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Resumen

Los aceites esenciales de orégano y limoncillo contienen compuestos como el timol
y el carvacrol, que poseen propiedades antimicrobianas y acaricidas. Estas
propiedades les permiten eliminar bacterias, hongos, parasitos e insectos. En
animales, la garrapata actia como vector de enfermedades que debilitan el sistema
inmunolégico, mientras que Staphylococcus sp. es oportunista. Por ello, esta
investigacion se planteé el objetivo de determinar la eficacia de los aceites de
limoncillo y orégano contra las garrapatas Rhipicephalus sp. y la bacteria
Staphylococcus spp.

En el estudio, se obtuvieron los aceites esenciales mediante destilacion al vapor.
Se prepararon diferentes concentraciones (0,1 % a 10 %) para tratar las garrapatas
y concentraciones adicionales (12 % a 100 %) para tratar Staphylococcus spp. Para
las garrapatas, se aplico el aceite con ayuda de un aspersor sobre cinco ejemplares
en una caja de Petri. Para Staphylococcus spp., se inoculé el aceite en discos
distribuidos en el medio de cultivo, siguiendo una concentracion de 0,5 segun la
escala de McFarland.

Los resultados mostraron que las garrapatas murieron a las tres horas en los tres
tratamientos. El analisis estadistico (Probit, ANOVA y Duncan con un nivel de
significancia de 0,05) revel6 diferencias significativas en el tratamiento con aceite
de limoncillo en concentraciones de 0,1 % y 10 %. También se observaron cambios
en las patas de las garrapatas tratadas con aceite de orégano en comparacién con

otros tratamientos. Respecto a Staphylococcus spp., hubo inhibicién total en
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concentraciones del 12 % al 100 %, por lo que se concluy6 que los aceites de
orégano Yy limoncillo tienen propiedades que le permiten la eliminacion de
Rhipicephalus sp. e Staphylococcus spp por lo cual se puede utilizar como
alternativa de control en concentraciones 250%.
Abstract

Oregano and lemongrass essential oils contain compounds such as thymol and
carvacrol, which have antimicrobial and acaricidal properties. These properties allow
them to eliminate bacteria, fungi, parasites and insects. The tick acts as a vector of
diseases that weaken the immune system, while Staphylococcus sp. is opportunistic.
Therefore, the objective of this research was to determine the efficacy of lemongrass
and oregano oils against Rhipicephalus sp. ticks and Staphylococcus spp. bacteria.
In the study, the essential oils were obtained by steam distillation. Different
concentrations (0.1 % to 10 %) were prepared to treat ticks and additional
concentrations (12 % to 100 %) to treat Staphylococcus spp. For ticks, the oil was
applied with the help of a sprayer on five specimens in a Petri dish. For
Staphylococcus spp. the oil was inoculated in discs distributed in the culture medium,
following a concentration of 0.5 according to the McFarland scale.

The results showed that the ticks died after three hours in the three treatments.
Statistical analysis (Probit, ANOVA and Duncan at a significance level of 0.05)
revealed significant differences in the lemongrass oil treatment at concentrations of
0.1 % and 10 %. Changes were also observed in the legs of ticks treated with
oregano oil compared to other treatments. Regarding Staphylococcus spp. there
was total inhibition in concentrations from 12 % to 100 %, so it was concluded that

oregano and lemongrass oils have properties that allow the elimination of
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Rhipicephalus sp. and Staphylococcus spp. so it can be used as a control alternative
in concentrations 250%.

1 Introduccion
Rhipicephalus sanguineus o comunmente denominada garrapata marrén, es un
artropodo ampliamente distribuido a nivel mundial; se han determinado tres linajes
de estas garrapatas los cuales presentan patrones geogréficos y climaticos distintos
estos son Rhipicephalus sp. I, Rhipicephalus sp. lll y Rhipicephalus sp. IV y son de
importancia econdémica, salud animal y para la salud publica debido a que son
vectores de multiples vectores (Dantas et al., 2013; Paez et al., 2021).
En salud animal enfatizando en los caninos las garrapatas son vectores que
transmiten bacterias del género Ehrlichia, Anaplasma y Rickettsia (Borras et al.,
2019; Vargas et al., 2012); algunas de estas enfermedades son de interés zoonético
como Rickettsia massiliae causante de la fiebre manchada la cual se ha encontrado
presente en los humanos, el valor de prevalencia de esta bacteria en Rhipicephalus
sanguineus es de 2 al 20% (Borras et al., 2019).
Los piodermas son lesiones presentes en la piel de los caninos las cuales pueden
ser generadas bacterias del género Staphylococcus sp. la cual forma parte del
microbiota normal de los caninos, es considerado un patdgeno oportunista que solo
genera enfermedad cuando el animal de encuentra con el sistema inmune débil, su
control con antimicrobianos se ve limitado debido a que es multirresistentes en
presencia de antibioticos como Oxacilina, Erytromicina, Clidamicina, Trimetoprima,
Ciprofloxacino, Cloranfenicol (Giacoboni et al., 2017).
A causa del dafio ambiental que genera el uso de productos quimicos, la resistencia

a los acaricidas y resistencia a antibiéticos generados por la busqueda del control



12

de las garrapatas y bacterias como Staphylococcus sp. Los aceites esenciales
nacen como alternativa sostenible que puede ser efectiva para el control de estas
dos probleméticas que afectan la salud animal, medio ambiente, la economia y la
salud publica (Klafke et al., 2013; Paez et al., 2021); el limoncillo y el orégano son
aceites esenciales cuyas propiedades son antiinflamatorias, antibacterianas,
insecticidas, antivirales y antioxidativas, esto se debe a su contenido de carvacrol,
timol, terpenos, pineno y terpineno los cuales pueden ser la alternativa que limite el
usos de acaricidas y antibiéticos. (Semanate, 2022). Por lo descrito se plantea
determinar la Efectividad de los aceites de limoncillo y orégano sobre garrapatas

Rhipicephalus sp. y Staphylococcus spp.

2 Planeamiento del problema

Los patégenos son microorganismos que tienen la capacidad de generar dafio o
enfermedad al huésped, estos se dividen en 4 grupos: bacterias, parasitos, hongos
y virus; Estos pueden ser trasmitidos por las garrapatas consideradas ectoparasitos
hematéfagos y un vector. Rhipicephalus sanguineus o conocida como garrapata
marron se encuentra distribuida a nivel mundial, es un artropodo de importancia
econdmica y en salud publica (Paez et al., 2021; Slapeta et al., 2021).

Las garrapatas de la familia Ixodidae ocupan el primer lugar como vectores
transmisores de patologias de interés veterinario siendo Rhipicephalus sanguineus
la especie que mayormente es encontrada en caninosy transmite patbgenos como:
Babesia sp, Rickettsia sp, Theileria spp, Anaplasma sp, Ehrlichia spp, Hepatozoon

spp, Bartonella spp, etc (Gondard et al., 2020; Defaye et al., 2022).
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El cambio climatico ha impulsado el crecimiento y mas de un 50% de expansion de
la poblacién de garrapatas y asi mismo la transmision de patdgenos, que al no ser
controladas causaran la afectacion de la salud de los animales y en el peor de los
casos su muerte (Alvarez et al., 2020; Maggi y Kramer, 2019; Cortés, 2010), la OMS
(2020), describe que el 17% de las enfermedades son causales mas de 700000
muertes por afio y en animales, después de la realizacion de pruebas diagnésticas
de 144 animales muestreados el 19,44% fueron positivos para hemoparasitos los
cuales no presentaban sintomatologia (Quinche et al.,2020), causando pérdidas
econémicas mundiales por garrapatas fueron estimadas en US$7 billones y de esos,
un billén de dodlares corresponde a Latinoamérica (Castro et al. 2010).

No obstante, para prevenir esas pérdidas se ha recurrido el uso de vacunas contra
garrapatas, garrapaticidas como el uso exagerado de ixodicidas, bajo un esquema
de erradicacion, genera mayor susceptibilidad a la anaplasmosis y tal vez la
presencia de mayor numero de cargas parasitarias, cuando la poblacion de
garrapatas aumenta por cualquier razon. Por lo cual, el desarrollo de la resistencia
a los ixodicidas aumenta los costos requeridos para el control de las garrapatas,
bien sea porque exige la asociacion de productos o bien porque se deben utilizar
dosis mayores. El método de control tradicional mediante el uso de acaricidas
guimicos, como es el caso de la ivermectina, aunque ha sido exitoso, ha traido
serios problemas de contaminaciéon (Rodriguez, C y Pulido, N., 2015)

De la misma forma, las bacterias transmitidas por garrapatas, los animales se
enfrentan a bacterias que estan ampliamente distribuidas en el ecosistema como
Staphylococcus sp. (Chaudhry y Patil, 2020), uno de los causantes de la pioderma

y otitis canina, infecciones que pueden generar lesiones las cuales sean base para



14

el inicio de afecciones secundarias que al no ser tratadas pueden generar un dafio
permanente o la muerte del animal, ademas, en los dltimos afios se ha observado
como Staphylococcus sp. y otras bacterias que participan en la infeccién logran
resistencia a los antibioticos, esto se debe al mal uso de los mismo al realizar
tratamientos en casa sin la guia o asesoria de un médico veterinario, solo basados
en sus conocimientos empiricos (Alvarez et al., 2020b; Daza et al., 2020).
Por lo anteriormente descrito se genera la necesidad de un bioinsumo que tenga la
capacidad de generar el control y eliminacién de garrapatas y Staphylococcus sp de
forma segura y amigable con el medio ambiente por lo cual se genera el siguiente
interrogante ¢la union de aceite de limoncillo y orégano tendra la capacidad de
controlar y eliminar patdgenos como Rhipicephalus sanguineus y Staphylococcus
spp. causantes de patologias de interés veterinario?

3 Justificacion
Para el control de patologias causadas por hemoparasitos, hay que centrarse en el
vector que la transmite, muchos de los propietarios no tienen conocimiento acerca
de estas patologias pero desconocen las causas, sintomas y tratamiento de las
mismas, siendo esto la principal causa de muerte de muchos caninos,
simultdneamente se tiene que los propietarios de los animales no lo llevan al
veterinario o al llevarlos la enfermedad estd avanzada y no se logra salvar la vida
del animal (Ramirez, 2020), por ende esimportante la elaboracion de un bioinsumo
gue tenga la capacidad de utilizarse como prevencion, y que sea eficaz, no toxico
para el animal, ni el medio ambiente y seguro para quien lo aplique.
Ademas, que la capacidad de accién de ese insumo no sea limitada a un objetivo,

y es aqui donde se puede lograr una diferencia entre nuestra investigacion y los
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medicamentos quimicos disponibles en el mercado, logrando que el producto
resultante de la investigacion tenga alcance al control de garrapatas y bacterias
como Staphylococcus spp. causantes de patologias de interés veterinario como
pioderma y otitis canina que deben ser tratadas de forma preventiva debido a que
la lesion puede verse afectada por otros microorganismos que aumentan la
gravedad de la infeccion (Rodriguez et al., 2020; Tinoco, 2022; Alvarez et al., 2020).
En diferentes investigaciones, se ha podido lograr una inhibicién entre 50 y 100%
de inhibicion de insectos en distintos estados de crecimiento de acuerdo con su ciclo
biologico a bajas concentraciones como 0,61 y 1,96 y lo cual hace que los aceites
esénciales sean una alternativa viable para el control de garrapatas (Torres et al.,
2021; Costa et al., 2020) lo cual es corroborado en el estudio realizado por Gil et al,
(2013) en el que hacen uso de aceite esencial de lippia para el control de
ovoposicion y produccion de garrapatas Rhipicephalus (Boophilus) microplu
logrando el 50 % de la mortalidad de las garrapatas al aplicar aceite esencial al 1
%.

Por ende, para lograr el objetivo se necesita materia prima con la capacidad de
ejercer control sobre los organismos patégenos, y encontramos que el orégano y
limoncillo son plantas aromaticas de interés econdmico debido a las caracteristicas
de sus aceites esenciales que son utilizados en la industria farmacéutica,
agropecuaria y de alimentos; el aceite de orégano y limoncillo, tienen propiedades
antiinflamatorias, antibacterianas, insecticidas, antivirales y antioxidativas, esto se
debe a su contenido de carvacrol, timol, terpenos, pineno y terpineno que incluso a
bajas concentraciones su accionamiento sigue siendo eficiente y esta siendo usada

como una alternativa para reducir el uso de antibiéticos debido al gran margen de
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resistencia que han desarrollado algunos microorganismos (Loeza et al., 2019;

Flores et al., 2011 y Carhuallanqui et al., 2020; Alvis et al., 2012).

4 Objetivos

4.1 Objetivo general
Evaluar la efectividad de los aceites de limoncillo y orégano sobre garrapatas
Rhipicephalus sp. y Staphylococcus spp in vitro.
4.2 Objetivos especificos

e Determinar el rendimiento de la hidrodestilacion de aceites esenciales a partir

de las hojas de limoncillo y orégano
e Demostrar la actividad insecticida y antimicrobiana de los aceites de forma
individual y conjunta.
5 MARCO TEORICO

5.1 Antecedentes y/o estado del arte
Duran et al. (2020), estudio la actividad insecticida de aceites esenciales extraidos
de Citrus aurantium, Citrus sinensis y el componente mayoritario Limoneno, y
aceites esenciales Piper spp., Syzygium aromaticum, Cinnamomum zeylanicum,
Zingiber officinale y Rosmarinus officinalis, se obtuvieron niveles de mortalidad de
0 a 90% que los aceites esenciales del género citrus quien tuvo un mejor potencial
como insecticida siendo una alternativa eficiente para el control de larvas de primer
instar de H. armigera.
Ponce et al. (2020), evalué el efecto insecticida de Bursera graveolens, Lepechinia
meyeni y Myrtus communis sobre huevos y larvas del primer instar de Chrysoperla

externa, Chrysoperla asoralis y Ceraeochrysa cincta, obteniendo una moralidad de
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86 al 100 % de la eclosion de los huevos, ademas no se encontré diferencia
significativa entre las concentraciones evaluadas.

Flérez y Castro, (2018), determinaron la efectividad inhibitoria de aceite esencial de
Cymbopogon citratus frente al fitopatbgeno Fusarium oxysporum presente en
tomate, la inhibicion se evalu6 con concentraciones de 1000, 1500 y 2000 ppm entre
las cuales no hubo diferencia significaba siendo el porcentaje de inhibicién del

patégeno de un 100%.

Bafios et al. (2021), determino la capacidad de control y eliminacion de Thymus
vulgaris (KD107) y Piper auritum sobre Drosophila suzukii, logrando obtener como
resultado el control del 100% de Drosophila suzukii con una concentracion de 1 pl/ml
en 24 horas de exposicion.

Huaman y Silva (2020), utilizaron aceite esencial de Schinus molle como alternativa
de control del Varroa destructor, utilizaron concentraciones de 5; 10; 15; 25; 50; 75
y 100% utilizando como diluyente Tween 80, el tratamiento con concentracion de
15% presento una efectividad promedio de 92,3, afirmando la viabilidad del
potencial insecticida que poseen los aceites esenciales.

Manrique et al. (2019), en su investigacion, evalla la actividad antimicrobiana de
aceite esencial extraido de hojas de Clinopodium pulchellum frente a cepas de
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa, usaron concentraciones de
100, 75, 50 y 25% lo inocularon por difusién en agar Muller Hilton, obteniendo
diametros de inhibicion de 9 a 35 mm, determinando que Clinopodium pulchellum

posee actividad antimicrobiana frente Staphylococcus aureus.
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Parraga & Vergara (2022), realizaron la evaluacion de la capacidad controladora de
aceite de neem (Azadirachta indica) sobre garrapatas presentes en caninos, paralo
cual prepararon concentraciones de 5, 10 y 15% de aceite de neem, pasado 21 dias
del tratamiento, se present6 una moralidad del 77,70% siendo el tratamiento de
concentracion 15% la de mayor efectividad.

Rizo et al. (2019), evalud la capacidad acaricida de aceite esencial de semilla de
Jatropha curcas frene a larvas de garrapatas de Rhipicephalus, para eso elaboraron
concentraciones 0,5; 1,75; 2,5; 5 and 10 mg/mL de aceite diluido en Tween 80, odas
las concentraciones miraron una eficiente mayor al 93%, obteniendo un mejor
control con la concentracion 10 mg/mL con una actividad acaricida de 97,72%.

5.2 Bases teoricas

5.2.1 Garrapatas (Rhipicephalus sp)

Las garrapatas son acaros macroscopicos, pertenecientes al orden Acarina, se
diferencia de los demas insectos por tener la cabeza, el abdomen y el térax
formando un cuerpo el cual no es segmentado, las garrapatas adultas cuentan con
cuatro pares de patas y carecen de antenas, poseen queliceros bucales, la mayoria
de las garrapatas son succionadoras de sangre (obligadas), por o que son de gran
interés médico y veterinario por trasmitir importantes enfermedades en personas y
animales domésticos (perros y gatos) (Wing, 2015). En cuanto a su morfologia y
fisiologia el cuerpo de la garrapata se encuentra cubierto por un exoesqueleto
formado por una capa (cuticular), la cual esta dividido en una porcién anterior y una
posterior, separada por un surco circuncapilar, en cuanto a su dieta tiene una liquida

por lo que carecen de mandibulas (Team, 2020).
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Las garrapatas juegan un papel fundamental en el &mbito epidemiolégico como
transmisoras de mas de 50 patologias infecciosas. Lo interesante es que estos
acaros patégenos logran aprovechar para su transmision distintas especies de
garrapatas pertenecientes a diferentes géneros. En efecto podria estar
concomitante con la extensa distribucion de las garrapatas y su limitada o
especificidad en los huéspedes. El eventual contagio de estos acaros se ve a
menudo en asenso debido a que las hembras de las garrapatas los transmiten a los
huevos, contagiando asi por este medio a la préxima generacion de garrapatas (Ej.
genero Babesia) (Wing, 2015).

5.2.1.1 Aspectos epidemioldgicos de las garrapatas

La propagacion de estos agentes patdégenos (virus, bacterias, rickettsias,
anaplasmas, protozoos y nematodos) se llevan a cabo durante la picadura de las
garrapatas. La picadura no consiste en punzar diminutas arterias, como la mayoria
de los demas parasitos hematéfagos, sino que cavan diminutas fosas valiéndose de
su hipostoma provisto de garfios. Dicha fosa es saturada de sangre mientras se
cumple el proceso alimentan (que puede tardar minutos o incluso dias) de estas
garrapatas. La epidermis de las garrapatas es tan flexible, que su intestino lleno de
sangre logra incrementar varias veces su superficie corporal normal. Esto manifiesta
la accion de que incluso los hospedadores de gran tamafio pueden ser afectados
(Anemia) cuando son parasitados por un gran numero de garrapatas, de las cuales
ambos sexos dan todas sus etapas son hematéfagas. Los animales que presentan
dichas anemias estan expuestos a enfermedades infecciosas. Dichos parasitos
contaminan junto con la saliva, que cuenta con sustancias anticoagulantes,

sustancias de accidén neurotdxica, logrando varias especies causar una paralisis
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creciente. La pardlisis inicia en los miembros posteriores y luego transciende a los
miembros inferiores. Causando la muerte del hospedador si alcanza los musculos
respiratorios. (Wing, 2015).

5.2.1.2 Dafos al hospedador

El parasitismo por acaros como las garrapatas establemente carga consigo
prejuicios que su magnitud depende de la cantidad y ubicacién de los parasitos. Los
dafios que se suelen encontrar son:

Accion mecanica con destruccién causada por los apéndices y sobre todo por las
respuestas dirigidas contra esos apéndices, cemento y componentes salivales. En
efecto es la formacién de una apostema y la hinchazén de los tejidos que se
encuentran a los lados del punto de fijacion. Los resultados de la hinchazon
dependen de la zona afectada: dolor, cojera, trastornos visuales y auditivos, pérdida
de pelo por rascaduras, infeccion de las apostemas por bacterias y larvas de
moscas. (Monje et al., 2016)

Pardlisis y acciones téxicas causadas por algunas sustancias salivales. Las
sustancias de actividad paralizante parecen ser que bloguean las transmisiones del
impulso nervioso motores aferentes (Nava et al., 2017).

Pérdida de sangre (accion hematofaga y expoliatriz como consecuencia de la
alimentacion de los parasitos, lo que explica las anemias agudas que
frecuentemente se observan en animales con infestaciones intensas. (Nava et al.,
2017).

5.2.2 Staphylococcus spp.

El género Staphylococcus engloba una gran diversidad de especies bacterianas que

se encuentran ampliamente compartidas en la naturaleza colonizando mamiferos y
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aves. Hace parte también del microbiota natural de la piel, del tracto respiratorio, del
trato urogenital y del tracto digestivo ya que esta transita por el tanto en los animales
como en el hombre (Fernandes et al., 2021; Gustaw et al., 2023).

Esta bacteria se caracteriza por ser coco Grampositivo, catalana positiva, oxidada
negativa, haldfila, presenta también un metabolismo fermentativo, resistente a las
altas temperaturas, sequedad y desinfeccion, son facultativos y no esporulados.
(Bannoehr y Guardabassi, 2019). Este género bacteriano cuenta con mas de 45
especies y 21 subespecie que son calificadas en dos grupos teniendo en cuenta su
capacidad de producir la enzima coagulasa: estafilococos coagulasa negativos
(CoNS) y estafilococos coagulasa positivos (CoPS) logrando ser los dos poténciales
patdgenos zoonoticos de interés en medicina veterinaria e incluso humana.
(Bergeron et al., 2011; Couto et al., 2016; de Godoy et al., 2016)

Por lo tanto, esta bacteria en la garrapata, la especie Staphylococcus saprophyticus
le provoca una enfermedad llamada pico amarillo, esta infeccién, produce un
exudado amarillento en las hembras del artropodo, que bloquea el poro genital
impidiendo la oviposicion resultando en la muerte de la garrapata (Miranda-Miranda
et al., 2010). Pero, presenta un sistema inmunologico con amplia variedad de
mecanismos de proteccion, convirtiéndose en vector de esta bacteria a otro ser vivo.
Asimismo, el incremento y propagacion al medio de estos dos microorganismos
resistentes a antibioticos es uno de los problemas actuales de mayor relevancia en
medicina veterinaria (Miranda-Miranda et al., 2010).

5.2.3 Aceites esenciales

Los aceites esenciales hacen parte de la historia de la civilizacion, teniendo una

predominancia de un 80% a nivel mundial a la amplia aplicacibn de sus
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componentes en distintos campos como la industria alimentaria, agropecuaria y
farmacéutica; después de la segunda guerra mundial, la aparicion de productos
sintéticos disminuyo su uso debido a que la efectividad de los mismo era alta, lo
cual al pasar el tiempo ha sido contraproducente, siendo estos productos sintéticos
los culpables de la esterilidad y compactaciéon de los suelos, desequilibrio del
ecosistema y dafios a la salud publica y animal (Durofil et al., 2021; OMS 2016;
Acero et al., 2019).

Por ende, cada dia, se hace indispensable el uso de alternativas en reemplazo de
las sustancias sintéticas y es donde los aceites esenciales juegan un papel esencial,
siendo portadores de propiedades quimicas que les confieren la capacidad de
ejercer actividad antimicrobiana, insecticida, acaricida, desparasitario,
antinflamatorio, etc. (Durofil et al., 2021; OMS 2016).

5.2.4 Limoncillo (Cymbopogon sp)

El limoncillo (Cymbopogon citratus) es una hierba perenne, correspondiente a la
familia de las poaceaes. Es reconocida como una planta medicinal usada
comunmente en América Latina, por sus diversos usos terapéuticos y su rica
fragancia a limon (Armando 2012)

Recientemente, se ha encontrado que los aceites esenciales de limoncillo (LG) y la
canela contienen algunas propiedades antifingicas y poder antioxidante siendo
utilizadas en platanos (Mehdi y Alderson, 2010). Ademas, el limoncillo ha
demostrado su actividad como antiinflamatorios ya que pueden estar involucrados
en los efectos inhibidores por la produccion de citoquinas, como también, diuréticos
antisépticos, actividades neuroconductuales, antimicrobianos y fungistatico; el

extracto de limoncillo ejerce una acciéon antiinflamatoria ya que pueden estar
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involucrados. Bachiega y Sforcin (2011) reportan que el extracto de limoncillo puede

ser un posible factor de inhibicién del factor de transcripcion NF-B.

5.2.5 Orégano (Plectranthus sp)

Pertenece a Lamiaceae y es originaria de la region mediterranea y Eurasia
occidental, es conocida por sus propiedades terapéuticas, antimicrobiana e
insecticidas, es mayormente conocida como orégano francés y es utilizado como
condimento, es una plana aromatica, con una altura promedio de un metro, sus
hojas son verdes grisaceas, con flores que puede ser blancas o purpuras ademas,
tiene capacidad de crecer en climas templados y calidos con baja humedad relativa
y sus principales componentes quimicos son: carvacrol, timol, terpenos, pineno y
terpineno (Loeza et al., 2019; Muzzio et al., 2021).

Figura 1. Principales componentes del orégano.
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5.2.6 Importancia de alternativas naturales para control de insectos y
microorganismos.

Debido a multiples eventualidades que se presentan a diario como: la resistencia de
microrganismos a los antibiéticos y las resistencias a insecticidas; se ha generado
la bausqueda de nuevas alternativas de control e eliminacion de agentes patdégenos.
La resistencia a los antibidticos e insecticidas resulta de la adaptacion de las
bacterias e insectos a los mismos, lo que les permite crecer a un en presencia de
estos productos, es decir, las bacterias e insectos han mejorado su respuesta
celular a tal nivel que el antibiético o sustancia controladora que les causaba la
muerte, ahora no representa impedimento para seguir creciendo y causar dafio, esa
resistencia va ligada al uso frecuente de los antibioticos e insecticidas, y eso es algo
gue va en aumento debido al uso empirico, sin el respectivo asesoramiento de una
entidad especializada (OMS 2012; OMS 2016; Bermudez et al., 2019).

Por lo anterior, la busqueda de alternativas competentes en la funcion de controlar
e eliminar microorganismos e insectos como las garrapatas que son fuentes de
riesgo veterinario y para la salud publica se vuelve sumamente importante y ain
mas cuando la OMS dicta que el proceso de resistencia va en aumento, por lo cual
nos enfocamos en las plantas aroméaticas, que han desarrollado la capacidad de
producir sustancias que controlan y eliminan de forma natural sin alterar el
ecosistema, a aquellos agentes que representan un peligro para su desarrollo

(Bermudez et al., 2019).
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6 Marco Legal
existen leyes la cuales dictan medidas para regular el maltrato animal y van
enfocadas en los que estén como animales domeésticos, callejeros, resguardos,
silvestres y en cautiverio.
Ley N0.1995 del 2019 “pacto por Colombia, pacto por la equidad” en el articulo 324
“politica de proteccioén y bienestar de animales domésticos y silvestres” en el cual
se plantean lineamiento que permitan eliminar la violencia, crueldad, trafico y
comercio de animales, ademas impulsa la creacion de normativas, programas y
estrategias que permitan el cumplimiento de esta ley.
Ley 2054 del 2020 articulo 1 “Atenuar las consecuencias sociales, de maltrato
animal y de salud publica derivadas del abandono, la pérdida, la desatencion estatal
y la tenencia irresponsable de los animales domeésticos de compafiia, a traves del
apoyo a refugios o fundaciones legalmente constituidas que reciban, rescaten,
alberguen, esterilicen y entreguen animales en adopcion, mientras los distritos o
municipios crean centros de bienestar para los animales domésticos perdidos,
abandonados, rescatados, vulnerables, en riesgo o aprehendidos por la policia” y el
articulo 2 Apoyo a entidades sin animo de lucro donde se expone que frente a la
inexistencia de lugares propios del municipio como centro de resguardo animal, el
municipio debera apoyar a las fundaciones o lugares de paso que estén habilitadas
para la labor de cuidado animal.
Resoluciéon 000153 del 2019 donde describe la creacién del consejo nacional de
bienestar animal, con el objetivo mejorar las condiciones fitosanitarias y de

inocuidad.
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7 Materiales Métodos
7.1 Tipo de estudio
Se desarroll6 un estudio experimental de corte transversal, enmarcado en la linea
de investigacion Bioprospeccion del programa de microbiologia.
7.2 Poblacién y muestra
La recoleccion se llevé a cabo en la fundacion callejeritos ubicada en la calle 16 #3-
12 barrio alta gracia de la ciudad de Valledupar, se tuvo como criterios de exclusién
e inclusién: Caninos sin medicacion previa y que no fueron bafiados, con el fin de
poder encontrar garrapatas; posterior a la recoleccion, se realizd reconocimiento de
las caracteristicas fenotipicas para identificacion del género.
7.3 Material vegetal
Se realizo la recoleccion de hojas de limoncillo de 2 afios ubicada a 7,9 km de la
pedregosa en Valledupar-Cesar, ademas, se realiz6 la siembra de plantas de
orégano para la recoleccion de sus hojas las cuales se recolectaron a los seis meses
de su siembra.
7.4 Extraccion de aceites esenciales
La extraccion se llevé a cabo en un equipo de hidrodestilacion (figura 1).
La extraccion se realiz6 a partir de las hojas, las cuales se cortaron para reducir su
tamafo, el equipo cuenta con un sistema de calentador donde se encuentran las
hojas y agua, causando que se caliente el medio y se produzca la evaporacion
instantanea del agua y simultaneamente el aceite esencial, ese vapor
posteriormente se condensd y la separacion del agua y aceite se dio por diferencia
de densidad (Martinez y Arrazola, 2012; Torrenegra et al., 2015; Arango et al.,

2012).
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Figura 2. Equipo de extraccion de aceite esenciales

Para calcular el porcentaje de rendimiento se utilizé la formula:

v
Porcentaje de rendimiento= ——x100
My

Donde Vae es la masa del aceite esencial y mmy €s la masa del material vegetal
(Ovares, 2016); ademas, se utilizo la ecuacion d = m/v donde d es la densidad, m
es lamasay v es el volumen.

7.5 Obtencion de cepa bacteriana

La bacteria Staphylococcus spp. fue suministrada por el cerapio del laboratorio de
microbiologia de la Universidad Popular del Cesar.

7.6 Evaluacion de accion insecticida

La evaluacion se realizé acorde a lo descrito por Rodriguez et al. (2021).
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7.6.1 Aceite de limoncillo

El aceite de limoncillo se diluy6é en aceite vegetal a concentraciones de 0,1 %, 0,5
%, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 % y 10 %; seguidamente en una caja de Petri estéril
se depositaron 5 garrapatas a las cuales se les vertié el aceite por aspersion con
ayuda de un espray. Por cada concentracion se realizo 3 repeticiones (Rodriguez
et al., 2021).

7.6.2 Aceite de orégano

El aceite de orégano se diluyo en aceite vegetal a concentraciones de 0,1 %, 0,5 %,
1%, 2%, 3%,4%,5%, 6%y 10 %; Seguidamente en una caja de Petri estéril se
depositaron 5 garrapatas a las cuales se les se les verti6 el aceite por aspersion con
ayuda de un espray. Por cada concentracion se realizé 3 repeticiones (Rodriguez
et al., 2021).

7.6.3 Aceite de limoncillo y orégano

El aceite de limoncillo + orégano, se diluyd en aceite vegetal a concentraciones de
0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 % y 10 %; seguidamente en una caja de
Petri estéril se depositaran 5 garrapatas a las cuales se les vertid el aceite por
aspersion con ayuda de un espray. Por cada concentracion se realizo 3 repeticiones
(Rodriguez et al., 2021).

7.7 Evaluacion de accion antimicrobiana

Las evaluaciones se realizaron acorde a lo planeado por Ramirez y Marin (2012).
7.7.1 Aceite de limoncillo

El aceite de limoncillo se diluy6 en aceite vegetal a concentraciones de 0,1 %, 0,5
%, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 10 %, 12 %, 13.5 %, 15 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80 %,

100 %; Seguidamente en medio Muller Hilton, se inocularon por difusién 100 pl de
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suspension de Staphylococcus spp. de 0,5 del estandar de la escala de McFarland,
posteriormente se inocularon discos de papel filtro de 9 mm impregnado con aceite
esencial de limoncillo (Ramirez y Marin, 2012).

7.7.2 Aceite de orégano

El aceite de orégano se diluyo en aceite vegetal a concentraciones de 0,1 %, 0,5 %,
1%, 2%, 3%, 4%, 5 %, 6 %, 10 %, 12 %, 13.5 %, 15 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80 %, 100
%; Seguidamente en medio Mduller Hilton, se inocularon por difusién 100 ul de
suspensioén de Staphylococcus spp. de 0,5 del estandar de la escala de McFarland,
posteriormente se inocularon discos de papel filtro de 9 mm impregnado con aceite
esencial de limoncillo (Ramirez y Marin, 2012).

7.7.3 Aceite de limoncillo + orégano

El aceite de limoncillo + orégano, se diluyeron en aceite vegetal a concentraciones
de 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 10 %, 12 %, 13.5 %, 15 %, 20 %, 40
%, 60 %, 80 %, 100 %; Seguidamente en medio Muller Hilton, se inocularon por
difusion 100 pl de suspension de Staphylococcus spp. de 0,5 del estandar de la
escala de McFarland, posteriormente se inocularon discos de papel filtro de 9 mm
impregnado con aceite esencial de limoncillo + orégano (Ramirez y Marin, 2012).
7.8 Anélisis estadistico

Se determind las diferencias estadisticas de cada test, utilizando el analisis de
varianza (ANOVA, alfa = 0,05), seguido de la prueba post-hoc de Duncan (alfa =

0,05), procesado en el paquete estadistico SPSS version 27.
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8 Resultados y Discusién
8.1 Rendimiento y densidad
El aceite esencial de limoncillo extraido present6 un color amarillo tenue, con un
aroma concentrado y una leve picazon en la piel; el rendimiento fue de 0,2 % y su
densidad de 0,891 g/ml y el aceite de orégano present6 un rendimiento de 0,1 %y

su densidad fue de 0,913 g/ml.

Rendimiento (Lim) = 1020% g(100 %) =0,2%
Densidad (Lim) = O’T:Ig = 0,891 g/ml
Rendimiento (Oreg) = 18 (100 %) = 0,1 %

1000 g
Densidad (Oreg) = % = 0,913 g/ml

El rendimiento de aceites esenciales descrito en algunos estudios oscila entre 0,29
%Yy 1,22 % (Pérez etal., 2017; Mendoza y Taborda, 2010) por lo cual el rendimiento
obtenido en esta investigacion es bajo, aunque se encuentre en el rango de
rendimiento minimo que es 1 %.

En base a lo estudiado, existen factores que generan variaciones en el rendimiento
de aceite esenciales como el método de extraccion, tipo de planta y equipo de
extraccion. El bajo rendimiento del aceite de orégano puedo estar influenciado por
el estado joven del orégano utilizado el cual tenia en promedio cuatro meses de
crecimiento o en defecto el estado de vejez como se presento con el limoncillo que
era de dos afos y presentaba marchitez, la afectacién que tiene la edad sobre la
extraccion de aceite fue estudiada por Delgado et al. (2015) el cual logro la

evidenciar la reduccién de aceite y componentes del mismo mediada por la
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humedad presente en las hojas y no por la edad, lo cual permite deducir que la
extraccion de aceite en fresco sera menor a cuando se somete el material vegetal
con un secado previo, ademas también se tiene que la perdida de vapor durante el
proceso de extraccion ocasiona bajo rendimiento segun lo descrito por Marjoram.
(2011) y que fue evidenciado durante la extraccion de este estudio por defecto del
cierre del equipo utilizado.

8.2 Evaluacion de accidn insecticida

Los resultados obtenidos del efecto insecticida de los aceites esenciales de
limoncillo, orégano y su accion conjunta lograron causar la muerte de las garrapatas
en menor tiempo respecto a los controles realizados con agua destilada y aceite de
oliva (Grafica 1) en los cuales el tiempo en el que inicia la muerte de las garrapatas
es de 42 horas para el control de agua destilada y 36 horas para el control de aceite
de oliva mientras que en los tratamientos con aceites esenciales se presentaron

muertes a partir de las tres horas de la aplicacion.
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Grafica 1. Determinacion de diferencias significativas entre tratamiento segun

post-hoc de Duncan (alfa=0,05).

DIFERENCIAS SIGNIFICATIVAS
m->(C=05% ®M—>C=01% ™W—>C=1% W—->C=2% W—->C=3% ®m—>(C=4% W—>C=5% M->C=6% W->C=10%

| )
il
i |‘| il

CONTROL LIMONCILLO OREGANO
TRATAMIENTOS

=9 CDEF

IS BCDE
I ABC
= ABC

< I B
| CDEF
) | |
)

Nota. Determinacion de diferencias significativas en la aplicacion de aceites esenciales de
aceite de limoncillo, aceite de orégano y combinacion del aceite de limoncillo con aceite de

orégano en concentraciones de 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 % y 10 %.

En la grafica 1, en primera instancia, a las 6 horas se obtuvo el tiempo letal medio
(TL50) de cada uno de los tratamientos y mediante el test post hoc de Duncan se
logr6 la comparacion de las medias para la obtencion de las diferencias

significativas existentes entre los tratamientos.
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Por lo tanto, en la grafica 1, se observo diferencias significativas en el tratamiento
de aceite de limoncillo en concentraciones de 0,1% y 10%; las diferencias
significativas nos indican que, en la repeticion del estudio los datos recolectados de
los tratamientos con aceite de orégano y mixto pueden variar de forma positiva o
negativa y a si mismo con las concentraciones de 0,5 %, 1 %,2 %, 3 %, 4 %,5 % y
6 % del tratamiento con aceite de limoncillo. Asimismo, tener diferencias
significativas nos permite aceptar que el aceite de limoncillo tiene actividad para el
control de las garrapatas como lo evidencia los autores Martinez, R et al., {2015),
gue al usar los aceites esenciales para reducir o controlar larvas de garrapatas del
género Riphicephalus (Boophilus) microplus en minimas concentraciones del aceite
esencial de una planta Lamiaceae (Hesperozygis ringens), inhiben la ovoposicion
en un 95% y también reducen el nimero de huevos de las garrapatas en un 30%.
Las diferencias que se presentan entre los tratamientos pueden asociarse a la
composicion quimica de los aceites, Scalvenzi et al. (2016) y Meza y Vargas. (2013)
realizaron el estudio de la composicién quimica del aceite de limoncillo y logro la
determinacién de 26 compuestos mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masa (GC-MS), de estos compuestos geraniol, f — pineno, B -
citral (Neral) y a- citral (Geranial), tuvieron una mayor area relativa de concentracion,
respectivamente 8%, 32,23%, 32,23 %, 21,09 %y 21,02 %.

Asimismo, el aceite de orégano presenta variaciones en sus compuestos acorde a
la especie, segun Acevedo et al. (2013) existen tres tipos de orégano, quimiotipo A,
guimiotipo B y quimiotipo C que presentan variacion en la concentracion y presencia

de compuestos como el timol, carvacrol, monoterpenos, sesquiterpenos, etc. Los
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cuales generan cambios en las propiedades antimicrobianas y antifungicas de sus
extractos.

8.3 Evaluacion de Mortalidad de las garrapatas

Se logré obtener un porcentaje de mortalidad del 100 % en los tratamientos con
aceite de limoncillo, orégano y mixto y sus 9 concentraciones.

405 garrapatas muertas

tasa de mortalidad = , (100 %) = 100%
405 garrapatas vivas

Durante el registro de mortalidad se logré observar que el estado post mortem de
las garrapatas varia acorde al tratamiento, logrando visualizar que las garrapatas
del tratamiento con orégano y limoncillo + orégano, presentaban sus patas
totalmente estiradas en comparacion a las garrapatas del tratamiento con limoncillo
cuyas patas estaban pegadas al cuerpo. Como lo menciona el autor Rodriguez, C
y Pulido, N., (2015), los extractos etandlicos de esta planta (Cymbopogon citratus),
sobre la garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus, se encontré una mortalidad

de 40,3 %, 41,5 % y 46,6 % durante los dias 3, 7 y 14 post tratamiento al respecto.

Como lo menciona el autor Rodriguez, C y Pulido, N., en el afio 2015, los extractos
etandlicos de esta planta (Cymbopogon citratus), sobre la garrapata Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, se encontré6 una mortalidad de 40,3 %, 41,5 % y 46,6 %
durante los dias 3, 7 y 14 post tratamiento al respecto.

Las propiedades de insecticida frente a garrapatas, coledpteros, himendpteros,
isopteros, etc, se debe a la presencia a la presencia de eugenol el cual
monoterpenoide fendlico, que tiene (Price y Berry, 2006; Acevedo et al., 2013); el

eugenol tiene un efecto especifico sobre los receptores de octopamina y ejerce sus
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propiedades insecticidas a través de esta accidn, la octopamina es una monoamina
neurohormona, neuromodulador y neurotransmisor en invertebrados (Farooqui,
2007).

Segun Enan. (2001) en su estudio observo que la exposicién de las cucarachas
alemanas y hormigas carpinteras a esta sustancia causo hiperextension de las
piernas y el abdomen, lo cual es similar a lo descrito por Price y Berry. (2006) el cual
evaluo los efectos neurofisiol6gicos de los aceites esenciales en dos especies de
cucarachas y se percatd de los efectos sobre el aumento o reduccion de la
octopamina y la alteracion de procesos que generan un desbalance en el sistema
nervioso, cardiaco, etc. y que explican el estado de los cuerpos de las garrapatas
post mortem las cuales

8.4 Evaluacion de accion antimicrobiana

De acuerdo con lo observado para las concentraciones 0,1 %, 0,5 %, 1 %, 2 %, 3
%, 4 %, 5 %, 6 % y 10 % la actividad antimicrobiana de los tratamientos es nula
evidenciandose el crecimiento de Staphylococcus spp. sobre toda la superficie de
la caja (Tabla 1).

En diversos estudios se presentan los extractos de limoncillo y orégano como una
alternativa viable para el control y eliminacion de microorganismos patégenos en las
cuales la concentracion del aceite es fundamental para inhibicién, Cabezas. (2021)
baso su estudio en la evaluacion de la actividad antimicrobiana del limoncillo sobre
el crecimiento de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en este obtuvieron la
inhibicién del crecimiento bacteriano en concentraciones de 50 %y 75 % obteniendo
en promedio halos de 23 mm a 26 mm, ademas se logra observa que la actividad

antimicrobiana tiene mayor efectividad al estar puro el aceite esencial; en base a lo
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descrito se permite establecer la importancia de la concentracion del aceite esencial
frente a la efectividad antimicrobiana, por lo cual las concentraciones estudiadas no
son las indicadas para la evaluacion de la actividad antimicrobiana, esto es
confirmado por Goncalves et al. (2013) quienes evaluaron concentraciones de 0,39
% a 6 % y no obtuvieron la inhibicion de los microorganismos y Medrano y Medrano,
(2021) los cuales evaluaron la actividad antimicrobiana del orégano con
concentraciones de 20 %, 40 %, 80 % y 100 % obteniendo halos de inhibicion de 8
mm, 8mm, 9,3 mm y 14,7 mm respectivamente. Por |lo descrito se puede deducir
gue las concentraciones utilizadas en el estudio para la inhibicion no son las
indicadas para obtener un resultado positivo ademas, la actividad antimicrobiana de
los extractos vegetales son dependientes de la composicion y concentracion de los
compuestos quimicos, Carhuallanqui et al. (2020) en base su estudio de
caracterizacion de compuestos quimicos en aceite esencial de orégano y la
actividad antimicrobiana de este sobre Listeria monocytogenes y Staphylococcus
aureus, hace referencia a los porcentajes de concentracidon minima inhibitoria (CMI)
y la concentraciéon minima bactericida (CMB), los cuales varian de 1 % a 4 % son
bajos debido a la concentracion de timol y carvacrol presentes en los extractos.

De la misma forma, Espinel, A., en el afio 2020, explica que los aceites esenciales
son efectivos agentes antimicrobianos tanto en su fase vapor como por contacto
directo contra numerosas bacterias patégenas, Gram negativos y Gram positivos,
como mohos, levaduras e incluso mohos productores de micotoxinas. Dichas
propiedades se deben a los compuestos quimicos presentes en los aceites
esenciales, siendo los monoterpenos, sesquiterpenos y diterpenos los responsables

de las propiedades antioxidantes, aromaticas y antimicrobianas.
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Debido a que no se presencid la inhibicién bacteriana y que la literatura mencionada
relaciona la importancia de las concentraciones altas, se realizdé la prueba
antimicrobiana con concentraciones de 12 %, 13,5 %, 15 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80
% y 100 % las cuales lograron la inhibicion total del crecimiento de Staphylococcus
sp. (Tablal) lo cual permite discutir que la actividad antimicrobiana en proporcional
a la concentracion del aceite esencial similar a los resultados de Bermudez et al.
(2019) logré obtener la inhibicibn de Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Salmonella, Typhimurium, Salmonella Enteritidis,
Salmonella Cholerasuis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa
y Proteus mirabilis de un 26,7 - 100 % con la aplicacion de Cymbopogon citratus al
100 %.

Aun mas concretamente Alarcén y Alarcon. (2022) en la evaluaron la actividad
antimicrobiana de Cymbopogon citratus en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %y
100% aplicadas a agua de estanques, logran resultados similares a los de esta
investigacion, observando la capacidad antimicrobiana acorde a cada
concentracion, siendo 25 % hasta <75 % las concentraciones con menor actividad
y de 75% en adelante obteniendo reduccién de la poblacion microbiana mayor al 50
%.

Tabla 1. Inhibicion del aceite de limoncillo frente a Staphylococcus sp.

Concentraciones Inhibicion
0,1 Crecimiento
0,5 Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento
Crecimiento

O wWNBE
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10 Crecimiento

12 Sin crecimiento
13,5 Sin crecimiento

15 Sin crecimiento

20 Sin crecimiento

40 Sin crecimiento

60 Sin crecimiento

80 Sin crecimiento

100 Sin crecimiento

9 Conclusioén

El aceite esencial de limoncillo es una alternativa sostenible para el control
de Rhipicephalus sp. y Staphylococcus sp. debido a su efectividad in vitro en
concentraciones bajas.
La concentracion sugerida para la realizacién de un producto es del 12 % con
la cual se asegura el control de Rhipicephalus sp. y Staphylococcus sp.

10 Recomendaciones
Realizar el estudio que permita determinar los componentes del aceite
esencial y la concentracion en que estan presente cada compuesto.
Ampliar el nimero de bacterias de estudio relacionadas a enfermedades en
caninos
Evaluar el efecto insecticida sobre las garrapatas en cada uno de los estados
de ciclo de vida.
Evaluar métodos de dilucibn y aplicacion de aceite esencial para
determinacion de su actividad antimicrobiana in vitro.
Estudiar distintas técnicas de obtencidbn de aceite esenciales para

determinacién de la metodologia y estado de la materia prima que permita
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un mejor rendimiento y obtencibn de compuestos con actividad
antimicrobiana, acaricida, etc.
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