Garcia e Inmaculada
Luque Moreno, por forjar mi gusto y vocacion por el fascinante mundo de la sanidad
animal, por hacerme sentir como un miembro mas de su Grupo de Investigacion y sobre
todo por “creer en mi”, mi admiracion y gratitud para ustedes.

Agradecimientos sinceros a mis compafieros del Master con quienes dia a dia he
aprendido que el trabajo en equipo es la mejor estrategia para crear ciencia y calidez
humana; por hacer con su alegria y motivacion tan amenas las horas de trabajo. A
Belén, por brindarme ademas de su amistad, sus conocimientos y sus valiosos consejos;
a Angela por contagiarme con su carisma y brindar siempre una sonrisa, por ofrecerme
su apoyo incondicional y a mi amiga Lidia por su amistad, su alegria contagiosa y su
optimismo.

Un agradecimiento especial a mi madre quien a pesar de la distancia me
acompafa con su amor y sus bendiciones, a ti gracias por ensefiarme que con esfuerzo y
dedicacion todo es posible. A Luisa y a Mauricio los seres mas importantes de mi vida,
mis grandes amores, gracias por compartir conmigo esta aventura, por estar aqui cuando
mas los necesitaba, gracias por la paciencia, por su amor, gracias por sus palabras, sus

silencios y por sobrellevar mis ausencias. Mi corazén siempre sera suyo... Los amo!



INDICE

Pag.

RESUMEN ettt nnne s 1
SUMMARY ettt e e 2
INTRODUCCION ..ottt 3
OBUJIETIVOS .ttt e e b e 6
MATERIALY METODOS ....cooviviiirciiesieeeee et seessssesissssssessssssssssssssss s sen s snes 7
MATERIAL ..ot neesnne s 7
AISIamientos DACEITANDS .........ccviiiiiiiieiee e 7
ACEITES BSENCIAIES ... 9
IMETODOS ..ottt 10
Preparacion del INOCUID .........ccoveiiiiiieiee e 10
Método de difuSion PO AISCOS ......cevveierieriiiiiiie e 11
Meétodo de microdilucion en Caldo ...........coeveiiiiiiiiiiee e 11
ANALISIS ESLAUISTICO ...o.veiiiiieiieiieie s 12
RESULTADOS ...ttt 13
DISCUSION ..ottt 18
CONGCLUSIONES ... 21

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......ccooviiiieieeeeeeeeie e 22



Méster en Medicina, Sanidad y Mejora Animal

APLICACION DE ACEITES ESENCIALES PARA EL CONTROL DE
Salmonella Typhimurium AISLADA DE CASOS CLINICOS EN DIFERENTES
ESPECIES ANIMALES

RESUMEN

Los animales de abasto constituyen el principal reservorio de bacterias resistentes para el
hombre a través del contacto directo y el consumo de alimentos. La creciente inquietud por la
seguridad alimentaria “‘desde la granja a la mesa” ha llevado a la busqueda de nuevas
alternativas para el control de los microorganismos implicados en toxi-infecciones alimentarias,
como salmonela. El presente es un ensayo in vitro de la actividad antimicrobiana de diez aceites
esenciales frente a 23 cepas de S. Typhimurium, aisladas de casos clinicos en distintas especies
animales. En el estudio inicial de cribado, realizado con el Test de difusién por discos frente a
diez de las cepas, se determind la ausencia de actividad del aceite de naranja y se seleccionaron
los aceites de tomillo rojo, orégano, tomillo vulgar, clavo y canela para el estudio cuantitativo
(2 halo de inhibicion 15,07-20,87mm). Por Microdilucion en caldo se valor6 la actividad
inhibidora (CMI) y bactericida (CMB) frente al total de cepas del estudio, obteniendo los
mejores resultados con el orégano, tomillo rojo y tomillo vulgar (CMIs 0,048-0,126% y CMBs
0,060-0,156%). Adicionalmente, para determinar la potencia microcida se estimé el indice
CMB/CMI, encontrando en todos los casos valores muy proximos a la unidad, lo que demuestra
la capacidad de estos aceites para inhibir y destruir la bacteria con una misma concentracioén. En
ambos test de ensayo se observaron diferencias en la sensibilidad de las cepas a un mismo aceite,
por lo que se calculd la CMlIsy, CMIgy, CMBsy y CMByj, y sus respectivos indices. Destacar la
capacidad del orégano para inhibir y destruir el 50% y el 90% de las cepas estudiadas a una
concentracion del 0,03% y 0,06%, respectivamente (CMBso/CMlsy y CMBgyCMlIgy = 1).
Finalmente, no se hallaron diferencias significativas entre los aislamientos sensibles y resistentes

a los antimicrobianos.

Palabras claves: Aceites esenciales, Salmonella Typhimurium, actividad antimicrobiana, casos

clinicos.
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USE OF ESSENTIAL OILS TO CONTROL Salmonella Typhimurium FROM
CLINICAL CASES IN DIFFERENT ANIMAL SPECIES

SUMMARY

Livestock are the main reservoir of resistant bacteria that may infect humans by means of
direct contact and food consumption. The increasing concern about food safety "from farm to
table” has led to the research of new alternatives in the control of microorganisms involved in
food-borne infections such as Salmonella. This in vitro study has been designed to determine the
antimicrobial activity of ten essential oils against 23 S. Typhimurium strains, isolated from
different animal clinical cases. The initial screening study, conducted following the disk diffusion
test against ten of the strains, showed the lack of activity of orange oil, whereas red thyme,
oregano, common thyme, clove and cinnamon oils were selected for the quantitative study (<
inhibition halo 15.07-20.87 mm). By the Broth microdilution test, inhibitory (MIC) and
bactericidal (MBC) activities of selected oils were assessed against the total of strains under
study, showing oregano, red thyme and common thyme the best results (MICs from 0.048% to
0.126% and MBCs from 0.060% to 0.156%). Additionally, to determine the microcidal power,
MBC/MIC ratio was estimated, which resulted in all cases very close to unity value. This
demonstrates the ability of these oils to inhibit and destroy the bacteria at the same
concentration. In both tests, differences in strains sensitivity to the same oil were observed, so
MICsy, MICyy, MBCsy and MBCy, and their rates were calculated. It stands out the oregano
ability to inhibit and kill 50% and 90% of the studied strains at a concentration of 0.03% and
0.06%, respectively (MBCsy/ MICsy and MBCyy/MICqy = 1). Finally, no significant differences

between sensitive and resistant antimicrobial isolates were found.

Keywords: Essential oils, Salmonella Typhimurium, antimicrobial activity, clinical cases
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INTRODUCCION

El género Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta formado por un
grupo homogéneo de bacilos gram negativos, moéviles, no formadores de esporas, capaces de
multiplicarse a temperaturas entre 7 °C y 45 °C y persistir durante meses sobre substratos
orgéanicos (Coma, 2001). En base a los estudios de ADN, se distinguen en el género dos especies:
Salmonella bongori y Salmonella entérica, esta tltima dividida a su vez en seis subespecies:
enterica, arizonae, diarizonae, houtenae, indica y salamae (Caffer y Terragno, 2001; Echeita et
al., 2011). Los serotipos de S. enterica subsp. enterica tienen nombre propio, como S.
Typhimurium y S. Enteritidis (Popoff et al., 2003).

Estos microorganismos se hallan ampliamente distribuidos en la naturaleza abarcando un
amplio rango de huéspedes, incluido el hombre, en los cuales producen un amplio espectro de
enfermedades (Parra et al., 2002; Luz et al., 2014). La mayoria de los serotipos no son patdogenos
en su hospedador animal natural, lo que significa que estos animales permanecen como
portadores asintomaticos que eliminan la bacteria en las heces durante mucho tiempo (Vadillo et

al., 2002).

Las toxiinfecciones alimentarias producidas por el género Salmonella representan uno de
los principales problemas de salud publica en todo el mundo. (Pefialver et al., 2005) La gran
mayoria de estos procesos aparecen asociados al consumo de productos aviares contaminados
con S. Enteritidis, si bien, en las ultimas décadas se ha detectado un aumento de la frecuencia y
gravedad de las infecciones producidas por el serotipo Typhimurium de origen aviar y porcino
(Calvert et al., 1998; Luz et al., 2014). Las ultimas investigaciones indican, ademas, que el
contacto del hombre con animales, principalmente de compafiia y pequefios roedores como el
cobaya (Cavia porcellus), se considera un importante modo de transmision que debe tenerse

presente en la lucha contra la Salmonelosis (Bartholomew et al., 2014).

La principal estrategia para el control de esta infeccion consiste en la administracion de
antibidticos que, si bien pueden producir la curacién clinica, raramente evitan el estado de
portador. Por ello tras el primer brote de salmonelosis, excepto si se instaura un plan de
erradicacion, es facil que la infeccion se perpetlie en los lotes de engorde con una proporcion
elevada de animales portadores, y el consiguiente riesgo de contaminacién de las canales o de los

productos carnicos destinados al consumo humano (Rautiainen et al., 2002). En el afio 2003, la
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Union Europea publicaba un Reglamento especifico (2160/2003) que promovia sistemas de
control que abarcasen toda la cadena alimentaria y destacaba el problema de las
multirresistencias bacterianas, asociado por muchos autores al uso inadecuado de los
antimicrobianos en medicina veterinaria (Gebreyes et al., 2000; Huerta et al., 2005; Martinez,
2014). Como consecuencia, en 2006, se prohibia el uso de los antimicrobianos como promotores
del crecimiento animal (Reglamento 1831/2003) y comenzaba la busqueda de nuevos
antimicrobianos entre los acidos organicos y los aceites esenciales (Manzanilla et al., 2004;

Dubois-Brissonnet et al., 2011)

Los aceites esenciales son sustancias olorosas producidas en el metabolismo secundario de
las plantas aromaticas y almacenadas en distintos 6érganos de la planta, que se obtienen mediante
destilacion o expresion del material vegetal (Crop, 2001; Mith et al., 2014). En su composicion
(quimiotipo) pueden intervenir varios compuestos de aromas volatiles, como hidrocarburos
(terpenos), alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres y fenoles, variando en funcion del grado
de madurez de la planta, su origen geografico (temperatura, caracteristica del terreno,
fertilizantes, etc.), el organo, el método de extraccion, etc. (Oladimeji et al., 2001; Lahlou y

Berrada, 2003; Martinez ,2014).

Si bien los compuestos mayoritarios de los aceites pueden constituir hasta un 85% del
total, debido al efecto sinérgico de los componentes presentes en trazas el aceite esencial en su
totalidad tiene mayor actividad que sus principales principios activos (Bauer et al., 2001; Burt,
2004). De igual modo, debido a su complejidad quimica es muy probable que el efecto
antimicrobiano sea debido a la accién combinada de varios mecanismos sobre distintas
localizaciones de la célula (Skandamis et al., 2001; Carson et al., 2002; Rota et al., 2004; Said et
al., 2015).

Las propiedades medicinales de los aceites esenciales han sido destacadas y utilizadas de
forma empirica por el hombre desde la antigiiedad, si bien, es en las tltimas décadas cuando se
han incrementado las investigaciones sobre sus propiedades farmacoldgicas y antimicrobianas
(Rota et al., 2004; Tiwari et al., 2005; Martinez 2014). Los trabajos desarrollados han
demostrado, en general, una notable sensibilidad a los aceites esenciales, asi como una reduccion
considerable de las dosis de algunos antibioticos si se usan combinados con aceites (Palaniappan
y Holley, 2010; Becerril et al., 2012; Yap et al., 2014). Sin embargo, y a diferencia de los

antibidticos, no existe un protocolo estandarizado para el estudio in vitro de los aceites esenciales
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que permita comparar los resultados, establecer puntos de corte entre sensibilidad y resistencia y

determinar la dosis adecuada de prescripcion (Ross et al., 2001; Peinado et al., 2012).

En general, la mayoria de autores toman como referencia para el estudio de los aceites los
métodos estandarizados por el Clinical and Laboratory Standards Institute para el desarrollo de
pruebas con bacterias de origen animal (CLSI, 2009). El Test de difusion por disco, es utilizado
habitualmente como prueba de screening, (Dorman y Deans, 2000; Burt, 2004; Silva et al, 2013;
Fratini et al., 2014), si bien encontramos notables diferencias en la bibliografia con respecto al
volumen de aceite dispensado en los discos (2-50 ul) y la concentracién del inéculo (10°-10"
UFC/ml) (Maguna et al., 2006; Sanchez et al., 2011; Luz et al. 2014; Mith et al., 2014; Apolonio
et al., 2014). En nuestros trabajos previos comprobamos ademas que algunos aceites son capaces
de enmascarar la actividad de otros aceites como consecuencia de la inhibicion completa del
inéculo por sus componentes volatiles y que, segun la viscosidad del aceite, la cantidad final
absorbida por el disco podia ser diferente. Recomendamos por ello, ensayar un tnico aceite por

placa de agar en un volumen de 30 ul por disco (Huerta et al., 2014).

Los métodos seguidos para cuantificar la actividad de los aceites suelen ser la difusion por
disco o la dilucion en caldo, encontrando igualmente diferencias en el volumen de aceite por
disco, la concentracion final del indculo (10°-10° UFC/ml) y la adicion al diluyente de sustancias
emulsionantes (Silva et al., 2013; Fratini et al., 2014; Huerta et al., 2014). La reproducibilidad
de estos métodos de dilucion es sélo adecuada (Kappa 0,61-0,78), debido probablemente a la
dificultad para diluir los aceites en el caldo (Gutiérrez, 2006), por lo que habitualmente en cada
prueba se realizan dos o mas ensayos. A todos estos factores debemos unir la variabilidad
observada en la actividad de un mismo aceite como consecuencia de diferencias en su
composicion quimica, asociadas al origen, época de recoleccion, método de extraccion, etc.

(Oladimeji et al., 2001; Lahlou y Berrada, 2003).

La mayoria de estudios realizados con aceites se limitan a determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) para una cepa de referencia o un nimero reducido de aislamientos
clinicos. En estas circunstancias, la CMI, definida como la menor concentracion de
antimicrobiano que previene el crecimiento visible de microorganismos tras 18-24 horas de
incubacién, proporcionaria una idea de la concentraciéon que es necesario superar en el lugar de
la infeccion para inhibir estos aislamientos (Griffin et al., 2000; Becerril et al., 2012). Sin

embargo, y a diferencia de los antibidticos, no se han realizado a penas estudios para determinar
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la distribucion de la sensibilidad en las poblaciones bacterianas (MacGowan y Wise, 2001; FAO,
2004; CLSI, 2009). Estos ensayos, realizados con 50-500 aislamientos de campo, permitirian
ademas establecer la CMIsy y la CMly,, determinadas como la menor concentracion de producto
capaz de inhibir el crecimiento del 50% y del 90% de los aislamientos de campo estudiados

(Silveira et al., 2005; Martinez et al., 2013).

Otro parametro que puede ayudar a valorar la actividad de una sustancia, raramente
estimado para los aceites esenciales, es la Concentracion Minima Bactericida (CMB), definida
como la menor concentracion que reduce la poblacion inicial de colonias viables en un 99,9%,
después de una incubacion de 18-24 horas en caldo de cultivo (Grau et al., 2005; Rodriguez et
al., 2012). La relacion entre la CMB y la CMI nos permite valorar la potencia de un
antimicrobiano, de forma que cuanto mas se acercan los dos valores mayor es el efecto
microcida. Es de suponer que en los antibidticos bactericidas, la CMI no difiera mucho de la
CMB, variando habitualmente en una o dos diluciones (Grau et al., 2005; Schwarz et al., 2010;
Martinez et al., 2013).

En el caso de Salmonella spp., los numerosos estudios realizados han puesto de manifiesto
el potencial antimicrobiano de algunos aceites, si bien la cantidad de cepas ensayadas es en
muchos casos reducido y se han observado variaciones en la CMI entre aislamientos y serotipos

(Ross et al., 2001; Huerta et al., 2004; Penalver et al., 2005).

El principal objetivo de este TFM era valorar la actividad antimicrobiana in vitro de diez
aceites esenciales frente a cepas clinicas de Salmonella Typhimurium a fin de hallar un aceite
potencialmente activo para su posterior estudio in vivo. Para cumplir este objetivo general se

plantearon tres objetivos especificos:

1. Estudio cualitativo de diez aceites esenciales mediante el Test de difusion por discos y

seleccion de los aceites para el estudio cuantitativo.

2. Valoracion de la actividad inhibitoria (CMI) y bactericida (CMB) de los aceites

seleccionados, y de su posible variacion en funcion del perfil antimicrobiano de las cepas.

3. Estudio preliminar de la distribucion de la sensibilidad bacteriana a los aceites

esenciales: determinacion de la CMIsy, CMIgy, CMBsg y CMByy.
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MATERIAL Y METODOS

1. MATERIAL DE ESTUDIO

Aislamientos bacterianos

En el presente trabajo se utilizaron 22 aislamientos de Salmonella Typhimurium de la
Coleccion de Cultivos del Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Coérdoba,
aislados entre 1997 y 2006 a partir de casos clinicos en distintas especies animales. El
aislamiento, serotipificacion, fagotipificacion y perfil de resistencia antimicrobiana se realiz6
segun recomendaciones del Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella y Shigella
(LNRSSE, Madrid-Espana), utilizando los bacteriéfagos especificos suministrados por el
Laboratorio Internacional de Referencia de Fagotipia en Salmonellas (Colindale, Londres-Reino

Unido) (Astorga et al., 2002; 2005). Todos los aislamientos se conservaron hasta su utilizacion a

-20 °C en criobolas (Criobank ™, Londres-Reino Unido).

Para el estudio preliminar se seleccionaron al azar 10 de las 22 cepas de S. Typhimurium
(Tabla 1), mientras que el estudio cuantitativo se realiz6 con el total de aislamientos. Como
control de calidad, se incluy6 en todos los ensayos una cepa de S. Typhimurium de la Coleccioén
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT 7162), aislada por nuestro Grupo de Investigacion y utilizada
€n NuUMerosos ensayos por su comportamiento homogéneo con la mayoria de aceites esenciales

(Tabla 1).

En la Tabla 2 se describe el perfil de resistencia de las 22 cepas utilizadas en el estudio y la
cepa control frente a Enrofloxacina (5 pg), Ampicilina (10 pg), Trimetoprim Sulfametoxazol (25
pg), Gentamicina (10 pg), Cefalexina (30 pg), Cloranfenicol (30 pg), Estreptomicina (10 pg),
Sulfonamida (300 pg) y Tetraciclina (30 pg) (Oxoid Ltd., Hampshire-Reino Unido).
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Tabla 1. Descripcion de los aislamientos bacterianos de S. Typhimurium utilizados en el presente

trabajo.

No. Cepa  Ref. Especie Patologia Origen Fagotipo
1 697/98 conejo  sindrome digestivo ciego 104b
2 698/98 caballo sindrome digestivo heces 104b
3 13/00  perdiz  muerte aguda macerado U-302
4 13/00 perdiz  muerte aguda huevos U-302
5 503/04 potro artritis L. sinovial ~PNR*
6 504/04 potro artritis L. sinovial PNR
7 631/03 potro sindrome digestivo heces 15a
8 171/04 yegua endometritis vagina U302
9 733/02 perdiz tiflitis ciego 204a
10 397/02 perdiz  sindrome digestivo A. digestivo 204c
11 25/00  canario sindrome digestivo A. digestivo 40
12 25/00  canario sindrome digestivo heces 40
13 168/04 cerdo septicemia pulmoén U302
14 510/04 perdiz = muerte aguda macerado 193
15 151/05 lechén  enteritis I. delgado ND
16 173/05 lechén  enteritis I. delgado ND
17 590/05 lechén  sindrome digestivo 1. grueso ND
18 148/06 perdiz tiflitis ciego ND
19 148/06 perdiz tiflitis bazo ND
20 148/06 perdiz tiflitis higado ND
21 592/06 cerdo enteritis I. delgado ND
22 770/99 cerdo sindrome digestivo A. digestivo PNR

CECT 7162 860/03 cerdo sindrome digestivo heces U302

* PNR: Patron No Reconocido; ND: No Determinado.
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Tabla 2. Perfil de resistencia de los aislamientos de S. Typhimurium utilizados en este estudio,

incluida la cepa control.

Perfil de resistencia antimicrobiana S. Typhimurium (n=23)

Susceptibles a todos los antimicrobianos 4 (17,4%)

Resistente a > 1 antimicrobianos 19 (82,6%)

CS

SSu

SSxT

TCf

ACSSu
ACSSuT
ASSuG
ASSuT
ASSXTT
ASuSxTT
ACSSuTCf
ASSuSxTT
ACSSXTTCf
ACSSxXTTGEn

— = = DN = = W = NN = = e e

A: Ampicilina; C: Cloranfenicol; S: Estreptomicina; Su: Sulfonamida; T: Tetraciclina; SxT: Trimetoprim—

Sulfametoxazol; En: Enrofloxacina; G: Gentamicina; Cf: Cefalexina.

Aceites Esenciales

El ensayo se realiz6 con 10 aceites esenciales de origen natural, proporcionados por un
unico fabricante (Aromium, Barcelona, Espafia) que garantiz6 una pureza del 100%. Los aceites
fueron seleccionados en base a los estudios previos de nuestro Grupo de Investigacién con
enterobacterias y a los resultados obtenidos por otros autores (Huerta et al., 2004; Pefalver et al.,

2005; Gutiérrez, 2006; Sokovi¢ et al., 2010; Silva et al., 2013).

En la Tabla 3 se relacionan los aceites esenciales utilizados en este trabajo con sus

principales componentes activos, nombre cientifico y nombre comun.
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Tabla 3. Relacion de aceites esenciales utilizados en este trabajo.

No. Nombre comin

Nombre cientifico

Principales componentes activos

1 Ajo
2 Canela (corteza)

3 Clavo (especia)

4 Estragén
5  Menta
6  Naranja

7  Orégano vulgar
8  Romero
9  Tomillo vulgar

10  Tomillo rojo

Allium sativum L.

Cinnammomum zeylanicum

Eugenia caryophyllata

Artemisa dracunculus
Mentha piperita
Citrus sinensis
Oreganum vulgare
Rosmarinus officinalis
Thymus vulgaris

Thymus zygis

Dialil trisulfuro, dialil disulfuro

Cinamaldehido

Origen Indonesia: Eugenol, acetato de eugenilo
Cavicol, f-ocimeno

Mentol, mentona, 1.8-cineol

D-limoneno, mirceno

Timol, Carvacrol

*Qt. alcanfor: alcanfor, 1.8 cineol, a-pineno

Qt. timol: Timol, p-cimeno, linalol, 1.8 cineol, carvacrol

Q. timol: Timol, p-cimeno, g-terpineno, linalol

* Qt.: quimiotipo.

2. METODOS

Preparacion del indculo

Previamente al inicio del ensayo se procedid a recuperar la cepa problema en agar Xilosa

Lisina Desoxicolato (XLD) y en agar Tripticasa Soja (TSA) (Oxoid Ltd.) a partir de criobolas a
menos 20 °C (Criobank™),

Siguiendo las normas del CLSI (2009), para el ensayo de difusion por disco se prepard una

suspension bacteriana con 1,5 x 10° UFC/ml, diluyendo varias colonias de un cultivo puro de 24

horas en solucion salina estéril (5 ml), hasta obtener una densidad o6ptica a 595 nm de 0,08-0,085

(0,5 McFarland).

A partir de esta suspension bacteriana, se preparé el inéculo con 10° UFC/ml para el

ensayo de microdilucién en caldo, anadiendo 100ul de la suspension inicial en 9,9 ml de caldo

Mueller-Hinton (MH) (Oxoid Ltd.). Ambos indculos se utilizaron en los 15 minutos siguientes a

su preparacion.
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Método de difusion por disco (test de Kirby-Bauer)
El estudio de cribado se realizo siguiendo el protocolo descrito por Huerta et al. (2014)
para los ensayos con aceites esenciales, basado en las normas descritas por el CLSI (2009) con la

unica modificacidn de la cantidad de in6culo sembrada por placa.

Cada aceite se ensayo de forma individual en una placa de agar MH estéril de 5 cm de
diametro, inoculada con 30 ul de suspension bacteriana (1.5x10° UFC/ml). Sobre la placa se
colocd un disco blanco estéril de 6 mm de diametro (Oxoid Ltd), previamente impregnado con
15 ul de aceite esencial puro. Las placas, selladas, se incubaron a 37 °C durante 24 horas y se
determiné el diametro del halo de inhibicion (incluido el disco). Cada ensayo aceite-aislamiento
se realizd por triplicado y los resultados se expresaron como el halo medio de inhibicién *
desviacion estandar (SD). Para mantener la similitud de las condiciones de ensayo, los diez

aceites eran probados en el mismo dia frente al mismo indculo.

Como controles de calidad se incluy6 la cepa CECT 7162 y el disco de enrofloxacina (5 ug
Oxoid, Ltd.). La correcta concentracion del indculo se comprobd en todos los casos mediante

una prueba de recuento en placa.

Método de microdilucion en caldo
De acuerdo con los resultados del test de Kirby-Bauer, se seleccionaron los cinco aceites

con mayor halo de inhibicion para la valoracioén de la CMI y la CMB.

Siguiendo el método recomendado por el CLSI (2009), la dilucion de los aceites se realizod
en tubos estériles de 15 ml. Se prepararon diluciones dobles seriadas en caldo MH (Oxoid Ltd.)

en un rango del 32% al 0,0156% (v/v), de modo que la concentracion final de aceite en el pocillo

fuese del 16% al 0,0075% (v/v).

El ensayo se realizd6 en placas de microtitulacion de 96 pocillos (Greiner Bio-one,
Barcelona, Espana). Cada pareja aislamiento-aceite se probd por triplicado dispensando en cada
pocillo 100 ul de dilucién de aceite y 100 pl de indculo bacteriano (10° UFC/ml), de forma que
la concentracion final de la bacteria en el pocillo fuese de 5x10° UFC/ml. Tras sellar las placas,
se incubaron a 37 °C durante 24 horas. La CMI se determin6é como la menor concentracion de
aceite capaz de inhibir el crecimiento visible de la bacteria en los pocillos. Para mantener la
similitud de las condiciones de ensayo, los cinco aceites eran probados en el mismo dia frente al
mismo in6culo bacteriano.
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En todos los ensayos se incluy6 un control de crecimiento positivo (caldo inoculado sin
aceite) y un control de crecimiento negativo (caldo sin aceite y sin inoculo). Como control de
calidad se realiz6 un ensayo de la cepa problema frente a Enrofloxacina HPLC al 98% de pureza
(Sigma Aldrich Co. LLC., St. Louis, EE.UU.) y un ensayo de la cepa tipo (CECT 7162) frente a

cada aceite seleccionado.

Para determinar la CMB, se sembraron en agar MH 10 ul de los cuatro ltimos pocillos sin
crecimiento bacteriano visible. Se incubd a 37 °C durante 24 horas, y se calcul6 la CMB como la
menor concentracion de aceite capaz de destruir el 99,9% del inoculo presente en el pocillo, en

base a la ausencia total de colonias en la placa de agar.

Anélisis estadistico
Los calculos estadisticos se realizaron con el Software SPSS 18.8 y la Hoja de Calculo

Microsoft Excel 2010 (Microsoft Corporation, USA).

Para todas las variables numéricas (halo de inhibicion, CMI y CMB) se establecio el valor
medio por aceite y cepa bacteriana, asi como el valor medio final para S. Typhimurium.
Mediante analisis de la varianza (ANOVA) y el Test de comparaciones multiples de Tukey se
determind si existian diferencias significativas en funcion del aislamiento y del aceite ensayado
(P<0,05). En base a los resultados del test de Tukey para la prueba de difusion por disco se
seleccionaron los cinco aceites con mayor halo de inhibicioén para el estudio cuantitativo de la

actividad antimicrobiana.

Se determino el indice CMB/CMI para cada ensayo aceite-cepa, calculando a continuacion

la media por aislamiento y los valores finales frente a S. Typhimurium.

Posteriormente, se analiz6 la distribucion de la sensibilidad de las 23 cepas a los aceites
mediante estimacion de la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida 50 y 90

(CMlIso y 90, CMBso y 90).

Finalmente, mediante analisis de la varianza y el test de Tukey (P<0.05) se compard la
actividad antimicrobiana de los cinco aceites seleccionados en funcion del perfil de resistencia de

los aislamientos estudiados.
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RESULTADOS

Estudio preliminar de la capacidad inhibidora de diez aceites esenciales
Mediante la Técnica de difusion por discos se determiné el halo de inhibicion de cada
aceite frente a 10 de los 22 aislamientos clinicos y la cepa control, asi como el halo final frente a

S. Typhimurium (Anexo 1).

Para determinar si existian diferencias significativas en la sensibilidad de las cepas frente a
un mismo aceite se compararon las medias obtenidas mediante el test ANOVA, observando que
solo en el caso de la naranja el comportamiento de los once aislamientos era semejante (Anexo 1
y Tabla 4). Para el resto de aceites, el test de Tukey permitié establecer varios grupos en base a
las diferencias halladas en la sensibilidad de las cepas, agrupando en el mismo subconjunto
aquellas con halos estadisticamente similares (Anexo 2). En el caso del ajo y el romero, solo la
cepa n° 2 mostro diferencia significativa con el resto de aislamientos, mientras que para el clavo,
el tomillo vulgar y el orégano se encontraron al menos 4 cepas con diferente sensibilidad al
mismo aceite. Se observo, asimismo, una tendencia de ciertas cepas a presentar distinta actividad
que el resto para la mayoria de aceites ensayados; es el caso de las cepas n° 2 y 5 que mostraron

para 6 de ellos el mayor y el menor halo de inhibicion, respectivamente.

La seleccion de los mejores aceites para su estudio cuantitativo se realizd6 mediante
comparacion de los halos finales de inhibicién obtenidos para S. Typhimurium mediante el test
ANOVA vy el test de Tukey. Considerando significativa una P<0.05, el programa estadistico
establecid cuatro grupos de aceites con diferente actividad inhibidora (Tabla 4 y Anexo 1). El
grupo 1 incluyé los aceites sin actividad (& halo de inhibicion= 6 mm), mientras que los grupos
2, 3 y 4 incluyeron los aceites que mostraron alguna actividad inhibidora, con didmetros de entre

8,00 y 20,87 mm.

De acuerdo con los valores obtenidos se seleccionaron los aceites de tomillo rojo,

orégano, tomillo vulgar, canela y clavo.
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Tabla 4. Grupos de aceites establecidos en base a su diferente actividad inhibidora, medida como

el halo final de inhibicion frente a S. Typhimurium (10 cepas clinicas y cepa control).

Grupo  Aceite esencial Halo final de inhibicion + SD Rango de valores obtenidos

1 Naranja 6+ 0,0 [6,00 - 6,00]
Ajo 8 + 0,64 [6,67 - 9,00]
Romero 8,93 + 0,69 [7,33-10,0]

2 Estragon 8,97 + 0,49 [8,00 - 10,0]
Menta 9,27 0,91 [7,67 - 10,0]
Canela 15,07 0,58 [14,33 - 16,00]

3 Clavo 15,43+ 0,73 [14,33 - 16,33]
Tomillo vulgar 19,50 + 1,40 [16,67 - 22,00]

4 Orégano 20,60 + 1,97 [18,00 - 25,67]
Tomillo rojo 20,87 + 1,63 [18,33 - 24,00]

Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima
Bactericida (CMB)

En el Anexo 3 se describen los resultados obtenidos en el Test de microdilucion en caldo
para la Concentracion Minima inhibitoria (CMI) de los cinco aceites estudiados frente a los 22
aislamientos clinicos y la cepa control. La comparacion estadistica de los valores obtenidos por
aceite mostrd en todos los casos diferencias significativas en la sensibilidad de algunas cepas, si
bien en general, el comportamiento de los aislamientos frente a un mismo aceite fue bastante
similar (Anexo 4). La variabilidad en la sensibilidad de las cepas fue maxima en el caso del
tomillo vulgar, tomillo rojo y orégano, cuyas CMIs oscilaron entre 0,0204%-0,50% (Anexo 4),

presentando de nuevo la cepa n°® 2 la menor sensibilidad con todos los aceites.

En base a los valores finales de la CMI para S. Typhimurium, los aceites con mayor
capacidad de inhibicion fueron, el orégano, el tomillo rojo y el tomillo vulgar, para los cuales no

se encontraron diferencias estadisticamente significativas (Tabla 5).
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Tabla 5. Comparacion de las CMI finales estimadas para cada aceite frente a S. Typhimurium.

Subconjuntos homogéneos establecidos por el test de Tukey (P<0.05).

Subconjuntos homogéneos

3 2 1
Aceite CMI final CMI final CMI final
Orégano 0,048699

Tomillo rojo 0,051890
Tomillo vulgar 0,062968

Clavo 0,093299
Canela 0,126812
Valor P 0,657 1,000 1,000

El estudio de la Concentracién minima bactericida mostré para la mayoria de cepas
valores muy similares, e incluso idénticos, a su Concentracion minima inhibitoria, si bien,
encontramos en todos los aceites cepas cuya CMB superaba significativamente la CMI, en dos y
hasta en 4 diluciones (Anexo 5y 6). La mayoria de estas cepas que presentaron un incremento en
su CMB se comportaron de la misma manera con los cinco aceites (ej. cepas n° 2, 22 y CECT
7162), siendo el tomillo vulgar el aceite para el cual se observd un mayor nimero de cepas con

diferencias en la CMB y la CMI.

Considerando los valores finales de la CMB para S. Typhimurium, los aceites con mayor
actividad bactericida fueron el orégano, el tomillo rojo, el tomillo vulgar y el clavo (P>0.05)

(Tabla 6).

Tabla 6. Comparacion de las CMB finales estimadas para cada aceite frente a S. Typhimurium.
Subconjuntos homogéneos establecidos por el test de Tukey (P<0.05).

Subconjuntos homogéneos

2 1

Aceite CMB final  CMB final
Orégano 0,060487

Tomillo rojo 0,068190

Tomillo vulgar 0,099194

Clavo 0,112320 0,112320
Canela 0,156703
Valor P 0,082 0,188
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Para determinar la potencia microcida de los aceites frente a S. Typhimurium se estimo el
indice CMB/CMI a partir de los valores obtenidos para estos parametros por ensayo y
aislamiento (Anexo 7 y Tabla 7). Los valores mas proximos a la unidad se obtuvieron para el
orégano, el tomillo rojo y la canela, demostrando la capacidad de estos aceites para inhibir y

destruir la bacteria a la misma concentracion.

Tabla 7. indice CMB/CMI obtenido para los aceites estudiados.

Orégano  Tomillo rojo Tomillo vulgar Clavo Canela

CMB/CMI 1,22+0,58 1,22+0,67 1,38 £ 0,61 1,26 £0,66 1,22 +0,56

El estudio de una muestra de 23 cepas de S. Typhimurium (incluida la cepa control) nos
permiti6, ademas, realizar una primera valoracion de la distribucion de la sensibilidad de esta
poblacioén bacteriana a los aceites seleccionados. En la Grafica 1 se representa el porcentaje
acumulado de aislamientos inhibidos con cada una de las diluciones ensayadas por aceite. Como
se aprecia en la Tabla 8, solo el clavo y la canela lograron inhibir el 50% y el 90% de los
aislamientos a la misma concentracion de aceite (0,12%); resultado que fue superior en todos los
casos a los valores mostrados por el orégano, tomillo rojo y tomillo vulgar (CMlIso 0,03% y

CMIso 0,06%).

Gréfica 1. CMIsoy CMlIy, de los aceites esenciales seleccionados.
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Tabla 8. Estimaciones obtenidas a partir de la CMIs, CMIg9, CMBsy, CMBy, de los cinco aceites

seleccionados frente a las veintitrés (23) cepas de S. Typhimurium utilizadas en este trabajo.

. ) CMB,, CMB,,
Aceite esencial CMIs; CMlg | CMBs; CMBg CMI,  CMI,
Orégano 0,03 0,06 0,03 0,06 1 1
Tomillo rojo 0,03 0,06 0,03 0,12 1 2
Tomillo vulgar 0,03 0,06 0,03 0,12 1 2
Clavo 0,12 0,12 0,12 0,25 1 2
Canela 0,12 0,12 0,12 0,25 1 2

En la Gréfica 2 se representa la distribucion de la CMB obtenida para los 23 aislamientos
de nuestro estudio. Al igual que en la CMI, se observa diferencia entre la concentracion de aceite
necesaria para destruir el 50% y el 90% de las cepas, destacando los valores obtenidos para el
orégano, que coinciden con los hallados para la CMlIsy y la CMIg. Este hecho determiné que este

aceite fuese el unico en ofrecer un indice CMB/CMI para los valores 50 y 90, igual a 1.

Gréfica 2. CMBsoy CMBy, de los aceites esenciales seleccionados.
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Finalmente para cumplir el ltimo objetivo de nuestro trabajo, se compard la actividad de
estos cinco aceites (CMI y CMB) en funcion del perfil de resistencia de las cepas estudiadas no
hallando en ningun caso diferencias significativas entre cepas sensibles, resistentes y

multirresistentes (P>0.05).
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DISCUSION

La resistencia bacteriana es un grave problema asociado a multiples causas, muchas de
ellas inevitables, cuyo control requiere una actuacion multidisciplinar. El riesgo mas grande para
la salud humana derivado de la utilizacion de los antibidticos en sanidad animal es la
transferencia de bacterias resistentes de los animales al hombre o de genes portadores de
resistencia entre las bacterias animales y humanas (FAO, 2004). Esta inquietud por la seguridad
alimentaria de la “granja a la mesa” ha promovido la bisqueda de nuevas alternativas entre
productos de origen natural (Manzanilla et al., 2004; Dubois-Brissonnet et al., 2011; Martinez,
2014; Mith et al., 2014).

El presente trabajo se ha desarrollado dentro de nuestra Linea de Investigacion dedicada al
estudio de las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales frente a patdogenos de origen
animal (Huerta et al., 2005; Penalver et al., 2005; Gutiérrez, 2006; Huerta et al., 2014; Barrero,
2014). Los resultados de las primeras investigaciones, con mas de 25 productos frente a varios
serotipos de Salmonella, sirvieron de referencia para seleccionar los aceites de este TFM (Huerta

et al., 2005; Penalver et al., 2005; Gutiérrez, 2006).

El estudio preliminar para seleccionar los compuestos con mayor potencial frente a S.
Typhimurium mostré una gran variabilidad en su actividad, incluida la ausencia total de
inhibicion con el aceite de naranja (& 6 mm). Sin embargo, este producto ha sido ensayado en
forma de extracto etanolico frente a S. Typhi con halos de inhibicién >17 mm (Martinez, 2014).
Por su parte, los mejores resultados se obtuvieron con el tomillo rojo, orégano y tomillo vulgar
(9 19,5-20,87 mm), resultados que difieren de los hallados por Silva et al. (2013) con halos de
inhibicion de 25,7-29,7 mm. Por el contrario, estudios similares llevados a cabo con los serotipos
S. Anatum y S. Enteritidis, mostraron para estos aceites halos muy inferiores (6,6-12 mm) (Shan
et al., 2007; Amadio et al., 2011). Como ya han referido otros autores, las diferencias observadas
podrian deberse a las variaciones encontradas en el método seguido, la especie y el serotipo
ensayado, la naturaleza del producto y la variedad del aceite (Rota et al., 2004; Tiwari et al.,
2005; Becerril et al., 2012).

Ante la ausencia de un punto de corte estdndar que permita determinar la sensibilidad o

resistencia de las cepa de Salmonella a los aceites esenciales, los estudios in vitro establecen
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diferentes criterios, considerando segun el caso “no sensibles” las cepas con halos <8 mm o <10
mm y “muy sensibles” los aislamientos con halos >16 mm o >20 mm (Amadio et al., 2011; Silva
et al., 2013). Observamos, asimismo, que los trabajos que ensayan varias especies bacterianas
utilizan los mismos valores umbral para comparar la actividad de los aceites, cuando se ha
descrito una mayor sensibilidad de las bacterias gram positivas (Amadio et al., 2011; Silva et al.,
2013; Martinez, 2014; Ozogul et al., 2015). A ello debemos unir que en ocasiones los resultados
del test con discos no reflejan la actividad inhibitoria medida con la CMI. Asi, en trabajos
realizados por nuestro grupo con Staphylococcus spp., la menta, el orégano y el tomillo
alcanzaron halos de 41,5-52 mm, mientras que la CMI fue inferior a las halladas para S.
Typhimurium (1,36%, 0,12% y 0,07%, respectivamente) (Barrero, 2014). Si bien estamos de
acuerdo en la utilidad del test con discos como prueba de cribado, consideramos que su uso
habitual en la practica clinica requeriria la estandarizacién del método y la determinacion de

puntos de corte para cada aceite y microorganismo.

Para la valoracién cuantitativa de la actividad de los aceites que mostraron el mayor
potencial en la prueba de discos, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la
concentracion minima bactericida (CMB) (Carson et al., 2002; Grau et al., 2005). En base a los
resultados obtenidos, los aceites con mayor actividad fueron el orégano, el tomillo rojo y el
tomillo vulgar, con una potencia microcida (CMB/CMI) de 1,22-1,38. En estudios previos
realizados con el mismo método frente a cepas clinicas y de referencia de S. Typhimurium, el
orégano, el tomillo y la canela lograron inhibir y destruir casi todas las cepas a concentraciones
inferiores (CMIs 0,012-0,1%; CMBs 0,012-0,15%) (Rota et al., 2004; Mith et al., 2014). Por el
contrario, los trabajos de Pefalver et al. (2005), con S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Essen y S.
Choleraesuis, describen para el orégano y el tomillo rojo CMIs superiores a los halladas en este
trabajo (0,25-2,0%). Estas diferencias podrian estar relacionadas nuevamente con la variedad de
aceite y el reducido nimero de cepas ensayadas. Sin embargo, y al igual que en nuestro trabajo,
son varios los autores que describen diferencias en la sensibilidad de las cepas de Salmonella
para un mismo aceite, lo que apoyaria la necesidad de realizar estudios de distribucién de la
sensibilidad con un mayor nimero de aislamientos de campo (Ross et al., 2001; Rota et al.,

2004; Penalver et al., 2005; Naveed et al., 2013).

El ensayo en este TFM de un numero considerable de cepas de S. Typhimurium aisladas en
diferentes especies animales nos permitio realizar una primera valoracion de la sensibilidad de

esta poblacion bacteriana, mediante el cédlculo de la CMlIsy y 99 y la CMBsg y 99, En base a los
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resultados hallados, el orégano seria el aceite con mayor actividad antimicrobiana, capaz de
inhibir y destruir al 50% y al 90% de las cepas ensayadas al 0,03% y el 0,06%, y el unico que
mantiene en todos los casos valores proximos al limite de citotoxicidad descrito por Dusan et al.

(2006) para las células intestinales (0,05%).

Finalmente, al comparar la eficacia de los aceites en funcion del perfil de resistencia de las
cepas ensayadas, no se encontraron diferencias significativas entre las bacterias sensibles y
resistentes a los antimicrobianos habitualmente usados en veterinaria. Estos resultados se
asemejan a los descritos por otros autores, que resaltan la eficacia de los aceites para el control
de salmonelas resistentes a aminoglucésidos, como la gentamicina y kanamicina, y a macroélidos,
como la azitromicina (Naveed et al., 2013; Said et al., 2015). Siguiendo estos hallazgos, las
investigaciones actualmente se encaminan a encontrar posibles sinergias entre antibidticos y
aceites esenciales, con el fin de disminuir sus dosis de administracién y evitar, asi, efectos

adversos y resistencias.
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CONCLUSIONES

1. Los aceites de orégano, tomillo rojo y tomillo vulgar mostraron en todas las
pruebas la mayor actividad antimicrobiana frente a S. Typhimurium, con halos de
inhibicion >19,0 mm y Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) y Minimas
Bactericidas (CMB) <0,16%.

2. Tanto en la prueba de cribado como en el ensayo cuantitativo se observaron
diferencias en la sensibilidad de las cepas a un mismo aceite, no relacionadas con su
perfil de resistencia antimicrobiana, lo que justificaria la valoracion in vitro de los
aceites para cada caso clinico y el estudio de la sensibilidad de las poblaciones

bacterianas para estandarizar criterios de resistencia.

3. Los primeros datos aportados en este trabajo sobre la CMI y la CMB 50 y 90,
destacan la capacidad del orégano para inhibir y destruir el 50% de las cepas ensayadas
a una concentracion del 0,03%, e inhibir y destruir el 90% de las cepas al 0,06%,
presentando, por tanto, la maxima potencia microcida (indice CMB/CMI = 1). En base
a ello, consideramos que este aceite podria ser una buena alternativa para el control de

las infecciones por S. Typhimurium.
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ANEXOS

Los anexos con el total de resultados obtenidos en este trabajo se presentan en el CD adjunto.
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Anexo 1. Grupos de aceites establecidos mediante el test de ANOVAYy el test de Tukey (P<0,05) en base a su diferente actividad inhibidora, medida

como el halo final de inhibicion frente a S. Typhimurium (10 cepas clinicas y cepa control).

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4

N° cepa

Naranja

Ajo

Romero

Estragon

Menta

Canela

Clavo

Tomillo vulgar

Orégano

Tomillo rojo

© 00 ~N o o B~ W NP

=
o

60,0
60,0
60,0
60,0
60,0
60,0
60,0
60,0
60,0
6+0,0

8,00 £ 0,00
6,67 + 1,15
8,00 £ 0,00
8,33 £ 0,58
8,00 £ 0,00
8,00 £ 0,00
9,00 + 0,00
8,00 £ 0,00
8,00 £ 0,00
8,00 £ 0,00

9,00 + 0,00
7,33+ 1,15
9,00 + 0,00
9,00 + 0,00

9,00 £ 0,00
8,00 £ 0,00
9,00 £ 0,00
9,00 £ 0,00

10,00 £ 0,00 9,00 + 0,00

9,00 + 0,00
9,00 + 0,00
9,00 + 0,00
9,00 + 0,00
9,00 + 0,00

9,00 £ 0,00
10,00 £ 0,00
9,00 £ 0,00
9,00 £ 0,00
8,67 £0,57

8,33+ 0,58
7,67 +£1,52
9,67 £ 0,58
9,00 + 0,00
10,00 £ 0,00
10,00 £ 0,00
10,00 £ 0,00
10,00 £ 0,00
9,00 + 0,00
9,00 + 0,00

14,33 £0,58
15,00 £1,00
15,33 £0,58
14,67 £ 0,58
16,00 £ 0,00
15,00 £ 0,00
15,00 £ 0,00
15,00 £ 0,00
15,00 £ 0,00
15,33 £ 0,58

14,33 £ 0,58
14,67 £ 0,58
15,67 £ 0,58
15,00 £ 0,00
16,33 £ 0,58
16,00 £ 0,00
16,00 £ 0,00
16,00 £ 0,00
15,00 £ 0,00
15,67 £ 0,58

16,67 £ 0,58
18,67 £1,15
18,67 £ 0,58
20,00 £ 0,00
22,00 £ 0,00
20,33+ 0,58
20,00 £ 0,00
20,00 £ 0,00
19,33+ 0,58
19,33 +£0,58

20,00 £ 0,00
18,00 £ 0,00
20,00 £ 0,00
19,67 £ 0,58
25,67 £ 0,58
20,00 £ 0,00
21,33+0,58
21,33+0,58
20,33+ 0,58
19,67 £ 0,58

24,00 £ 0,00
18,33 £ 0,58
21,00 £ 0,00
21,00 +£1,00
21,67 +0,58
21,00 £0,00
21,67 +0,58
21,67 +0,58
19,00 £ 0,00
19,33 £ 0,58

CECT 7162

60,0

8,00 £ 0,00

9,00 £ 0,00

9,00 £ 0,00

10,00 £ 0,00

15,00 £ 0,00

16,00 £ 0,00

20,00 £ 0,00

21,33+0,58

21,67 +0,58

X+ SD FINAL

6+£0,0

8+ 0,64

8,93 £ 0,69

8,97 £ 0,49

9,27+£0,91

15,07 £ 0,58

15,43+£0,73

19,50 £ 1,40

20,60 £ 1,97

20,87 £ 1,63
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Anexo 2. Test de Tukey. Subconjuntos de cepas con igual sensibilidad al aceite estudiado

GRUPO 2
Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos Aceite  Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Ajo 2 1 Estragon 3 2 1
2 6,6667 2 8,0000
1 8,0000 10 8,6667
3 8,0000 1 9,0000
5 8,0000 3 9,0000
6 8,0000 4 9,0000
8 8,0000 5 9,0000
9 8,0000 6 9,0000
10 8,0000 8 9,0000
7162 8,0000 9 9,0000
4 8,3333 7162 9,0000
7 9,0000 7 10,0000
Sig. 1,000 0,118 Sig. 1,000 0,440 1,000
Aceite  Cepa N° Subconjuntos homogéneos Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Romero 2 1 Menta 3 2 1
2 7,3333 2 7,6667
1 9,0000 1 8,3333 18,3333
3 9,0000 4 9,0000 19,0000 9,0000
4 9,0000 9 9,0000 19,0000  9,0000
6 9,0000 10 9,0000 19,0000  9,0000
7 9,0000 3 9,6667  9,6667
8 9,0000 5 10,0000
9 9,0000 6 10,0000
10 9,0000 7 10,0000
7162 9,0000 8 10,0000
5 10,0000 7162 10,0000

Sig. 1,000 0,056 Sig. 0,123 0,123 0,440
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Anexo 2. Continuacion.

GRUPO 3
Aceite  Cepa N° Subconjuntos homogéneos Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Canela 2 1 Clavo 4 3 2 1
1 14,3333 1 14,3333
4 14,6667 14,6667 2 14,6667 14,6667
2 15,0000 15,0000 4 15,0000 15,0000 15,0000
6 15,0000 15,0000 9 15,0000 15,0000 15,0000
7 15,0000 15,0000 3 15,6667 15,6667 15,6667
8 15,0000 15,0000 10 15,6667 15,6667 15,6667
9 15,0000 15,0000 6 16,0000 16,0000
7162 15,0000 15,0000 7 16,0000 16,0000
3 15,3333 15,3333 8 16,0000 16,0000
10 15,3333 15,3333 7162 16,0000 16,0000
5 16,0000 S 16,3333

Sig. 0.279 0.053 Sig. 0590 0,118 0118 0,590
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Anexo 2. Continuacion.

GRUPO 4
Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Tomillo vulgar 4 3 2 1
1 16,6667
2 18,6667
3 18,6667
9 19,3333 19,3333
10 19,3333 19,3333
4 20,0000 20,0000
7 20,0000 20,0000
8 20,0000 20,0000
7162 20,0000 20,0000
6 20,3333
5 22,0000
Sig. 1,000 0,123 0,440 1,000

Aceite  Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Orégano 4 3 2 1

2 18,0000

4 19,6667

10 19,6667

1 20,0000 20,0000

3 20,0000 20,0000

6 20,0000 20,0000

9 20,3333 20,3333

7 21,3333

8 21,3333

7162 21,3333

5 25,6667

Sig. 1,000 0,783 0,063 1,000

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Tomillo rojo 3 2 1
2 18,3333
9 19,0000
10 19,3333
3 21,0000
4 21,0000
6 21,0000
5 21,6667
7 21,6667
8 21,6667
7162 21,6667
1 24,0000
Sig. 0,440 0,881 1,000
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Anexo 3. Concentracion Minima Inhibitoria + desviacion estandar (CMI % v/v) de los cinco
aceites seleccionados para las 23 cepas de Salmonella Typhimurium utilizadas en este trabajo*

Cepa N° Orégano Tomillo rojo Tomillo vulgar Clavo Canela
1 0,16 £ 0,08 0,25 £ 0,00 0,13+0,11 0,12 £ 0,00 0,16 + 0,08
2 0,25+ 0,00 0,25+ 0,00 0,50 £ 0,00 0,16 £ 0,08 0,25+ 0,00
3 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 + 0,00
4 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 + 0,00
5 0,03 £0,00 0,03+ 0,00 0,03 +£0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
6 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
7 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
8 0,03 £0,00 0,03 £0,00 0,03 +£0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
9 0,03 +£0,00 0,03 £0,00 0,03 +£0,00 0,06 £ 0,03 0,06 £ 0,00
10 0,03 £ 0,00 0,03+0,01 0,03+ 0,00 0,10+ 0,03 0,12 £ 0,00
11 0,02 £0,01 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
12 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,06 = 0,00 0,12 £ 0,00
13 0,03+ 0,01 0,03+ 0,00 0,02+0,01 0,04 £ 0,02 0,12 £ 0,00
14 0,03 £ 0,00 0,03 £0,00 0,03 +£0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
15 0,03 £ 0,00 0,03 £0,00 0,03 £0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
16 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,04 £ 0,02 0,10+ 0,03 0,12 £ 0,00
17 0,03 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,06 £ 0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
18 0,03 +£0,00 0,03 £0,00 0,03 +£0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
19 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,10+ 0,03 0,12 £ 0,00
20 0,06 + 0,00 0,04 £ 0,02 0,06 £ 0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
21 0,06 £ 0,00 0,06 £ 0,00 0,06 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
22 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,06 £ 0,00 0,06 = 0,00 0,12 £ 0,00
CECT 7162 0,03 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,06 £ 0,00 0,06 = 0,00 0,06 £ 0,00
CMI X 0,048699 0,051890 0,062968 0,093299 0,126812

*Los valores se han redondeado a dos decimales para presentarlos en la tabla, sin embargo todos
los analisis estadisticos se realizaron con cuatro decimales.
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Anexo 4. Comparacion de la CMI de las 23 cepas estudiadas frente a cada uno de los cinco aceites seleccionados. Subconjuntos homogéneos

establecidos por el Test de Tukey (significacion estadistica P<0.05).

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Tomillo rojo 4 3 2 1

10 0,025867

3 0,031300 0,031300

4 0,031300 0,031300

5 0,031300 0,031300

6 0,031300 0,031300

7 0,031300 0,031300

8 0,031300 0,031300

9 0,031300 0,031300

11 0,031300 0,031300

12 0,031300 0,031300

13 0,031300 0,031300

14 0,031300 0,031300

15 0,031300 0,031300

16 0,031300 0,031300

17 0,031300 0,031300

18 0,031300 0,031300

19 0,031300 0,031300

22 0,031300 0,031300

7162  0,031300 0,031300

20 0,041700

21 0,062500

1 0,250000

2 0,250000

Sig. 0,993 0,318 1,000 1,000

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Orégano 3 2 1

11 0,020433
13 0,025867
3 0,031300
4 0,031300
5 0,031300
6 0,031300
7 0,031300
8 0,031300
9 0,031300
10 0,031300
12 0,031300
14 0,031300
15 0,031300
16 0,031300
17 0,031300
18 0,031300
19 0,031300
22 0,031300

7162  0,031300
20 0,062500
21 0,062500
1 0,166667
2 0,250000

Sig. 0,155 1,000 1,000

(..

)
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(...) Anexo 4. Continuacion.

Aceite Cepa N°  Subconjuntos homogéneos
Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos Clavo 13 0 0421700 1
\-I/-Slrg;rlo 3 2 1 9 0,062500

13 0,020433 12 0,062500

3 0,031300 22 0,062500

4 0,031300 7162 0,062500

5 0,031300 3 0,083333 0,083333
6 0,031300 4 0,083333 0,083333
7 0,031300 5 0,083333 0,083333
8 0,031300 6 0,083333 0,083333
9 0,031300 11 0,083333 0,083333
10 0,031300 15 0,083333 0,083333
11 0,031300 7 0,104167 0,104167
12 0,031300 8 0,104167 0,104167
14 0,031300 10 0,104167 0,104167
15 0,031300 14 0,104167 0,104167
18 0,031300 16 0,104167 0,104167
19 0,031300 17 0,104167 0,104167
16 0,041700 18 0,104167 0,104167
17 0,062500 0,062500 19 0,104167 0,104167
20 0,062500 0,062500 20 0,104167 0,104167
21 0,062500 0,062500 1 0,125000 0,125000
22 0,062500 0,062500 21 0,125000 0,125000
7162  0,062500 0,062500 2 0,166667
1 0,135433 Sig. 0,272 0,272
2 0,500000

Sig. 0,829 0,050 1,000

(...
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(...) Anexo 4. Continuacion.

Aceite  Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Canela 3 2 1
9 0,062500
7162  0,062500

3 0,125000

4 0,125000

5 0,125000

6 0,125000

7 0,125000

8 0,125000

10 0,125000

11 0,125000

12 0,125000

13 0,125000

14 0,125000

15 0,125000

16 0,125000

17 0,125000

18 0,125000

19 0,125000

20 0,125000

21 0,125000

22 0,125000

1 0,166667

2 0,250000

Sig. 1,000 0,147 1,000
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Anexo 5. Concentracién Minima Bactericida + desviacion estandar (CMI % v/v) de los cinco
aceites seleccionados para las 23 cepas de Salmonella Typhimurium utilizadas en este trabajo*

Cepa N° Orégano Tomillo rojo Tomillo vulgar Clavo Canela
1 0,16 £ 0,08 0,25+ 0,00 0,13+0,11 0,16 £ 0,08 0,50 £ 0,00
2 0,42+0,14 0,50 £ 0,00 1,00 + 0,00 0,25 + 0,00 0,42+0,14
3 0,03 +£0,00 0,03 +£0,00 0,03 £ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
4 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
5 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03 £ 0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
6 0,03 £0,00 0,03 £ 0,00 0,03 +£0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
7 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
8 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03 £ 0,00 0,10+ 0,03 0,12 £ 0,00
9 0,03 £0,00 0,03 £ 0,00 0,03 £0,00 0,06 £ 0,00 0,06 £ 0,00
10 0,03 £0,00 0,03+0,01 0,03 +£0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
11 0,06 £ 0,00 0,03+ 0,00 0,10 £ 0,03 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
12 0,03 £ 0,00 0,03 +0,00 0,06 + 0,05 0,06 + 0,00 0,12+ 0,00
13 0,03+0,01 0,03+ 0,00 0,02+0,01 0,04 £ 0,02 0,12 + 0,00
14 0,03+ 0,00 0,03 £ 0,00 0,05+0,02 0,10+0,03 0,12 £ 0,00
15 0,03 £ 0,00 0,03 +£0,00 0,03 £0,00 0,08 £ 0,03 0,12 £ 0,00
16 0,03 +0,00 0,03 +0,00 0,06 £ 0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
17 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,06 £ 0,00 0,10+ 0,03 0,12 +£ 0,00
18 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,03+ 0,00 0,10+ 0,03 0,12 £ 0,00
19 0,03 +£0,00 0,03 £0,00 0,03 £0,00 0,10 £ 0,03 0,12 £ 0,00
20 0,06 = 0,00 0,04 £ 0,02 0,06 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
21 0,06 = 0,00 0,06 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00
22 0,06 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,12 £ 0,00 0,25+ 0,00 0,25+ 0,00
CECT 7162 0,06 = 0,00 0,06 £ 0,00 0,12 +£ 0,00 0,12 +£ 0,00 0,12 £ 0,00
CMB X 0,060487 0,068190 0,099194 0,112320 0,156703

*Los valores se han redondeado a dos decimales para presentarlos en la tabla, sin embargo todos
los andlisis estadisticos se realizaron con cuatro decimales.
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Anexo 6. Comparacion de la CMB de las 23 cepas estudiadas frente a cada uno de los cinco
aceites seleccionados. Subconjuntos homogéneos establecidos por el Test de Tukey

(significacidn estadistica P<0.05).

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Orégano 3 2 1
13 0,025867
3 0,031300
4 0,031300
5 0,031300
6 0,031300
7 0,031300
8 0,031300
9 0,031300
10 0,031300
12 0,031300
14 0,031300
15 0,031300
16 0,031300
17 0,031300
18 0,031300
19 0,031300

11 0,062500 0,062500

20 0,062500 0,062500

21 0,062500 0,062500

22 0,062500 0,062500
7162 0,062500 0,062500

1 0,166667

2 0,416667
Sig. 0,999 0,057 1,000
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(...) Anexo 6. Continuacion.

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Tomillo rojo 6 5 4 3 2 1
10 0,025867
3 0,031300 0,031300
4 0,031300 0,031300
5 0,031300 0,031300
6 0,031300 0,031300
7 0,031300 0,031300
8 0,031300 0,031300
9 0,031300 0,031300
11 0,031300 0,031300
12 0,031300 0,031300
13 0,031300 0,031300
14 0,031300 0,031300
15 0,031300 0,031300
16 0,031300 0,031300
17 0,031300 0,031300
18 0,031300 0,031300
19 0,031300 0,031300
20 0,041700
21 0,062500
7162 0,062500
22 0,125000
1 0,250000
2 0,500000
Sig. 0,993 0,318 1,000 1,000 1,000 1,000
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(...) Anexo 6. Continuacion.

Aceite Cepa N°  Subconjuntos homogéneos
Tomillo vulgar 3 2 1

13 0,020433

3 0,031300

4 0,031300

5 0,031300

6 0,031300

7 0,031300

8 0,031300

9 0,031300

10 0,031300

15 0,031300

18 0,031300

19 0,031300

14 0,052100 0,052100
16 0,062500 0,062500
17 0,062500 0,062500
20 0,062500 0,062500
12 0,062533 0,062533
11 0,104167 0,104167

21 0,125000
22 0,125000
7162 0,125000
1 0,135433
2 1,000000

Sig. 0,054 0,057 1,000
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(...) Anexo 6. Continuacion.

Aceite Cepa N°

Subconjuntos homogéneos

Clavo 3 2 1
13 0,041700
9 0,062500
12 0,062500
0,083333  0,083333
0,083333  0,083333
0,083333  0,083333
11 0,083333  0,083333
15 0,083333  0,083333
0,104167  0,104167
0,104167  0,104167
10 0,104167  0,104167
14 0,104167  0,104167
16 0,104167  0,104167
17 0,104167  0,104167
18 0,104167  0,104167
19 0,104167  0,104167
6 0,125000  0,125000
20 0,125000  0,125000
21 0,125000  0,125000
7162 0,125000  0,125000
1 0,166667  0,166667
2 0,250000
22 0,250000
Sig. 0,193 0,193 0,193

(...

)
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(...) Anexo 6. Continuacion.

Aceite Cepa N° Subconjuntos homogéneos
Canela 3 2 1

9 0,062500
3 0,125000
4 0,125000
5 0,125000
6 0,125000
7 0,125000
8 0,125000
10 0,125000
11 0,125000
12 0,125000
13 0,125000
14 0,125000
15 0,125000
16 0,125000
17 0,125000
18 0,125000
19 0,125000
20 0,125000
21 0,125000

7162  0,125000
22 0,250000

0,416667
0,500000

Sig. 0,622 1,000 0,147
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Anexo 7. Calculo del indice CMB/CMI de los cinco aceites seleccionados.

indice MBC/MIC

Aceite Cepa N° Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media
Orégano 1 1 1 1 1,00
2 2 1 2 1,67
3 1 1 1 1,00
4 1 1 1 1,00
5 1 1 1 1,00
6 1 1 1 1,00
7 1 1 1 1,00
8 1 1 1 1,00
9 1 1 1 1,00
10 1 1 1 1,00
11 4 4 2 3,45
12 1 1 1 1,00
13 1 1 1 1,00
14 1 1 1 1,00
15 1 1 1 1,00
16 1 1 1 1,00
17 1 1 1 1,00
18 1 1 1 1,00
19 1 1 1 1,00
20 1 1 1 1,00
21 1 1 1 1,00
22 2 2 2 2,00
CECT 7162 2 2 2 2,00
1,22 +£0,58
indice MBC/MIC
Aceite Cepa N° Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media
Tomillo rojo 1 1 1 1 1,00
2 2 2 2 2,00
3 1 1 1 1,00
4 1 1 1 1,00
5 1 1 1 1,00
6 1 1 1 1,00
7 1 1 1 1,00
8 1 1 1 1,00
9 1 1 1 1,00
10 1 1 1 1,00
11 1 1 1 1,00
12 1 1 1 1,00
13 1 1 1 1,00
14 1 1 1 1,00
15 1 1 1 1,00
16 1 1 1 1,00
17 1 1 1 1,00
18 1 1 1 1,00
19 1 1 1 1,00
20 1 1 1 1,00
21 1 1 1 1,00
22 4 4 4 4,00
CECT 7162 2 2 2 2,00

1,22 +£0,67
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Anexo 7. Calculo del indice CMB/CMI de los cinco aceites seleccionados.

indice MBC/MIC

Aceite Cepa N° Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media

Tomillo vulgar 1 1 1,00
2,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
3,33
2,00
1,00
1,67
1,00
1,67
1,00
1,00
1,00
1,00
2,00
2,00
2,00

1,38+ 0,61

E
NNNRPRPRPERPNRPRPPRPRPRNRPRRPEPRPRPERPERPRRERNR
NNNRPRPRPRRPRRRPNRARMNRRREPRPRRERPRERRERRENER
NNNRPRPRPERPNRPNRPRPNRRPRPRPRERREREN

CECT 7162

indice MBC/MIC

Aceite Cepa N° Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media

Clavo 1 1,33
1,67
1,00
1,00
1,00
1,67
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
1,33
1,00
4,00
2,00

1,26 + 0,66

N

5
NRARPRPRRPRPRPRPRPRRPRPRPREPRPRPRPREPREPRPREERENEER
NRAPRPRPRRPRPRPRPRPRPRPRPREPRPRPRPREPNRPREPERERNPR
NARPNRPRRPRRPRPRPRRPRPRPRPRPRPRPREPNNRRERRPRE

CECT 7162
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Anexo 7. Calculo del indice CMB/CMI de los cinco aceites seleccionados.

indice MBC/MIC

Aceite Cepa N° Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Media

Canela 1 2 4 4 3,33
2 2 2 1 1,67

3 1 1 1 1,00

4 1 1 1 1,00

5 1 1 1 1,00

6 1 1 1 1,00

7 1 1 1 1,00

8 1 1 1 1,00

9 1 1 1 1,00

10 1 1 1 1,00

11 1 1 1 1,00

12 1 1 1 1,00

13 1 1 1 1,00

14 1 1 1 1,00

15 1 1 1 1,00

16 1 1 1 1,00

17 1 1 1 1,00

18 1 1 1 1,00

19 1 1 1 1,00

20 1 1 1 1,00

21 1 1 1 1,00

22 2 2 2 2,00
CECT 7162 2 2 2 2,00

1,22 + 0,56
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