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RESUMEN

La resistencia a los antibioticos representa una de las mayores amenazas para la salud
publica global, impulsada por el uso indiscriminado de antibi6ticos en la produccion
animal. Esta investigacion evaluo la eficiencia del extracto etanolico de tomillo (Thymus
vulgaris) como alternativa natural frente a patgenos como la Escherichia coli. Se empled
un disefio descriptivo y comparativo mediante un ensayo in vitro con cinco repeticiones
por tratamiento. La metodologia consistié en el método de difusion en disco (Kirby-
Bauer) utilizando agar Muller-Hinton, estandarizando el indculo bacteriano. Se aplico un
andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de comparacion de medias de Tukey (p < 0.05)
para validar la significancia de los datos. Las variables evaluadas incluyeron el diametro
del halo de inhibicion (mm) y el porcentaje de inhibicion relativa (PIR). EI mejor
resultado obtenido fue el de la concentracién del tomillo al 100% y 75%, alcanzando el
halo de inhibicion promedio de 31,72 mm y 25,774 mm con un PIR del 96,26% y
81,627%, superando significativamente a los antibioticos comerciales evaluados entre
estos del grupo de tetraciclinas (Tetraciclina y Oxitetraciclina), cuyos halos no excedieron
los 6, 74 mm. Se concluye que el extracto de Thymus vulgaris posee una actividad
bactericida superior a las tetraciclinas convencionales, posicionandose como un
fitobidtico viable y eficiente para reducir la dependencia de farmacos sintéticos en la
zootecnia.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiana, Fitoterapia, Inhibicion bacteriana, Extractos
vegetales, bactericida, Zootecnia.



ABSTRACT

Antibiotic resistance represents one of the greatest threats to global public health, driven
by the indiscriminate use of antibiotics in animal production. This research evaluated the
efficacy of ethanolic extract of thyme (Thymus vulgaris) as a natural alternative against
pathogens such as Escherichia coli. A descriptive and comparative design was used,
employing an in vitro assay with five replicates per treatment. The methodology consisted
of the disk diffusion method (Kirby-Bauer) using Muller-Hinton agar, with standardized
bacterial inoculum. Analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test for mean
comparison (p < 0.05) were applied to validate the significance of the data. The variables
evaluated included the diameter of the inhibition zone (mm) and the percentage of relative
inhibition (PRI). The best results were obtained with the thyme concentrations of 100%
and 75%, achieving an average inhibition zone of 31.72 mm and a PIR of 96.26%,
significantly outperforming the commercial antibiotics evaluated, whose inhibition zones
did not exceed 6.74 mm. It is concluded that the extract of Thymus vulgaris possesses
bactericidal activity superior to conventional tetracyclines, positioning itself as a viable
and efficient phytobiotic for reducing dependence on synthetic drugs in animal
husbandry.

Keywords: Antimicrobial resistance, Phytotherapy, Bacterial inhibition, Plant extracts,
Bactericidal, Animal husbandry.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos (RAM) es reconocida como una de las 10
principales amenazas para la salud publica a nivel mundial segin la (Organizacion
Mundial de la Salud [OMS], 2021), con proyecciones de millones de muertes anualmente
si no se interviene correctamente, se prevé que las personas lleguen a consumir 131,109
toneladas anuales de residuos antibidticos y que puede llegar a alcanzar las 200,235
toneladas para el 2030 (Malik, 2023; Senasica, 2023). Este fendmeno se ve agravado por
el uso excesivo e indiscriminado de los antibidticos en la produccién animal, tanto con
fines terapéuticos como para la suplementacion para el crecimiento, facilitando la
evolucion de la cepas bacterianas resistentes que se transmiten a los humanos a través de
la cadena alimentaria 0 medio ambiente como se refleja en la Escherichia coli (Pifa et
al., 2021).

En el Ecuador esta problematica se refleja en hallazgos donde se logra evidenciar
la falta de control en los periodos de retiro del medicamento, lo que resulta en residuos
farmacoldgicos en productos cérnicos y lacteos, pero la informacion sistémica y
estadistica sobre el control el manejo de los antibidticos en animales de produccion es
limitada y fragmentada, lo que genera un vacio en los conocimientos que impide la
implementacién de la politica de salud publica efectiva (Calvopifia Montenegro, 2024).
Ejemplo: algunos estudios incluso han confirmado la presencia de E. coli con genes de
resistencia en muestras fecales de bovinos, los cuales actian como huéspedes bacterianos

que pasan a los alimentos de consumo diario (Bingshen Liu, 2025).

En este contexto, se ha intensificado la busqueda de alternativas naturales como
las plantas medicinales para reemplazar el uso de antibidticos convencionales
(Mohsenzadeh, 2007). Lo que ha cobrado interés por sus propiedades antimicrobianas,
antioxidantes y promotoras de la salud animal, como una necesidad urgente para evaluar
alternativas que permitan asegurar la inocuidad alimentaria y la sostenibilidad del sector

pecuario (Rivera et al., 2023).
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El desarrollo de esta investigacion contribuira significativamente a la literatura
cientifica al proporcionar el resultado de la evaluacion in vitro de la actividad
antimicrobiana del Thymus vulgaris y sus compuestos fendlicos (timol y el carvacrol)
contra E. coli (Rivera et al, 2023). Los resultados evidenciaron que el extracto vegetal
constituye una alternativa mas sostenible y accesible para los productores, contribuyendo
al fortalecimiento de la sanidad animal y el uso responsable de los recursos naturales
(Ahangaran, 2021). Para que posteriormente, los resultados de esta investigacion puedan
servir como base para ensayos fitoterapéuticos aplicados para las producciones

zootécnicas.

La busqueda de extractos vegetales, como el Tomillo, se aline6 con el enfoque
internacional de “One Health”, promovido por la OMS y la Organizacion Mundial de la
Salud Animal (OMSA), que busca equilibrar la salud humana, animal y ambiental (OIE,
2016). Los objetivos que abarca esta investigacion, dentro del Objetivo Desarrollo
Sostenible (ODS) de la Agenda del 2030. Contribuyen principalmente al Objetivo 3:
salud y bienestar que propone “Garantizar una vida sana y promover el bienestar para
todos” al ofrecer una alternativa que reduce la aparicion y la transmision de
superbacterias, mejorando la seguridad alimentaria en la calidad de los productos de
origen animal (Organizacion de las Naciones Unidas [ONU], 2020). Al igual que el
Objetivo 12: Produccion y consumo responsable que busca “Garantizar modalidades de
consumo y produccidn sostenible”, al proponer un modelo de produccion mas ecoldgica
y accesible para pequefios productores minimizando la dependencia de los antibi6ticos
quimicos y promoviendo la eficiencia de los recursos naturales (ONU, 2020).

La presente investigacion se estructura en cinco capitulos que detallan el proceso
de evaluacion del extracto del tomillo. En el Capitulo | se presenta la introduccion y
comprende el planteamiento del problema sobre la resistencia antimicrobiana. El capitulo
Il establece los objetivos y la hipdtesis del trabajo orientada a la inhibicidn de Escherichia
coli. En el capitulo Il se desarrolla el estado del arte, donde se aborda el uso de
antibidticos en la produccidn zootécnica, la resistencia antimicrobiana, las propiedades
antibidticas del tomillo, los mecanismos de accion frente a los patégenos y los protocolos
empleados en las investigaciones previas. El capitulo IV describe la metodologia
aplicada, incluyendo el disefio experimental y los protocolos de laboratorio. Finalmente,
el capitulo V presenta los resultados y la discusion de los resultados del ensayo in vitro,

12



comparando la eficacia del extracto de tomillo frente a antibiéticos comerciales, en el
apartado final exponemos las conclusiones donde se valida la eficacia del extracto como

alternativa natural.

13



CAPITULO Il

OBJETIVOS:

2.1 Objetivo general:

Determinar la eficacia del extracto de tomillo (Thymus vulgaris) en la inhibicién
del crecimiento de las cepas de Escherichia coli, mediante un ensayo in vitro con
diferentes concentraciones como alternativa natural, orientada a reducir el uso de

antibidticos asociados a la resistencia antimicrobiana en la produccion animal.

2.2 Objetivos especificos:

1. Evaluar la eficiencia de los extractos de tomillo (Thymus vulgaris) con métodos
estandarizados de extraccién, expresando su concentracién en porcentaje (%),
para cuantificar la eficiencia de los mismos.

2. Comparar la eficacia antimicrobiana del extracto de tomillo (Thymus vulgaris)
frente a antibidticos de amplio espectro para determinar el mas eficiente en la
inhibicion de Escherichia coli.

3. Elaborar una propuesta de manejo para el extracto con mayor eficiencia,
considerando dosificacion, frecuencia de uso y farmacocinética en animales

mayores y menores.

2.3 Hipotesis

HO: Las diferentes concentraciones del extracto de Thymus vulgaris no generan
diferencias significativas en el diametro del halo de inhibicién en (mm) ni en el porcentaje
de inhibicion relativa (PRI) frente a la Escherichia coli de forma in vitro.

Ha: Las diferentes concentraciones del extracto de Thymus vulgaris generan
diferencias significativas en el diametro del halo de inhibicion (mm) y/o en el porcentaje

de inhibicion relativa (PIR) frente a Escherichia coli en condiciones in vitro.

14



CAPITULO 111

ESTADO DEL ARTE

3.1 Uso de Antibidticos Relacion con la Produccion Zootécnica

La produccion zootécnica tiene como objetivo maximizar la eficiencia en la
produccién de carne, leche, huevos, y otros derivados animales (Organizacién mundial
de Sanidad Animal [OMSA], 2023). Uno de los mayores desafios en este campo es el
control de infecciones bacterianas, que pueden afectar gravemente la salud y el
rendimiento de los animales (OMSA, 2023). Para mitigar este riesgo, se han utilizado
antibidticos sintéticos en la cria intensiva de animales, tanto como tratamiento curativo
como preventivo (Boto, 2020). Sin embargo, el uso extendido de antibidticos ha
provocado problemas serios, como la resistencia bacteriana, que representa una amenaza

tanto para la salud animal como humana (Boto, 2020).

El uso de antibioticos en la ganaderia no solo se ha limitado al tratamiento de
enfermedades sino que también a su empleo como promotores de crecimiento en la
alimentacion animal (Rodriguez, 2020). Sin embargo, su aplicacion inadecuada ha
favorecido la aparicion de nuevas cepas resistentes como la Escherichia coli, dificultando
el tratamiento de infecciones y aumentando el riesgo de transmision de resistencia a través

de los productos de origen animal destinados al consumo humano (Boto, 2020).

Basandonos en la opinién de Ramirez (2022), el uso intensivo de antibioticos de
amplio espectro afecta la microbiota natural de los animales, eliminando bacterias
benéficas y reduciendo las defensas naturales del organismo. Como respuesta, la industria
farmacéutica ha desarrollado antibi6ticos cada vez mas potentes, lo que agrava el ciclo

de resistencia bacteriana (Ramirez, 2022)

Después de décadas usando antibioticos sintéticos, se ha notado que en muchos
de los casos los animales presentan resistencia a ciertos productos lo que ha llevado a
incurrir en el uso de plantas para el tratamiento de ciertas enfermedades bacterianas como
la Escherichia coli; demostrado que algunos extractos naturales pueden estimular el

sistema inmunolodgico de los animales, mejorar la digestion y promover un crecimiento

15



mas eficiente, ademas que ayuda al aumento de defensas en el cuerpo de los animales
(Porras, 2022)

3.2 El Uso de Extractos Naturales Como Alternativa de Tratamiento

En este contexto, los extractos de plantas medicinales, como el tomillo (Thymus
vulgaris), han emergido como una alternativa potencial a los antibidticos convencionales.
Estas plantas contienen compuestos bioactivos que pueden tener efectos antimicrobianos,
antioxidantes y antinflamatorios (Alvarez, 2020). Investigaciones como la de Morales
Castro (2015), han demostrado que algunos aceites esenciales de plantas, como el aceite
esencial de tomillo, tienen propiedades antibacterianas que podrian ser Utiles en la lucha

contra bacterias patdgenas en la produccion animal

El extracto de tomillo en la alimentacion de animales se puede tomar como una
alternativa ecoldgica y de bajo costo, siendo usado para la mejora de la salud intestinal
en aves, porcinos y ganado, usando dosis especificas para cada especie (Morales Castro,
2015). Esto representa un verdadero desafio en el uso ya que la composicién de la planta
también depende de la situacion geogréfica en donde es cultivada, recomendando
investigaciones in vivo para conocer de primera mano su eficacia a largo plazo en

diferentes animales (Morales Castro, 2015).

3.2.1 Propiedades Antimicrobianas Del Tomillo.

El tomillo que viene de la familia Lamiaceae tiene propiedades conocidas en la
medicina tradicional pues contiene compuestos como timol y carvacrol, bien conocidas
como antimicrobianas (Majid Gholami-Ahangaran, 2019). Estos compuestos pueden
inhibir el crecimiento de bacterias como E. coli, actuando sobre la membrana celular
bacteriana, alterando su permeabilidad provocando que la homeostasis celular no exista
y causando la alteracién del metabolismo vital de las células provocando la muerte de la
bacteria. (Majid Gholami-Ahangaran, 2019)

3.2.2 Despolarizacion de la membrana celular:
Segin Marin (2020), el “Timol” induce la despolarizacién de la membrana
bacteriana. Esto interfiere con la capacidad de la célula para mantener un gradiente

electroquimico de protones, esencial para la produccion de energia a través de la
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fosforilacion oxidativa. Esta alteracion afecta gravemente la produccion de ATP, la fuente
principal de energia celular (Marin, 2020).

El carvacrol y el timol son isémeros fendlicos monoterpénicos, compones
mayoritarios del aceite esencial del tomillo (Thymus vulgaris), los cuales se sintetizan a
través de la ruta del mevalonato (intermediario metabdlico que biosintétisa el colesterol,
esteroides e isoprenoides), teniendo como precursores directos al y-terpineno y al p-
cimeno. Su actividad bioldgica radica principalmente en el grupo hidroxilo (-OH) de su
anillo fendlico, lo que les confiere propiedades hidrofdbicas u capacidad de transporte de
protones (Zhai, 2018).

Figura 1.

Estructura quimica del timol y del carvacrol

OH

OH

TIMOL CARVACROL

Nota. Estructura quimica del timol y el carvacrol. Adaptado de Mecanismos de accion
antimicrobiana de timol y carvacrol sobre microorganismos de interés en alimentos, por
Garcia-Garcia, (2008).

Ambos monoterpenos presentan elevada actividad antimicrobiana, antioxidante e
inmunomodulador en animales como aves, porcinos, bovinos y otros rumiantes
(Caneschi, 2023). EIl carvacrol, gracias a su naturaleza hidrofobica de le facilita el
integrarse en la bicapa lipidica de la membrana de la bacteria, lo que provoca un aumento

en la permeabilidad pasiva (capacidad de la membrana celular de dar paso a diversas
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sustancias sin consumir energia), lo que provoca fuga de iones esenciales como K"y
perdida de proteinas intracelulares, ademés de inhibir la bomba de H*-ATPasa (o bomba
de protones es una enzima que utiliza la hidrolisis del ATP para bombear iones de H+ a
través de la membrana) induciendo a un agotamiento metabolico, motilidad por alteracién

de flagelos y muerte celular (Adam Kowalczyk et al 2020).

En animales monogastricos como porcinos y aves, estos compuestos se
administran por via oral a través del alimento o el agua de bebida, resistiendo en gran
medida la degradacion gastrica. En el intestino delgado de emulsificante con las sales
biliares y se absorbe entre 70-90% por difusion pasiva hacia el plasma, el cual se
metaboliza en el higado por accién enziméatica del citocromo P450 mediante la

hidroxilacion, se excreta por via renal y biliar (Zhai, 2018).

En rumiantes, la biodisponibilidad se da de manera post-ruminal se estima que
alrededor del 20-50%, con una accesibilidad aproximada al 50% tras el metabolismo
ruminal, observandose ademdas con modificaciones en el perfil fermentativo con
incremento de &cidos grasos volatiles como el propionato y reduccidn relativa del acetato,
lo que contribuye a mejorar la eficiencia alimentaria (Caneschi, 2023).

En el higado de los porcinos o de aves inducen enzimas antioxidantes como
superoxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT), reduciendo el estrés oxidativo, lo que a
nivel inmunoldgico estimula la liberacion controlada de citocinas proinflamatorias como
IL-6 y TNF-a, favoreciendo el reclutamiento y activacion de neutréfilos y macrofagos
con mayor capacidad fagocitica (Ahangaran, 2021). Asimismo, estimulan la produccién
de linfocitos T y B (glébulos blancos originarios de la medula dsea y madurados en el
timo para identificar y eliminar patdgenos) en organos linfoides como el bazo,
incrementando la inmunoglobulina A secretora (IgA) en la mucosa intestinal,
promoviendo la inmunidad innata y adaptativa, en especial en etapas criticas como el
post-destete, donde se reporta reduccion de mortalidad de hasta el 29% (Caneschi, 2023).
También contribuyen a mejorar la integridad epitelial intestinal, reduciendo la incidencia
de diarreas y mejorando la absorcion de nutrientes, con incrementos reportados de hasta
11% en ganancia de peso y mejora la digestibilidad hasta un 12% en los sistemas
productivos (Zhai, 2018).
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3.2.3 Uso de Otras Alternativas Para el Sustituto de Antibidticos en la Produccion

Animal.

Muchos de los antibidticos a la larga causan resistencias en los animales, es por
esto que existen alternativas vegetales para sustituirlos, tomando en cuenta la demanda
creciente de los productos naturales, entre los cuales incluyen productos derivados de
plantas que tienen compuestos para los animales que ayudan en el sistema inmunoldgico
(Castillo, 2016)

Figura 2.
Resistencia antimicrobiana de origen animal y humano
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Nota. Ecologia, epidemiologia y relaciones entre fuentes potenciales de microorganismos

resistentes a los antibidticos. Adaptado La microbiota y los probioticos en el dambito

veterinario, por Rodriguez, (2020).

Como se puede observar en el grafico el uso de antibidticos esta inmiscuido en
todo el entorno y sin duda alguna causa alteraciones indiscriminadas causando dafios
colaterales en el desarrollo de resistencias y efectos secundarios sobre la microbiota del

individuo tratado (Rodriguez, 2020). Los probidticos usados en los animales ayudan a la
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flora intestinal del animal sin alterar el sistema inmunoldgico como alimento funcional

en la nutricion de animales (Morales Chavez, 2018)

La denominacion “probiotico” o “alimento funcional probiotico” se aplica tanto a
los microorganismos como a los productos alimenticios, que contienen determinados
microorganismos viables en nimero suficiente para alterar o modificar la flora intestinal
original (por implantacion o colonizacion) en cualquier compartimiento digestivo del
huésped y asi ejercer efectos beneficiosos para la produccion de los animales (Castillo,
2016)

Esta alimentacion a través de probi6ticos en la nutricion animal también es de
gran ventaja en la alimentacion humana y la sanidad y produccion animal (Morales
Chavez, 2018). Otra manera de fomentar la mejor salud de los animales y evitar
enfermedades son las plantas y los vegetales aprovechando las propiedades

antimicrobianas como alternativa a los antibidticos (Castillo, 2016)

3.3 Método de Diseminacion de la Escherichia coli en Zonas Productoras.

Segun Calvopifia (2024), esta bacteria tiene una gran facilidad de propagacion
especialmente en zonas de poca higiene, puede ser transmitida por animales portadores,

por ambiente y en ciertos casos, por humanos.

3.3.1 Transmision por via Fecal-Oral

Segun Pefaloza Pifia (2021) este es el método principal de transmision de la E-
coli, ésta se aloja en la excrecion de su portador, a esta le gusta alojarse en las heces de
sus portadores, para luego transmitir por alimento y agua. Este mismo puede sobrevivir
en superficies como los suelos de los corrales, bebederos, comederos, y equipo de manejo,
al ser usada alguna prenda u objeto contaminado, y no se aplican técnicas de higiene, el

sujeto se expone directamente a la bacteria (Pefialoza Pifia, 2021).

Al ser el agua la principal fuente de alimentacion y uso para higiene el agua,
servira como transporte de propagacion, puesto a que la misma se aplica para limpieza o
consumo, la E. coli es residente de fuentes de agua como estanques, rios, pozos, y al ser
consumida automaticamente el sujeto se convierte en un receptor y transmisor andante
(Pefaloza Pifa, 2021)
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Otras formas de contagio pueden ser por consumo de alimentos contaminados,
puesto a que tanto forrajes como balanceados, se pueden contaminar si no son
almacenados correctamente, o si estos se encuentran cerca de desechos, e incluso
simplemente se puede dar por la simple exposicion de sujetos ya portadores del patdgeno
(Lopez, 2020)

3.4 Protocolos Aplicados en Investigaciones Previas.

3.4.1 Obtencion del extracto

En el libro “Investigacion en plantas de importancia médica” por Verde-Star
(2016), detalla la metodologia para estudiar las plantas con fines terapéuticos, buscando
identificar y aislar los compuestos bioactivos que pueden aplicarse en el desarrollo de los
farmacos. Donde explica que para la obtencion del extracto requerido para la

investigacion se requiere lo siguiente:

El siguiente proceso requiere aplicar etanol aproximadamente 100 g de la planta
por cada 1 L de etanol al 70-96%, se cubre con algoddn cada recipiente y se espera por
un lapso de 72 h a una temperatura ambiente, en un lugar oscuro y se agita ocasionalmente
para facilitar la extraccion, para posteriormente filtrar la muestra, la cual sera sometida al
rotavapor para que el mismo separe el solvente del extracto por medio de la evaporacion
del etanol (Verde-Star, 2016)

La investigacion realizada por (Castro, 2015), donde implementa esta

metodologia para la extraccion del aceite de tomillo explica que:

“El rotavapor tiene el objetivo de destilar en una sola etapa y de forma cuidadosa
el producto mediante la evaporacion y condensacion de los disolventes. Una vez
obtenido los aceites se realiza la dilucion de los mismos con distintas cantidades
del etanol” (Castro, 2015)

El extracto liquido se transfiere a un baldn de evaporacion del rotavapor y se lo
somete a una temperatura max. de 40 °C. con sistema de vacio activado, el balon girara
lentamente para aumentar la superficie de evaporacion, permitiendo evaporarse al etanol,

sin dafar los compuestos requeridos. (Castro, 2015)

Teniendo preparadas las diferentes cantidades y listo el cultivo con ayuda de papel

filtro este serd empapado y colocado con los diferentes tratamientos y testigos sobre las
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cajas inoculadas y se mete nuevamente dentro de la estufa por otras 24 h a 37 °C (Castro,
2015). Incluso en otra investigacion realizada por Sarah Saci (2025), se implementa un
paso extra a este método de extraccién, en donde se puede obtener el producto final en

presentacion de polvo a través de la liofilizacion.

3.4.2 Medio de cultivo

Para este tipo de investigacion se recomienda realizar el medio de cultivo Mller-
Hinton, debido a su composicién, ya que permite realizar pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana debido a su composicién, permite la facil difusion de los antibioticos y su
naturaleza no es selectiva, asegurando el crecimiento de microorganismos como la E. coli.
(Carbajal Gonzélez, 2014)

Para la preparacion de medio de cultivo Muller- Hilton, se diluye 399 del agar en
1000 ml de agua, se calienta a punto de ebullicion hasta ver el producto diluido, se pone
la mezcla en frascos y se los lleva a la autoclave, por 15 min a 121 C°, posteriormente se
distribuye en las placas Petri con una capa de grosor de 4mm de grosor. (Carbajal
Gonzélez, 2014)

3.4.3 Estandarizacion del indculo

La turbidez de la suspension bacteriana debe ajustarse al estandar 0.5 de
McFarland. Esta estandarizacion es crucial, ya que asegura que la cantidad de bacterias
sembradas sea constante en todos los tratamientos, permitiendo una comparacion precisa
(CLSI, 2021). Este patron equivale aproximadamente a una concentracion de 1.5x 108
Unidades Formadoras de Colonias (UFC/ml) (CLSI, 2021).

3.4.4 Medicion de los Halos de Inhibicion

Dentro del trabajo de Carbajal Gonzalez (2014), también explica como se debe de
realizar la toma de los datos obtenidos después de exponer la muestra de bacteriana a los
antibiéticos mediante el analisis de los halos de inhibicién (zona clara alrededor de un
agente antimicrobiano en un cultivo bacteriano, donde no hay crecimiento bacteriano,

usado para determinar la sensibilidad del agente al compuesto).

Una vez retirada la muestra, con ayuda de un calibrador electrénico se mide las

zonas de inhibicién producidas por cada tratamiento. Para determinar el porcentaje de
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inhibicidn relativa (PIR) se usa los resultados obtenidos por los extractos, comparados

con los obtenidos por el control positivo del antibiético. (Carbajal Gonzéalez, 2014)

Donde A se representa como el didmetro promedio del halo de inhibicién del
extracto o del antibiotico, y B seria el diametro promedio de inhibicidn del extracto a

mayor concentracion (Carbajal Gonzéalez, 2014)

Ax100

PIR (%) =

3.5 Importancia de la dosificacion de medicamentos naturales en la produccién
animal.

El correcto manejo de medicamentos naturales, puede ayudar a maximizar sus
beneficios terapéuticos diversos estudios indican que la administracion de Fitobidticos en
rangos adecuados permite mejorar la salud intestinal, el crecimiento y la respuesta
inmune, sin generar efectos adversos por mal manejo de la dosificacion. la misma que al
ser precisa asegura una mayor eficacia biolégica y una mejor tolerancia a largo plazo en
comparacion con esquemas no controlados (Martinez, 2015)

Desde el punto de vista productivo, se ha reportado que la dosificacion adecuada
de los extractos vegetales puede mejorar la conversién alimenticia, asi como incrementar
la ganancia diaria de peso hasta en un 11% en bovinos, cuando se alcanzan
concentraciones funcionales. Estos efectos se asocian a una mejor eficiencia digestiva y
a la modulacidn del ecosistema microbiano intestinal (Martinez, 2015).

En relacion con el control de patdgenos, la dosificacion técnica del tomillo
potencia su accion antimicrobiana y antioxidante. si la dosificacidn especificas permiten
reducir la carga microbiana intestinal, mejora los parametros en la leche como proteina y
grasa, con incrementos aproximados del 4,3% en bovinos, y disminuir la presencia de
parasitos gastrointestinales, con reducciones cercanas al 60% en larvas, cuando se integra
dentro de programas sanitarios controlados (Zeng, 2015).

La seguridad constituye otro aspecto clave de la dosificacion. El ajuste de la dosis
segun especie y peso corporal permite evitar fendmenos de toxicidad, especialmente
cuando se superan las concentraciones maximas, como valores mayores a 360 mg/kg,
reportados en algunos ensayos antiparasitarios (Wells, 2023). Mantener las dosis dentro
del rango recomendado posibilita un uso sostenido sin la generacién de residuos
indeseables en la leche y la carne, favoreciendo ademas la reduccion del uso de
antibidticos convencionales y la presion selectiva asociada a la resistencia antimicrobiana
(Wells, 2023)
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Desde un enfoque clinico y de manejo, la dosificacion individualizada de la
fitoterapia permite mejorar la digestibilidad de los nutrientes y la respuesta inmune
proporcionando un bienestar animal (Nehme, 2021). Por ejemplo en aves se ha reportado
que las dosis cercanas a 250 mg/kg de dieta contribuyen a modular la microbiota intestinal
y reducir la carga bacteriana sin afectar su consumo (Nehme, 2021).

Se ha comprobado que la suplementacion con aceites esenciales en lechones
destetados induce una activacion coordinada de la inmunidad humoral y celular, elevando
la proliferacion de linfocitos, la tasa de fagocitos y los niveles séricos de IgG, IgA, IgM
(anticuerpos contra infecciones), C3 y C4 (proteinas fundamentales del sistema
inmunitario , encargadas de defender el organismo marcar los patdégenos, estimular la
inflamacién y destruir al patdgeno) estos efectos inmunoestimulantes observados se
determinaron que dependen netamente de la dosificacion pues una dosis adecuada
optimiza la respuesta inmunitaria, mientras que una excesiva podria suprimir la poblacion
de células T, por lo tanto la formulacion es un factor determinante para pasar de un efecto
neutro a una proteccion activa (Sandner, 2020).

En términos productivos, esta estrategia reduce la morbilidad sin necesidad de
antibiodticos. EI impacto es especialmente notable en porcinos donde la suplementacién
con aceites esenciales ha llegado a reducir la mortalidad de un 33% a tan solo 4% (Zhai,
2018).

Al constituirse como una alternativa natural con potencial antimicrobiano frente
a bacterias como la E. coli, debido a su contenido de compuestos etandlico presenta una
matriz mas compleja, su contenido posee una baja toxicidad oral, rapido metabolismo
hepatico, eliminacidn eficiente por via urinaria y biliar y ausencia de bioacumulacion en
tejidos comestibles, lo que respalda su uso seguro a dosis bajas y moderadas en animales
de interés zootécnico segun el Panel sobre Aditivos y Productos o Sustancias utilizadas
en la Alimentacion Animal [EFSA] (2012).
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CAPITULO IV

METODOLOGIA:
4.1 Delimitacion espacial

La presente investigacion se encuentra desarrollaré en el laboratorio de microbiologia:

Tabla 1.

Ubicacion geografica del laboratorio de microbiologia

Localizacién
Provincia Imbabura
Cantdn Ibarra
Parroquia El Sagrario
Sector La Victoria
Latitud 0°33'14'N
Longitud 78°02'577°0
Altitud 2980 m.s.n.m

Nota. Datos de ubicacion del laboratorio. Adaptado de Anuario agroclimatico 2016-2023,
por Recalde (2024), Centro de Publicaciones PUCE.
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Figura 3.

Ubicacion geogréfica del laboratorio de microbiologia de la PUCE-I (provincia

de Imbabura Ecuador)
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Nota. Horizonte geogréafico de la investigacion. Adaptado de ArcGIS Pro (2025).

4.2 Variables.

e Variable independiente

Antibidticos testigos (tetraciclina y oxitetraciclina), extracto de tomillo y su

concentraciones:

Se evaluaron cuatro concentraciones del extracto (100%, 75%, 50%, 25%)
preparadas mediante diluciones seriadas a partir de una solucion madre de 1000 mg/ml,
cada concentracion se aplicé en placas con medio de agar Muller-Hinton previamente
inoculadas con Escherichia coli (Carbajal Gonzalez, 2014). Tras la incubacion a 37°C
durante 24 horas, se midié el didmetro del halo de inhibicién en milimetros, producido
por cada tratamiento, siguiendo el método de difusion en disco descrito por (Carrillo,
2018). Adicionalmente se incluy6 unos antibioticos como control positivo y un control

negativo solo cultivado con Escherichia coli.
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e Variable dependiente:

Halo de inhibicion: Se determino midiendo el didmetro de inhibicién en (mm)
mediante el uso de un calibrador digital, siguiendo los estdndares del CLSI (2021).
Porcentaje de inhibicion: se evalu6 mediante la formula de Abbott con los datos

obtenidos en las pruebas de difusion de disco:

Ax100

)x100 0 PIR (%) = ==

diametro tratamiento

% Inhibicion = (

diametro conrol positivo

Los resultados fueron comparados con el control negativo para validar la ausencia de
interferencias por el solvente (Asadpour, 2023).

4.3 Andlisis Estadistico

Tipo de disefio experimental: Disefio Completamente al Azar (DCA) en donde se

trabajara con 6 tratamientos y 3 repeticiones por tratamiento, para un total de 18 unidades

experimentales dentro de las cuales cada repeticién contiene 5 discos de papel

impregnados con los tratamientos sumando un total de 90 discos evaluados en el ensayo.

Las cuales se aplicaran en cajas Petri dividiéndose de las siguiente manera:

Tratamientos:

e T1: (Control Positivo):(caja Petri + medio de cultivo inoculado + tetraciclina
500mg/ml)

e T2: (Control Positivo) (caja Petri + medio de cultivo inoculado + oxitetraciclina
100mg/ml)

e T3: testigo absoluto: dosis alta de extracto de tomillo (100%) (caja Petri caja Petri
+ medio de cultivo inoculado + extracto de tomillo al 200% de concentracién)

e T4: dosis media de extracto de tomillo (75%) (caja Petri caja Petri + medio de
cultivo inoculado + extracto de tomillo al 50% de concentracion)

e T5: dosis media de extracto de tomillo (50%) (caja Petri caja Petri + medio de
cultivo inoculado + extracto de tomillo al 50% de concentracion)

e T6: dosis baja de extracto de tomillo (25%) (caja Petri caja Petri + medio de

cultivo inoculado + extracto de tomillo al 25% de concentracion)
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e Control Negativo: caja con medio inoculado sin tratamiento, destinado

Unicamente a la validacion visual del crecimiento bacteriano (no incluido en el

andlisis estadistico para evitar sesgos por varianza nula)

El procesamiento estadistico se realizO mediante el software XLSTAT (version
2023.2.0;1411; 1D de licencia: b1672737- bf0f-472b-a655-46d8039fd975) para

realizar el ANOVA, asegurando un procesamiento eficiente y preciso de los datos.

Tabla 2.

Esquema De Distribucion

Tratamiento Descripcion Concentracion

T1
T2

T3
T4
T5

T6

Tetraciclina 500mg/ml
Oxitetraciclina  100mg/mi

E. Tomillo 1000 mg/ml
E. Tomillo 750 mg/mi
E. Tomillo 500 mg/ml

E. Tomillo 250 mg/ml

Nota. Distribucion de tratamientos evaluados en el ensayo.

Tabla 3.
Esquema Del ANOVA

FV

GL

Total corregido

Tratamiento

Error

12

Nota. Modelo correspondiente al disefio experimental DCA para el esquema del

ANOVA.
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4.3.1 Repeticiones.
La presente investigacion utilizd 3 repeticiones por tratamiento. Cada repeticion
correspondid a una unidad experimental (caja Petri).

4.3.2 Unidades experimentales.

Cada unidad experimental estuvo constituida por una caja Petri con medio de
cultivo Mdller Hinton. Para aumentar la precision y reducir el error experimental, en cada
unidad experimental (caja) se colocaron 5 discos de papel impregnados con los

tratamientos

4.3.3 Anadlisis funcional.

e Prueba de normalidad de Shapiro Wilks
e Prueba de homogeneidad de varianzas Levene
e Coeficiente de variacion

e Prueba de comparacion multiple de promedios de Tukey al 5%

4.4 Tipo de estudio

Los enfoques de la presente investigacion que se desarrollaran en este proyecto son:

e Descriptiva: se centrara en describir las caracteristicas del efecto
antibacteriano del extracto de tomillo sobre la Escherichia coli, evaluando la
formacion de los halos de inhibicion en diferentes concentraciones del

extracto.

e Comparativa: se realizara una comparacion entre los resultados obtenidos
con los tratamientos experimentales y el grupo control tratado con antibidtico
comercial, para determinar la eficacia relativa del extracto natural frente a los

agentes farmacologicos convencionales.
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4.5 Metodologia de investigacion

Su aplicacion fue de forma in vitro distribuyendo las muestras de E. Coli tomada
del cepario de la PUCE-I en diferentes cajas petri con agar Mller Hinton, con el método
de siembra halo de inhibicién o difusion en disco, con un asa bacteriana e ingresar las
muestras en una estufa por 24 horas a una temperatura de 37 °C dandole una condicion
adecuada para el desarrollo de la muestra y posteriormente se aplicd en diferentes
concentraciones o dosis el extracto de tomillo y de los otros productos. Las placas se
incubaron a temperatura adecuada durante 24h, y posteriormente se contaron las colonias

bacterianas formadas para evaluar la eficiencia antimicrobiana (Castro, 2015)

4.6 Obtencion del extracto:

La extraccion de los compuestos activos del tomillo se realiza en dos fases:
primero la extraccion por maceracion y luego, la concentracion del extracto mediante el
rotavapor. (Verde-Star, 2016)

Fase 1: Extraccion por maceracion:

1. Preparacion del material vegetal: Para la obtencién del extracto del tomillo
siguiendo el protocolo mencionado en metodologia, ocupamos alrededor de 350
gramos de tomillo fresco reservando Unicamente sus hojas, flores y tallos
pequefios de la planta, los cuales fueron sometidos a un proceso de secado
controlado a 40°C, por 3 dias en la estufa del laboratorio de microbiologia, hasta
que el material se encuentre deshidratado , obteniendo poco méas de 107.50 gramos

de material seco.

2. Maceracion en frio: el tomillo seco fue triturado, quedandose
con 100 g triturados, los mismos que se pasaron a macerar en 1 L de etanol al 96%
en una relacion de 1:10 (m/v), para una extraccion eficiente. La mezcla se dejo en
reposo durante 72 horas a temperatura ambiente, evitando la exposicion directa a

la luz y realizando, agitando ocasionalmente, para facilitar la extraccion.

3. Filtracion: el macerado liquido se separé de los residuos sélidos mediante
filtracion con papel filtro Whatman, asegurando la recuperacion maxima del

solvente y del extracto crudo.
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Fase 2: Extraccién por Rotavapor

1. Evaporacion del solvente a presion reducida: EI macerado etanolico obtenido de
la mezcla de 1L de etanol y tomillo fue sometido a un proceso de evaporacion del
solvente en el equipo de rotavapor. El proceso se manejé a una temperatura
méaxima de 40° C y presion reducida para disminuir el punto de ebullicion del

etanol.

2. Obtencién y pesaje: el etanol evaporado se recuperd en el balén de aforo vy el
extracto concentrado del tomillo se recolectd en un recipiente de vidrio &mbar

estéril. Se registrd el peso final del extracto.

Para calcular el rendimiento de la extraccién y se almacend a una temperatura de 4°C

hasta su uso experimental.

Finalmente se utilizo la siguiente formula para establecer el rendimiento, teniendo

como resultado el 10% de extracto puro por cada 100 gramos de hojas de tomillo

o Peso del extracto (g)
Rendimiento = x 100
Peso de la planta (g)

Rendimiento = —% x 100 =10 %
100 g

3. Dilucioén: de la solucion madre se realizaron las soluciones en secuencia con 1000
mg/ml (100%), 750 mg/ml (75%), 500 mg/ml (50%), 250 mg/ml (25%). (Carbajal
Gonzélez, 2014)

Para determinar los gramos a utilizar se desarroll6 la siguiente férmula:

Concentracion (%)x Volumen(ml)

Gramos =
1000

100024 x 1mi
ml

Gramos = —2&———=1g
1000

La cual determina que se debe utilizar 1g = 1000mg por cada ml de solucion.

El producto final obtenido del rotavapor tiene un aspecto de consistencia semisélida
de naturaleza espesa, de color verde obscuro. Se retiro el producto del equipo obteniendo
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un volumen total de 10 ml el mismo que se considera como la concentracion al 100%.
Del mismo producto se realizan las disoluciones, se reserva una parte del producto el cual
no requiere afadirle ningln insumo extra que equivale a los 1000mg/ml (100%), y para
las concentraciones al 75% (750 ml/mg), 50% (500 ml/mg), 25% (250 ml/mg), los
mismos que se estandarizan a 5ml por tubo usando el calculo de dilucién (V1= (C2x V2)/
C1) por ejemplo para calcular al 75%: (V1= (750 ml/mg x 5ml)/ 1000 mg/ml = 3.75 ml de
concentrado) y se afiade etanol al 10% para la disolucién hasta ocupar 5ml en cada tubo
de ensayo, repitiendo el mismo procedimiento para el resto de disoluciones de 50% y
25% para la prueba de difusion de agar. Las soluciones se almacenaron a 4°C hasta su

uso.

4.7 Preparacion de cultivo y siembra bacteriana
Para obtener una clara comparacién de los tratamientos, se cultivaron las cepas de
E. coli por medio del Método de difusion en disco (Kirby-Bauer) en el laboratorio de

microbiologia:

1. Se prepar6 el Agar Mueller-Hilton (39 g/L), se calenté a punto de ebullicion

hasta ver el producto diluido.

2. Se puso la mezcla en frascos y se los llevo al autoclave, por 15 min a 121 C°,
posteriormente se distribuy6 en las placas Petri con una capa de grosor de 4mm

de grosor.

3. Difusion de disco: a través del método de inundacién con el fin de obtener un
césped bacteriano aplicamos 1ml de la suspensidn bacteriana sobre la superficie

del agar.

4.2.1 Estandarizacion del Inoculo (0.5 McFarland)

e Preparacién del cultivo: a partir de la muestra de E. Coli, se ocup6 una asa
bacteriana y se inoculd un tubo estéril que contenga 4-5ml de solucién salina

estéril o caldo LB (Luria-Bertani).

e Homogeneizacién: se mezcld la suspension bacteriana con ayuda de un vortex

hasta obtener una solucién turbia y homogénea
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e Comparacion: Para trabajar con la cepa de E. Coli se prepararon cajas con agar
Muller- Hinton estériles, en su mayoria de plastico desechable. Antes de aplicar
la bacteria en su respectiva caja, se estandarizo el indculo bacteriano, se realizo
conforme al estandar de 0.5 McFarland con el fin de asegurar una concentracion
bacteriana homogénea en todas las unidades experimentales. La turbidez de la
suspension fue ajustada inicialmente por comparacién visual y posteriormente
verificada por espectrofotometria una longitud de 625 nm. Los valores de
absorbancia obtenidos se mantuvieron dentro del rango de 0.08-0.16, lo que
corresponde aproximadamente a 1.5 x108 Ufc/ml, lo que permite minimizar la

variabilidad experimental atribuible a la carga bacteriana inicial.

Figura 4.

Estandarizacion del indculo bacteriano segun el estandar de 0.5 McFarland.

Nota. Ajuste visual y por espectrofotometria de la suspension equivalente a 1.5 x108
UFC/mL.

4.8 Preparacion y distribucion de los tratamientos
4. Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana se ocup6 la técnica de
difusion de agar Muller-Hinton. En cada caja petri se colocaron discos de
papel previamente esterilizados de 6 mm impregnados de 20 pl de cada

tratamiento.
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5.

- Control negativo TO: no se aplica ninguna sustancia

- Antibiotico testigo T1, T2: se impregnan los discos con tetraciclina y
oxitetraciclina para asegurar un control positivo estandarizado a 500

mg/ml y 100 mg/ml de oxitetraciclina.

- Extractos (T3, T4, T5, T6): el extracto concentrado obtenido se distribuye

en las siguientes concentraciones 100%, 75%, 50%, 25%.

Las placas se incuban a 37°C durante 24 horas. Posterior al transcurso de ese
tiempo, se miden los diametros de los halos de inhibicion usando un calibrador

digital.

4.9 Protocolo de manejo del extracto

6.

Se registraron los didmetros de los halos de inhibicion con el calibrador digital

con una precision de 0.01 mm.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion relativa (PIR) comparando el halo del
extracto frente a los antibioticos. Donde A= Halo del extracto disuelto o el

antibiético y B= Halo del extracto a mayor concentracion

Ax100
B

PIR (%) =

Determind la concentracion maés eficaz

Establecieron pautas de uso (dosis, frecuencia y posibles vias de aplicacion)

basadas en literatura previa y resultados obtenidos.

410 MATERIALES

4.10.1 Materiales bioldgicos:

Tomillo (Thymus vulgaris)
Escherichia coli (cepa proveniente del cepario de la PUCE-I)
Reactivos y soluciones:

Tetraciclina (testigo positivo)
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e Medio de cultivo (Agar nutritivo o Muller Hinton segun el protocolo

bacteriano)

e Soluciones de esterilizacion (alcohol etilico al 70%, hipoclorito de sodio al
5%)

e Etanol

e Agua destilada

e Discos de papel estériles
e Solucién salina

4.10.2 Materiales de laboratorio:

e Cajas Petri estériles

e Tubos de ensayo

e Pipetas automaticas y puntas estériles
e Micropipetas (0.1 - 1000 uL)

e Recipientes de vidrio (matraces, vasos de precipitados, embudos, frascos de

almacenamiento de extractos)
e Papel filtro
e Balanza analitica
e Rotavapor
e Espectrofotometro
e Incubadoraa 37°C
e Aza bacteriana estéril
e Calibrador electronico
e Mechero
e Papel comparativo de 0.5 de McFarland

4.10.3 Equipos complementarios:

e Campana de bioseguridad
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Agitador magnético

Centrifuga (en caso de requerir separacion de particulas en extractos o

cultivos)

Vortex
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Cultivo Bacteriano y comportamiento del halo de inhibicion

Se realiza una comparacion visual entre la caja Petri que no se aplicé ningln
tratamiento utilizada como control negativo con el resto de placas, donde se observé un
crecimiento uniforme y continuo, formando un césped bacteriano lo que confirma la

ausencia de factores inhibitorios externos.

Las placas inoculadas con tratamientos tanto antibidticos comerciales como
extractos etandlico de Thymus vulgaris, presentaron zonas circulares claras alrededor de
los discos impregnados, correspondientes a los halos de inhibicion bacteriana. Estas zonas
evidenciaron la capacidad de los tratamientos al interferir con el crecimiento de

Escherichia coli, generando diferencias visibles frente al control sin tratamiento.

La comparacion entre la placa con cultivo sin tratamiento y las placas con el cultivo
tratado, permitio verificar de manera cualitativa la eficacia inhibitoria de los compuestos

evaluados y sirvié como base visual para el analisis cuantitativo posterior.

Figura 5.

r

Placas con cultivo con tratamiento y sin tratamiento

Nota. Comparacion visual de la placa con cultivo sin tratamiento, con tratamiento de

tomillo y tratamiento con tetraciclina.
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5.2 Analisis estadistico

5.2.1 Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza.

En bace a los datos obtenidos de la evaluacion in vitro, antes de proceder con el
andlisis de varianza (ANOVA), es fundamental verificar los supuestos estadisticos de
normalidad usando la prueba de Shapiro Wilk, y la homogeneidad de varianza mediante

las pruebas de Levene.

Los resultados pertenecientes a la (Tabla 3) indicaron que los valores de p para
ambas fueron superiores al nivel de significancia establecido (a=0,05), diametro del halo
de inhibicion y porcentaje de inhibicion relativa (PIR), siguen una distribucion normal
(p>0.05) y representan varianzas homogéneas (p>0.05), lo que permite confirmar que las
variaciones observadas en el experimento se deben al efecto de los tratamientos y no a

los errores o variabilidades afectadas por el muestreo.

Tabla 4.

Prueba de normalidad y homogeneidad de varianza

Shapiro-test Levene-test
. . . Desviacion P- ,
Variable Observaciones Promedio estandar W Valué F P-Valué
Halo de
inhibicion (mm) 18 18.532 10.578 0.962 0.646 0.384 0.851
PRI (%)
inhibicion 18 58.040 33.285 0.936 0.246 0.3585 0.867

5.2.2 Andlisis de varianza (ANOVA\) para el diametro del halo de inhibicion (mm)

El anélisis de varianza se realiz6 para determinar si existen diferencias estadisticas
significativas entre las concentraciones del extracto y los antibioticos. El diametro del
halo de inhibicién permitié determinar el grado de sensibilidad de la Escherichia coli
frente al potencial de los diversos tratamientos. El analisis de varianza ANOVA evidencio
diferencias altamente significativas (F= 77,443; (p<0.0001)) entre las concentraciones

de extracto y los antibioticos comerciales.
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Tabla 5.
Andlisis De Varianza ANOVA Del Dimetro De Inhibicion

p-values
Fuente GL Suma de Cuaglrados F Pr>F signification
cuadrados medios

codes
Total corregido 17 1902.342
Tratamiento 5 1845.159 369.032 77.443  <0,0001 Fxx
Error 12 57.183 4.765
Signification codes: 0 < *** < (0.001 < **<0.01<*<0.05<.<0.1
<°<1
Promedio (mm) 18.5
CV (%) 11.8

Esto confirma que el tipo de tratamiento influye directamente en la capacidad de
inhibicion bacteriana. La significancia estadistica obtenida respalda la hipétesis de que el
extracto de tomillo posee propiedades antimicrobianas cuya eficiencia varia en funcion a
su dosis. La homogeneidad y normalidad de estos datos p>0.05 confirman que las
diferencias observadas no son producto del azar, sino del efecto real de los compuestos
evaluados. EI promedio general fue de 18,5 mm con un coeficiente de variacion (C.V) de
11,8%, lo que sugiere una variabilidad baja respecto al promedio.

Para fortalecer esta seccidn, se considera que en los estudios in vitro con extractos
naturales con un CV inferior al 15% es porque se ha dado un buen control y manejo en el
ensayo. Ademas la formacién de los halos homogeéneos sugiere que el extracto etanolico
posee una adecuada capacidad de difusion en el medio agar Miuller-Hinton, factor
importante para la correcta evaluacion mediante el método de difusion de disco
(Montenegro, 2024).

5.2.3 Comparacion de Medias mediante la Prueba Tukey

Una vez confirmada la existencia de diferencias significativas en la prueba
ANOVA, se realiza la prueba de comparacion multiple de Tukey con un nivel de
confianza del 95%, la misma que nos permite agrupar los tratamientos segun la similitud
estadistica y determinar que concentracion del extracto o de los antibidticos tiene mayor
eficacia. Los resultados de la prueba Tukey revelaron un marcado comportamiento en
cuanto a dosis-respuesta, donde el incremento en la concentracion del extracto se tradujo

en un aumento proporcional del efecto antimicrobiano.
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Figura 6.

Prueba de Tukey al 5% del tamafio del halo de inhibicién

40
~
e
E ‘|’
j —
c
E {
2
o)
=2
z 2 [
= a b
[«B)
g b
o ©
< I
T d d

0]

E. Tomillo E. Tomillo E. Tomillo E. Tomillo Oxitetraciclina Tetraciclina
100% 75% 50% 25% 100mg/ml 500 mg/ml

Tratamientos

El tratamiento con extracto de tomillo al 100% (T3) destacé como el mas eficaz,
alcanzando un halo de inhibicién (31,721 mm; grupo A), siendo estadisticamente superior
al resto de tratamientos. Las concentraciones de 75% (25,774 mm) y 50% (24,002 mm)
conformaron un mismo (grupo B), sin diferenciar entre ellas, pero superiores al 25%
(19,230 mm) del (grupo C).

Es relevante destacar que todos los extractos vegetales, incluso en su
concentracion mas baja, superaron la eficacia de los antibidticos comerciales. La
oxitetraciclina (6,746 mm) y la tetraciclina (3,722 mm) se ubicaron en el rango de menor

sensibilidad (Grupo D), sin diferencias significativas entre ellas.

La reducida sensibilidad de E. Coli ante los antibidticos comerciales evaluados
(tetraciclina y oxitetraciclina) sugiere un fendmeno de resistencia bacteriana consolidado,
lo cual es una problematica global de resistencia en la ganaderia. Diversos autores sefialan
que el uso prolongado e indiscriminado de tetraciclinas en la produccion animal ha
generado un incremento progresivo de cepas resistentes. Al respecto, Porras (2022)
reporta que las tetraciclinas presentan altos porcentajes de ineficiencia en cepas de origen
zootécnico, lo que coincide con una baja actividad observada en este ensayo. (L6pez,
2020)
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A diferencia de estos farmacos convencionales, que actuan sobre blancos
moleculares especificos como la subunidad ribosomal 30S, los compuestos del tomillo
ejercen una accion multiobjetivo (Benitez, 2020). EI thymol, como compuesto fendlico,
altera la permeabilidad de la membrana, produciendo una muerte celular. Este mecanismo
inespecifico, dificulta al agente patdgeno desarrollar resistencia, validando al tomillo

como una alternativa viable frente a diversos patdgenos (Solano, 2021).

La formacion de estos halos se debe a la difusion de los compuestos activos,
principalmente de compuestos como el timol y el carvacrol, a través del agar. Estos
resultados son comparables con los de Montero-Recalde (2018) quienes determinaron
que halos superiores a 15 mm en extractos vegetales indican una actividad antibacteriana

elevada contra bacterias Gram-negativas.

5.2.4 Anélisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de inhibicion relativa (PR1,%)

El porcentaje de inhibicion relativa (PRI) permitio cuantificar la eficacia de cada
tratamiento en comparacion con un estandar de referencia. El analisis de varianza revelo
diferencias significativas entre los tratamientos (F=30,990; p<0.0001). El promedio
general registrado fue de 58,040%, con un coeficiente de variacion (CV) de 18,3%, lo

que indica una variabilidad moderada respecto al promedio.

Tabla 6.

Andlisis de varianza de la variable del Porcentaje de inhibicion de la bacteria por medio
de soluciones de Extracto de tomillo

Suma de Cuadrados P-—va-ll-Jes.
Fuente GL X F Pr>F signification

cuadrados medios

codes

Modelo 5 17479.944 3495.989 30.990 <0,0001 falaie
Total corregido 17 18833.687
Tratamiento 5 17479.944 3495.989 30.990 <0,0001 falale
Error 12 1353.743 112.812

Calculado contra el modelo Y=Media(Y)
Signification codes: 0 < *** < 0.001 <**<0.01<*<0.05<.<0.1<

o < 1
Promedio (%) 58.040
CV (%) 18.300

41



5.2.5 Comparacion multiple del PRI (%)

El extracto de tomillo al 100% alcanzé el mayor indice de inhibicion con un
(96,260%; Grupo A), seguido por la disolucién al 75% (81,627%; Grupo B). Por otra
parte las concentraciones de 50% (76,125%) y el 25% (60,966%) se ubicaron en conjunto
en el Grupo C, aunque no presentaron diferencias estadisticas entre si, mostraron una

reduccion marcada con respecto al resto de concentraciones.

En el extremo inferior, los antibidticos comerciales presentaron los valores mas
bajos de PRI (21.342% y 11.919% respectivamente) siendo del Grupo D sin diferencias
en entre ellos. La marcada brecha entre la eficacia del tomillo y la tetraciclina pone de
manifiesto la vulnerabilidad de los tratamientos frente a las cepas posiblemente mutadas.
En el contexto de la ganaderia, el uso de antibidticos con tan bajo porcentaje de inhibicion
no solo es ineficaz para controlar infecciones, sino que acelera la seleccion de genes de
resistencia que puede llegar a transferir la resistencia al ser humano por la cadena

alimenticia ( Rivera, 2023).

Figura 7.

Porcentaje de inhibicion relativa (PIR) por tratamiento
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Tratamientos

Estudios previos sugieren que los extractos ricos en compuestos fenolicos, al
presentar un PRI tan elevado, actian como potentes bactericidas que desnaturalizan
proteinas esenciales de la pared bacteriana (Marin, 2020). Este alto porcentaje de
inhibicién observado en las concentraciones de T3 y T4 respalda la posibilidad y

viabilidad de sustituir parcialmente los antibidticos sintéticos por aditivos Fito bidticos,
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ademas de que presentan propiedades que actlan como conservantes naturales. Esto no
solo mejora la respuesta sanitaria del hato, sino que responde a la creciente demanda de
los consumidores por productos de consumo libres de residuos quimicos y

farmacologicos (Rivera, 2023).

5.3 Persistencia del efecto antibacteriano del tomillo a las 24-48 horas

Luego de obtener los resultados de la primera prueba, una de las observaciones de
las cuales nos percatamos fue que pasada las 24 horas el halo, tenia un tamafio totalmente
diferente a las 48 tenia el diametro del halo casi duplicaba al de las 24 horas en los
tratamientos con las diferentes concentraciones del extracto de tomillo, mientras que en
los antibidticos convencionales no hubo cambios, por la misma razén implementamos

una evaluacion extra.

Con el objetivo de analizar la persistencia del efecto antibacteriano de los
tratamientos evaluados, se realizd una medicion adicional del didmetro del halo de
inhibicion a las 48 horas de incubacion, comparandolo con los valores obtenidos
inicialmente a las 24 horas. Este analisis permitio identificar cambios en la magnitud del
efecto inhibitorio y describir la estabilidad temporal de la accién antimicrobiana del

tomillo y de los antibidticos comerciales.

Los resultados evidenciaron que los tratamientos a base de extracto de tomillo,
particularmente en las concentraciones mas altas, mantuvieron e incluso incrementaron
su respectivo didmetro de halo de inhibicion a las 48 horas, lo que indica que la accion
antibacteriana sostenida durante el tiempo evaluado. Este comportamiento sugiere que
los compuestos activos presentes en el extracto conservan su eficacia inhibitoria mas alla

del periodo inicial de evaluacién.
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Figura 8.

Crecimiento del halo de inhibicién por tiempo a las 24 y 48 horas

g 35.00 32.93 32,05
g 28.13 28.58
5 3000 25.70 26.52
g .
'f,' 25.00 22.72 2252
=
=)
= 2000
)
< g 15.00
==
T 10,00
g ) 6.24 6.30 6.69 6.69
=1
By
o 5.00
§
E 0.00
'g E. E. E. E. Tetra. Oxitetra.
3 Tomillo Tomillo Tomillo Tomillo 500 100
100% 75% 50% 25% mg/ml mg/ml
Tratamientos
m Crecimiento halo 24h Crecimiento halo 48h

Nota. Comparacion del diametro promedio del halo de inhibicién (mm) a las 24 y

48 horas de las diferentes concentraciones del extracto de tomillo.

Como se observa en la grafica en promedio los halos del extracto incrementaron
unos £ 5 mm, un rango aproximado del 6-12%, lo que indica una persistencia en el efecto
antibacteriano durante el periodo de evaluacion. Este comportamiento sugiere que los
compuestos fenolicos, se contintian difundiendo en el medio agar con el transcurso del
tiempo, manteniendo su inhibicion més alld del periodo inicial de incubacion. Es
importante destacar que este aumento progresivo no evidencia deformaciones del halo ni

crecimiento bacteriano interno, lo que confirma su efecto bactericida.

En contraste a los tratamientos en la concentracion mas baja del extracto (25%),
se observd que era considerablemente mas pequefia que el resto de los tratamientos del
extracto, pero aun asi su zona de inhibicion era visible y funcional, siendo superior a las
observadas en los antibioticos comerciales, lo que evidencia que incluso a bajas
concentraciones el extracto tiene mayor relevancia contra el patégeno. También notando
que la concentracion del 75% destaco como uno de los mejores resultados pues registra

mayor incremento del halo de hasta 7mm a las 48h de incubacion.

Por el contrario, los tratamientos correspondientes a la tetraciclina y la

oxitetraciclina presentaron un comportamiento diferente. EI didmetro del halo tendié a
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estabilizarse a las 24 horas, no presentd cambio alguno posterior a este tiempo. Este
patron sugiere una pérdida parcial de la eficacia inhibitoria de los antibioticos frente a la
cepa evaluada con el transcurso del tiempo, lo cual podria asociarse a mecanismos de

tolerancia o resistencia bacteriana para las tetraciclinas en cepas de origen zootécnico.

Figura 9.

Comparacion de halos de inhibicion de la concentracion mas baja y los

antibioticos comerciales.

Nota. Las dos primeras imagenes son el mismo tratamiento a las 24 y 48 horas, y

las otras dos son los halos de las tetraciclinas con una inhibicion casi nula.

Correspondientes a los antibidticos comerciales mostraron una reduccién o

estabilizacion del halo de inhibicion entre las 24-48 horas, evidenciando una pérdida
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parcial de su efecto antibacteriano con el transcurso del tiempo. Esta disminucion sugiere

una menor persistencia de la accion inhibitoria frente a la cepa evaluada.

Al comparar el comportamiento temporal de los tratamientos, se evidencio que
los extractos etandlico del tomillo poseen una mayor estabilidad y persistencia
antibacteriana frente a la cepa de la Escherichia coli que los antibidticos comerciales.
Mientras que la eficacia de las tetraciclinas tiende a disminuir con el tiempo, el timol y el
carvacrol mantuvieron e incrementaron sus halos de inhibicion a las 48 horas de
incubacion, lo que demuestra una actividad sostenida y no solo inmediata. Esta capacidad
de mantener el control microbioldgico de forma prolongada sugiere que sus compuestos
activos, superan en persistencia a los farmacos convencionales, consolidando al extracto

vegetal como una alternativa natural altamente efectiva y estable.

De igual manera esta prueba nos ayuda a determinar que el efecto del extracto es
aplicado por los agentes fitobidticos del tomillo y no del etanol, debido a que a pesar de
que el etanol es un bactericida y un solvente, posee una accion rapida y de corta duracion,
su mecanismo consiste en desnaturalizar las proteinas y la alteracion de membranas
celulares, actuando en 30 segundos a 2 minutos en concentraciones menores al 80%,
incluso en concentraciones elevadas mayores al 90% llegan a deshidratar la célula
superficialmente, lo que significa que no llega a penetrar correctamente la pared celular,
siendo este efecto dependiente estrictamente del contacto directo en la fase liquida
(Disinfectants, 2024). No obstante en ensayos de difusion de agar, el etanol se evapora en
pocos minutos post aplicacién en el disco, perdiendo rapidamente su concentracién activa
(Sauerbrei A. et al, 2020).
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Figura 10.

Prueba de etanol

Nota. Prueba de control de etanol en las dosis utilizadas en el presente ensayo,

etanol al 10% y etanol al 96%

Como se puede observar en estas pruebas de control de etanol, el halo es casi
imperceptible, sumado al respaldo bibliografico nos lleva a determinar que tanto el
incremento del halo observado en el presente ensayo de 24-48h de los tratamientos con
extracto no puede atribuirse al etanol, ya que su mecanismo de accion ocurre en minutos
y no en horas. La persistencia e incluso la expansion del halo en dicho intervalo se explica
por la estabilidad y difusién por los compuestos fenolicos.

5.4 Dosificacidn por estudios in-vivo en animales de produccion segun busqueda
bibliogréfica.

Basandonos en investigaciones donde se implement6 el uso del extracto etandlico

del tomillo para estimular la inmunidad de las distintas especies usadas para produccion

ganadera. Podemos determinar recomendar las siguientes dosis por especie:

Los resultados el presente estudio in vitro evidenciaron que el extracto etanélico
perteneciente a Thymus vulgaris presenta una actividad inhibitoria significativa frente a
la exposicion de la cepa bacteria de la Escherichia coli, por lo cual al representarse como
las concentraciones con mayor eficiencia y concentracion los tratamientos T3 (extracto

etandlico al 100%) y T4 (extracto etandlico al 75%) en cuanto al halo de inhibicion, con
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estos resultados, se proyecta como alternativa mas viable para su aplicacion en
condiciones in vivo. Basandose en investigaciones realizadas con anterioridad, la presente
propuesta de manejo considerando su la dosificacion, frecuencia y aplicacion aplicado en

animales de produccidn a partir de evidencia cientifica y bibliografica.

Tabla 7.

Dosis recomendada del extracto etanolico concentrado de Thymus vulgaris en especies
grandes segun bases bibliogréficas.

ESPECIE DOSIS mg/kg de Dieta Duracion de ciclo/ tratamiento
Cabras 10-20 mg/kg/dia 7-14 dias

Bovinos 250- 500 mg/kg/dia 14-21 dias

Porcinos 100-300 mg/kg /dia 10-18 dias

Aves 60-350 mg/kg/dia 7-14 dias

Aves de postura 100-250 mg/kg/dia 5-7 dias

Cuyes 100-250 mg/kg/dia 10-15 dias

Nota. tabla elaborada a partir de la informacion recopilada de Garcia (2018),
Rivera et al (2023), Duarte (2024) y Martinez (2015)

Utilizando como referencia las dosis recomendadas por animal en la (tabla 4),

podemos calcular la dosis total por animal en utilizando la siguiente formula:
Dosis total (ml)= peso del animal (kg) x dosis recomendada (mg/kg)

Asumiendo que el producto se esté aplicando en aves de postura con un peso 1.5
kg y la dosificacion recomendada es de 175 mg/kg/dia entonces su respectiva dosis sera
de 262.5 mg/dia considerando que la bibliografia recomienda que su administracion sea

dos veces por semana se calcula de la siguiente manera:
Dosis total (mg)= peso del animal (Kg) x dosis recomendada (mg/kg)

e Dosis total (mg)= 1.5 kg x 175 mg/kg/dia = 262.5 mg/dia
e Formula de dosis por toma (mg)= dosis diaria (mg)/ nimero de tomas

e 262.5 mg/dia/ 1 toma/dia= 262.5 mg/dia
Esta dosis se le da de 1 a 2 veces por semana en el agua.

Al tener el contenido en presentacion de gotas, se calcula de la siguiente manera:
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e Peso del animal: 1.5 kg

e Dosis recomendada: 175 mg/kg/dia

e Concentracion del extracto al 750 mg/ml

e Frecuencia: 1 vez al dia

e Dosis diaria: 1.5 x 175= 262.5 mg/dia

e Dosis por toma: 262/1= 260 mg/dia

e Volumen de toma: 262.5 /750= 0.35 ml x 20 gotas/ml= 7 gotas/dia

5.4.1 Consideraciones generales del extracto etanélico concentrado:

Al constituirse como una alternativa natural con potencial antimicrobiano frente a
bacterias como la E. coli, debido a su contenido de compuestos etanolico presenta una
matriz mas compleja, su contenido es de baja toxicidad oral, rapido metabolismo
hepatico, eliminacidn eficiente por via urinaria y biliar y ausencia de bioacumulacion en
tejidos comestibles, lo que respalda su uso seguro a dosis bajas y moderadas en animales

de interés zootécnico segun la (EFSA, 2022).

Se recomienda de que el uso sea oral, mezclado con el agua o alimento por su
palatabilidad y menor estrés, proporcionar 1 vez al dia en sus respectivos ciclos de uso.
Repetir su ciclo de uso solo si el patdgeno persiste, no usar mas de 3 ciclos al afio. El
tratamiento debe suspenderse cuando se observe una reduccidon igual o superior al 50%

de la carga bacteriana (Martinez, 2015).

5.5 Discusion

5.5.1 Confiabilidad y varianza experimental

La homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos confirman que las
diferencias observadas entre los tratamientos no son producto al azar, sino que es el efecto
real de los tratamientos aplicados. El coeficiente de variacion obtenido se mantuvo dentro
de rangos aceptables lo que indica precision experimental y buen control del ensayo. La
baja variabilidad en el tratamiento del extracto mayor concentrado sugiere que no solo
ofrece mayor eficacia antibacteriana, sino que también una respuesta mas estable,

proponiendo que sea la respuesta mas estable para una proxima aplicacion in vivo.
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5.5.2 Comportamiento general de los tratamientos evaluados

El anélisis de los resultados del ensayo confirma que el tipo de tratamiento influye
significativamente tanto en el diametro de inhibicion como en el PRI. Se observé una
clara tendencia dosis- dependiente: a mayor concentracion del extracto, mayor es el efecto
antimicrobiano, de forma consistente. Mientras que el extracto de tomillo al 100% mostro
un mayor efecto inhibitorio con halos amplios y baja variabilidad, los antibidticos
comerciales (tetraciclina y oxitetraciclina presentaron una eficacia notablemente inferior,

incluso comparados con la concentracion mas baja del 25% (T6).

Esto se ve reflejado en la dosis-respuesta, a medida que la concentracion del
extracto aumenta, se observa un incremento progresivo en el diametro del halo de
inhibicién. Esta tendencia indica que la eficacia antibacteriana del extracto esta

directamente relacionada con la concentracion aplicada (Ulloa-Vergara, 2025).

Esta menor respuesta de los farmacos convencionales sugiere que la cepa de E.
coli utilizada posee una sensibilidad reducida, lo que respalda la necesidad de explorar
alternativas naturales como el tomillo. Esto no solo garantiza la eficacia frente a las cepas
resistentes, sino que reduce la probabilidad de que la bacteria desarrolle nuevos

mecanismos de defensa (Marin, 2020).

5.5.3 Gestion de bioseguridad y disposicion final de material contaminado

El ensayo, al involucrarse con el manejo de bacterias, se debe de aplicar
lineamientos de bioseguridad correspondientes al Nivel de Bioseguridad 2 (BSL-2),
debido a que se trata de un microorganismo potencialmente infeccioso que requiere
medidas de contencién y eliminacion (Gobierno de Ecuador, 2022). Para este nivel de
bioseguridad, se requiere del respectivo equipo de proteccion personal (EPP) el cual evita
la exposicion al agente biologico. Para el respectivo manejo del cultivo bacteriano, se
requiere de una cabina de bioseguridad con flujo de aire controlado, garantizando un area

de trabajo estéril y minimiza la generacion de aerosoles.

Posterior al uso de los equipos de los equipos y materiales se desinfectan con
soluciones desinfectantes y con exposicion a la radiacion ultravioleta (UV) (Ortiz, 2024)..
Todo el material incluyendo las cajas contaminadas se sometieron al proceso de
esterilizacion en el autoclave a 121 °C durante 20 minutos, bajo presion a vapor

(procedimiento estandar para la eliminacion de microorganismos), los mismos que luego
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de ser esterilizados se retiran los residuos bioldgicos. Cumpliendo con las normas de

bioseguridad después del experimento (Ortiz, 2024).

5.6 Discusion de los resultados obtenidos

La investigacion tuvo como objetivo evaluar la eficacia antibacteriana del extracto
etandlico de tomillo en sus distintas concentraciones frente a la Escherichia coli,
comparandolo con las tetraciclinas de uso comun en la produccién animal. Los resultados
nos permiten estudiar el comportamiento de los extractos, considerando su efecto
inhibitorio, la relacion dosis-respuesta y su potencial como alternativa natural frente a la

problematica de las resistencias microbianas.

Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por Mohsenzadeh (2007) y Morales
(2023) quienes atribuyen el efecto inhibitorio del tomillo sobre bacterias Gram negativas
a la accion de compuestos fendlicos como el thymol y el carvacrol. La superioridad del
extracto a mayor concentracion frente a la tetraciclina y oxitetraciclina sugiere una
sensibilidad reducida de la cepa E. coli hacia estos farmacos, fendmeno asociado
posiblemente al desarrollo de mecanismos de resistencia frente a antibidticos

convencionales.

5.7 Comparacion del extracto de tomillo frente a los antibidticos

Los antibidticos comerciales evaluados, presentaron una eficacia notablemente
inferior incluso en comparacion a la dosis mas baja del extracto vegetal. Esta menor
respuesta sugiere que la cepa de Escherichia coli utilizada posee una sensibilidad
reducida frente a las tetraciclinas, lo que respalda la necesidad de explorar alternativas

naturales como el tomillo.

Esta resistencia adquiere relevancia debido a que las tetraciclinas son de los
antibioticos mas prescritos en clinicas veterinarias, representando hasta el 22.5% de las
administraciones en diversas especies (Mercer, 2022). Su bajo costo y amplio espectro
motivan que sean recomendadas frecuentemente para una gran variedad de afecciones.
Sin embargo, su empleo rutinario como profilacticos o promotores de crecimiento,
muchas veces sin antibiogramas previos, ha disparado la prevalencia de resistencia a

niveles superiores al 80-95% en explotaciones de porcinos y aves. Esta sobre prescripcion
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y el uso de dosis suboptimas aceleran la seleccion de bacterias resistentes, lo que explica
porque en este estudio los farmacos comerciales fallaron en comparacion con las

alternativas fitoterapéuticos (Mercer, 2022).

Ademas, el tomillo representa una alternativa accesible, de bajo costo y
ambientalmente sostenible, especialmente para sistemas productivos rurales donde el

acceso a medicamentos veterinarios puede ser limitado.

5.8 Comparaciones con investigaciones similares

Los resultados de la actual investigacion concuerdan con multiples estudios que
han evaluado el efecto antimicrobiano del tomillo y otras plantas medicinales frente a
bacterias patdgenas de importancia zootécnica. (Mohsenzadeh, 2007) report6 que aceites
esenciales como el de Thymus vulgaris presentan una inhibicion significativa del
crecimiento de E. Coli en los medios de cultivo, destacando que la magnitud del efecto

depende directamente se la concentracion aplicada.

La homogeneidad de varianzas y la normalidad de los datos confirman que las
diferencias observadas entre tratamientos no son producto del azar ni de errores
experimentales, sino que responden al efecto real de los tratamientos aplicados. Esto
fortalece la validez estadistica y cientifica de los resultados obtenidos.

La baja variabilidad observada en el tratamiento con extracto al 100% sugiere que
esta concentracion ofrece no solo una mayor eficacia antibacteriana, sino que también
sugiere una respuesta mas estable, lo cual es un aspecto favorable a considerar su posible

aplicacion in vivo.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El tomillo representa una alternativa accesible, de bajo costo y ambientalmente
sostenible, en especial para los sistemas de produccion rurales. Su uso podria contribuir
a reducir la dependencia de los antibidticos sintéticos y mitigar la resistencia a los
antibidticos, mejorar la sanidad animal sin comprometer la inocuidad de los productos de

origen animal, siendo mas seguro para los consumidores.

52



Los hallazgos de esta investigacion permiten rechazar la hipotesis nula (HO0), ya
que mostré que la aplicacion del extracto de tomillo en diversas concentraciones, si
presentan un efecto significativo sobre la inhibicion del crecimiento de Escherichia coli.
En consecuencia, se acepta la hipotesis alternativa (Ha), confirmando que el extracto

reduce de manera significativa la carga bacteriana bajo condiciones in vitro.

El extracto de tomillo demostr6 una eficacia superior a los antibidticos
convencionales, logrando un inhibicion relativa del 96.26% en su concentracion maxima,
frente al 22% de las tetraciclinas. Incluso en la dosis méas baja del 25% del extracto,
mantuvo una inhibicién eficiente con halos de 19,23 mm, confirmando que el fitobiotico
posee mayor estabilidad temporal y potencial antibacteriano, presentdndose como una

alternativa viable para reducir el uso de farmacos en la produccion animal.

Los antibidticos comerciales de la variedad de las tetraciclinas presentaron halos
de inhibicién promedios de 3,72 mmy 6,75 mm, posicionandose en el grupo estadistico
de menor sensibilidad lo que sugiere que se encuentra presente la resistencia a estos

antibidticos por parte de la E. Coli evaluada.

Podemos concluir que debido al excesivo uso de antibidticos en la produccion
ganadera, y en la normalizacion del uso de tetraciclinas ante infecciones bacterianas han
generado que cepas como la E. Coli se vuelvan resistentes a las mismas, ademas de que
sus residuos se impregnan en la materia prima de consumo, por lo que el implemento del
uso de los extractos, influiria mucho a nivel de salud, como se ha determinado en esta
investigacion, los extractos naturales llegan a funcionar incluso con mayor eficacia que
estos productos farmacéuticos, tiene una mayor facilidad de eliminacion del sistema que
los antibioticos e incluso ofrecen mayores beneficios, comprobando que su aplicacion

puede llegar a beneficiar a los animales, productores y consumidores.

Recomendaciones:

Realizar ensayos in vivo en animales de interés zootécnico para evaluar la eficacia
del extracto de Thymus vulgaris sobre parametros productivos, sanitarios e
inmunoldgicos, considerando dosis evaluadas en esta investigacion entre 100 y 500 mg/

kg de dieta seguin especie.
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Complementar estudios con una caracterizacion quimica mediante el HPLC que
permitan cuantificar con precision las concentraciones de Timol y Carvacrol con el fin de

estandarizar el extracto y mejorar la reproducibilidad de los resultados.

Evaluar extractos etandlico de otras plantas y comparar la eficacia con la del
tomillo, como orégano, canela, o clavo de olor, usando el mismo disefio experimental

para comparar su eficacia con diferentes patégenos como la E. coli.

Se sugiere implementar el extracto de tomillo como tratamiento complementario a
los protocolos convencionales de sanidad en especial las producciones con antecedentes
de resistencia antimicrobiana, con el fin de reducir las dosis y frecuencias de uso de

antibidticos sintéticos sin comprometer la eficacia del control bacteriano.
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