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Efecto antimicrobiano del aceite esencial de orégano (Origanum
vulgare) frente a Staphylococcus aureus en carne de pollo

Antimicrobial effect of essential oil of oregano (Origanum vulgare)
against Staphylococcus aureus in chicken meat
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
orégano (Origanum vulgare) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 en carne de
pollo. Se determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante el método de
microdilucién en pocillos y la concentracion minima bactericida (CMB) para determinar la
supervivencia de las bacterias expuestas a diferentes concentraciones del aceite esen-
cial. Ademas, se evaluo6 la capacidad del aceite esencial de orégano de inhibir el creci-
miento de S. aureus en filetes de pollo. Se obtuvo una CMI de 0.5% y una CMB de 4%.
Las concentraciones e»1% de aceite esencial de orégano redujeron significativamente
(p<0.05) los recuentos de S. aureus en la carne de pollo, en niveles relacionados directa-
mente con la concentracion aplicada. Los resultados demostraron que el aceite de oréga-
no posee un efecto antimicrobiano contra S. aureus ATCC 25923.
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The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of essential oil of
oregano (Origanum vulgare) against Staphylococcus aureus ATCC 25923 in chicken
meat. The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was determined by the microdilution
method in wells and the Minimum Bactericidal Concentration (MBC) to determine the
survival of bacteria exposed to different concentrations of essential oil. In addition, the
ability of oregano essential oil to inhibit the growth of S. aureus in chicken fillets was
evaluated. A MIC of 0.5% and a CMB of 4% were obtained. Concentrations e»1% of
oregano essential oil significantly (p<0.05) reduced S. aureus counts in chicken meat at
levels directly related to the applied concentration. The results showed that oregano oil
has an antimicrobial effect against S. aureus ATCC 25923.
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INTRODUCCION

El aumento de patdgenos bacterianos
resistentes a antibioticos se ha convertido en
un problema grave de salud publica a nivel
mundial (Munita y Arias, 2016). Esto incluye
alos patogenos transmitidos por alimentos que
han desarrollado resistencia antimicrobiana
(O’Bryan et al., 2018). Uno de estos micror-
ganismos es Staphylococcus aureus, que
suele estar presente en las superficies exter-
nas del cuerpo del humano y especies ani-
males, sea como comensal o patdgeno, por lo
que tiene el potencial de causar multiples en-
fermedades infecciosas (Weese y Duijkeren,
2010). S. aureus también es un importante
agente causal de enfermedades transmitidas
por alimentos (Seo y Bohach, 2013), y puede
ser transmitido por diversos productos como
la carne de ave (Weese y Duijkeren, 2010;
Ribeiro et al., 2018). En las tlltimas décadas,
debido a la evolucion de esta bacteria y al
abuso de los antibioticos, S. aureus ha mos-
trado un aumento gradual de su resistencia a
los farmacos, generando cepas peligrosas
como S. aureus resistente a la meticilina (Guo
et al., 2020). Sudamérica registra la mayor
prevalencia en el mundo de cepas S. aureus
resistentes, lo cual implica a la carne de ave
como un latente riesgo para la salud publica
(Ribeiro et al., 2018).

En los alimentos, el crecimiento de S.
aureus y otros patdogenos se ha limitado por
el empleo de sustancias quimicas conocidas
como preservantes o conservantes (Faleiro,
2011; Abu-Ghazaleh, 2013; Aminzare et al.,
2014). Sin embargo, el uso de conservantes
quimicos ha tenido consecuencias negativas
en la salud de los consumidores, de alli que la
industria alimentaria esta en la busqueda de
compuestos naturales con propiedades simi-
lares (Fratianni et al., 2010; Kumari et al.,
2019). Los conservantes naturales que co-
munmente se utilizan son los extractos de plan-
tas, chitosan, bacteriocinas, péptidos
bioactivos y aceites esenciales, entre otros
(Olatunde y Benjakul, 2018).

Los aceites esenciales son complejos
compuestos naturales y volatiles producidos
por plantas aromaticas (Bakkali ef al., 2008).
Su aplicacion como aditivos alimentarios es
una alternativa natural que ha demostrado
actividad antimicrobiana frente a patdogenos
transmitidos por alimentos (Burt, 2004). Esta
actividad antimicrobiana no puede atribuirse
aun unico mecanismo de accion, debido a la
gran variedad de compuestos presentes en
los aceites esenciales (Burt, 2004); por lo que,
en general, se cree que componentes como
los terpenos, terpenoides, fenilpropenos, y al-
gunos otros, como la alicina y los isotio-
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cianatos, son los que tienen la mayor activi-
dad antimicrobiana (Gavahian et al., 2020).

El aceite esencial de orégano presenta
compuestos antimicrobianos de tipo
terpenoides como el timol y carvacrol, y pue-
de ser aplicado en los alimentos con el fin de
inhibir el crecimiento de S. aureus, supri-
miendo ademas la sintesis de enterotoxinas
estafilococicas (de Souza et al., 2010; Cui et
al., 2019). Por ello, el objetivo del presente
estudio fue evaluar la actividad antimi-
crobiana del aceite esencial de orégano
(Origanum vulgare) frente a Staphylo-
coccus aureus ATCC 25923 en carne de
pollo.

MATERIALES Y METODOS

Aceite Esencial de Orégano

Se utilizd un aceite esencial de orégano
extraido previamente por el Laboratorio de
Salud Publica y Salud Ambiental de la Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Nacional Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM), Lima, Pera. El orégano
(Origanum vulgare) fresco provenia del
departamento de Junin. El proceso de extrac-
cion del aceite esencial de orégano (AO) y
su composicion quimica determinada median-
te cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas ha sido previamen-
te publicado (Carhuallanqui et al., 2020).

Cepa de Staphylococcus aureus

La cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (Microbiologics, Francia) fue
cultivada en Agar Tripticasa soya (TSA) a
37 °C por 24 h.

Ensayo de Difusion en Disco (DDA)
La evaluacion preliminar de la actividad
antimicrobiana del AO se realizo mediante el

DDA. Se sembro un inoculo de la cepa de S.
aureus, previamente ajustado a una turbidez
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de 0.5 ml en la escala de McFarland, con un
hisopo estéril sobre toda la superficie del agar
Miieller-Hinton (Garcia et al., 2000). Poste-
riormente, discos de AO a 13 concentracio-
nes (0.01, 0.03, 0.06,0.12,0.25,0.5,1,2,4, 8,
16, 32 y 100%) fueron colocados sobre la
superficie del agar. Finalmente, se incubaron
a37 °C por 24 h y se midio el halo de inhibi-
cion que rodeaba a cada disco. Esta evalua-
cion se realizo por triplicado. Segliin Espina
etal. (2011), la actividad antimicrobiana del
AO se clasifica como no inhibitoria cuando
los halos son menores a 10 mm.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI es la menor concentracion de
AO que inhibe el crecimiento bacteriano y se
determindé mediante microdiluciones en
microplacas estériles de 96 pocillos, segun lo
descrito por Garcia et al. (2000) y Sharafati
Chaleshtori y Sharafati Chaleshtori (2017).
Es decir, se anadio 95 ul de Caldo Soja
Tripticaseina (TSB) a trece pocillos de una
misma fila, al primer pocillo de esa fila se le
agrego 100 ul del AO a una concentracion
del 32% y a partir de este se realizaron dilu-
ciones seriadas 1:2 hasta el pocillo 12, el po-
cillo 13 fue el control positivo (no contenia
AO). Posteriormente, se afiadio un indculo
bacteriano de 5 pul a cada pocillo, resultando
en una poblacion microbiana final de 5 x 10*
bacterias/pocillo. Finalmente, las microplacas
se incubaron a 37 °C por 22 h. Para eviden-
ciar la variacion en la turbidez se determina-
ron las densidades opticas mediante un
espectrofotometro a 450 nm a las 0 y 22 h
(Sharafati Chaleshtori y Sharafati Chaleshtori,
2017).

Concentracion Minima Bactericida
(CMB)

La CMB se realizéo mediante la deter-
minacion de la supervivencia de las bacterias
expuestas a las concentraciones de AO. Para
ello, se tomo6 una muestra de 10 ul de cada
pocillo utilizado en la prueba del CM1, inclu-
yendo el control, y se sembro en placas con
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agar Baird Parker (Boskovic et al., 2015).
Las placas se incubaron a 37 °C por 24 h, y
se observo el crecimiento de colonias redon-
das de color negro brillante, tipicas de S.
aureus. La concentracion mas baja de AO
en la que no se observo desarrollo bacteriano
se denomin6é CMB.

Actividad Antimicrobiana en Carne de
Pollo

Se adquirieron pechugas de pollo del
mercado del distrito de San Luis, Lima, que
fueron colocadas en bolsas de polietileno de
primer uso y transportadas al Laboratorio de
Salud Publica y Salud Ambiental de la FM V-
UNMSM en una caja térmica conteniendo
geles refrigerantes (4 °C). La carne fue la-
vada con agua corriente y se realizaron cor-
tes asépticos para obtener filetes de aproxi-
madamente 25 g, que fueron sometidos a ra-
diacion ultravioleta por 25 min. Se descartod
la presencia de S. aureus mediante siembra
en agar Baird Parker, y se evalto la presen-
cia de residuos de antimicrobianos mediante
el test microbiologico conocido como «prue-
ba in situ con torundas» (prueba stop), si-
guiendo el protocolo descrito por Moreno
(2003) usando como indicador la cepa de S.
aureus ATCC 25923.

Se inocul6 1 ml de cada concentracion
de AO (0.01, 0.03,0.06,0.12,0.25,0.5, 1, 2,
4,8, 16,32%) diluido con Tween 80, similar a
lo descrito por Sharafati Chaleshtori y
Sharafati Chaleshtori (2017), sobre las super-
ficies de los filetes, con excepcion de las
muestras control. De forma similar, todas las
muestras fueron contaminadas directamente
con un inoculo de 1 ml de S. aureus ATCC
25923 conteniendo aproximadamente 2.5 x
105 bacterias/ml, consiguiendo en los filetes
una carga microbiana de aproximadamente
10* UFC/g (4.4 Log UFC/g). Las muestras
contaminadas fueron envasadas a vacio
(Selladora Foodsaver V2240) en bolsas es-
tériles de polietileno y se mantuvieron a tem-
peratura ambiente (aproximadamente 20 °C)
por 2 h, simulando un abuso de temperatura
durante el traslado desde el lugar de expen-

dio al domicilio, y a4 °C durante 12 h, como
un tiempo probable de almacenamiento an-
tes de su uso a nivel doméstico. Luego, se
realizaron los recuentos microbioldgicos por
duplicado. Para ello, se homogenizé 25 g de
la muestra con 225 ml de agua peptonada al
0.1% vy se realizaron diluciones decimales
hasta obtener concentraciones de 102y 107,
Las diluciones se sembraron en agar Baird
Parker y tras su incubacion a 37 °C por 45 h
se realizaron los recuentos de S. aureus se-
gun lo descrito por Da Silva et al. (2019),
con un nivel de deteccion de 2 Log UFC/g.

Analisis Estadistico

Los recuentos se expresaron como Log
UFC/g. Las reducciones decimales alcanza-
das en la carga de S. aureus de los filetes de
pollo se obtuvieron de restar el valor del re-
cuento de la muestra control (sin tratamien-
to) del recuento obtenido en cada muestra.
Se realizo la prueba de Shapiro-Wilk para
evaluar la normalidad de los datos. Se hizo el
analisis de varianza y comparaciones multi-
ples de Tukey para determinar el efecto de la
concentracion de AO sobre las reducciones
decimales alcanzadas. Los analisis se reali-
zaron con el software IBM SPSS Statistics
v. 23.0 para Windows (SPSS Inc., USA).

RESULTADOS

E1 AO mostr6 actividad antimicrobiana
contra S. aureus en la prueba de difusion en
disco en concentraciones >16% (Cuadro 1).

El Cuadro 2 muestra la turbidez gene-
rada por el crecimiento bacteriano a través
de la variacion de las densidades opticas (DO)
tomadas a las 0 y 22 h de incubacion. Las
DO fueron mayores a las 22 h comparado
con las 0 h en las concentraciones de AO de
0.01% hasta 0.25%, por lo que se considerd
como CMI a la concentracion de 0.5%. Asi-
mismo, el AO de orégano demostrd poseer
un efecto bactericida a concentraciones de
32,16, 8 y 4, puesto que no se observo creci-
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Cuadro 1. Resultados del ensayo difusion en
disco de diferentes concentraciones del aceite
esencial de orégano (Origanum vulgare) en un
cultivo de Staphylococcus aureus ATCC 25923

Zona de inhibicién

AO (%) (eam)
100 26
32 12
16 10
<8 <10

AO: Concentracidn del aceite esencial de orégano

Cuadro 2. Densidades opticas de las pruebas de
concentracion minima inhibitoria (CMI) del
aceite esencial de orégano (Origanum vulgare)
sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus
ATCC 25923

0 Densidad 6ptica

A0 (%) Oh 22 h
32 0.21 0.20
16 0.21 0.19

8 0.20 0.17

4 0.17 0.16

2 0.17 0.16

1 0.17 0.16
0.5 0.16 0.16
0.25 0.15 0.26
0.12 0.16 0.33
0.06 0.14 0.32
0.03 0.16 0.41
0.01 0.15 0.39
Control 0.14 0.40

AO: Concentraciones de aceite esencial de orégano

miento de S. aureus, considerandose, por lo
tanto, que el CMB fue de 4%.

En general, todas las concentraciones
de AO de 1% a mas lograron reducir de for-
ma significativa los recuentos de S. aureus
en la carne de pollo (Figura 1). La muestra
control presentd un recuento de 4.48+0.08
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Log UFC/g, por lo que el efecto del manejo
de tiempo y temperatura tras la inoculacion y
previo al recuento no fue significativo. En las
muestras tratadas con 32 y 16% de AO no
se detecto la cepa patdogena inoculada, por lo
que el tratamiento habria reducido los recuen-
tos en al menos 2.5 Log UFC/g, consideran-
do que el nivel de deteccion de la metodolo-
gia es de 2 Log UFC/g. Los recuentos obte-
nidos en las muestras tratadas con 8, 4, 2 y
1% fueron 4.18+0.2, 4.30+0.1, 4.18+0.1 y
4+0.2 Log UFC/g, respectivamente, por lo
que las reducciones decimales obtenidas os-
cilaron entre 0.5 a 0.2 Log UFC/g. Los re-
cuentos obtenidos en las muestras tratadas
con concentraciones 0.5, 0.25 y 0.125% no
mostraron diferencias significativas respecto
al control.

DiScUSION

Los resultados evidencian un efecto
antimicrobiano del AO frente a S. aureus en
carne de pollo. Esta actividad antimicrobiana
se debe principalmente al carvacrol y timol
del orégano, ya que tienen la capacidad de
alterar la permeabilidad de la membrana ce-
lular bacteriana, produciendo dafio estructu-
ral y funcional (Lambert et al., 2001; Burt,
2004; Govaris et al., 2010). Asimismo, se ha
descrito que el carvacrol puede alterar la es-
tructura del ADN del S. aureus, afectando
con ello lareplicacion, transcripcion y traduc-
cion del ADN (Cui et al., 2019). Ademas, el
AOQO puede causar en S. aureus la inhibicion
del ciclo del acido tricarboxilico y sus enzimas
clave (Cui et al., 2019). Carhuallanqui et al.
(2020) determinaron que el orégano del que
se extrajo el AO utilizado en este estudio pre-
sentaba 11.9 y 1.7% de timol y carvacrol,
respectivamente.

La composicion quimica del AO expli-
ca en gran medida la intensidad de su efecto
antimicrobiano. Asi, los valores altos de CMI
y CMB se pueden relacionar de forma inver-
sa con los niveles de carvacrol y timol del
AO empleado. Por ejemplo, Ortega (2018)
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Figura 1. Reducciones (Log UFC/g) en la carga microbiologica de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 de filetes de pollo tratados con diferentes concentraciones de aceite
esencial de orégano. Letras distintas (A, B, C) indican diferencias significativas
(p<0.05). Las barras muestran la desviacion estandar

obtuvo una CMI de 0.12% del AO frente a
S. aureus, menor a la obtenida por este estu-
dio, pero la composicion del AO usado por
estos autores presentaba una alta concentra-
cion de carvacrol (73.3%). Asimismo, Nostro
et al. (2007) reportaron una CMI de 0.06-
0.12% en aislados de S. aureus proveniente
de infecciones oculares, empleando un AO
con 14% de carvacrol y 24.7% de timol. Lu
et al. (2018) obtuvieron un CMI de 0.32%
en aislados clinicos de S. aureus resistentes
a la metacilina, cuando las enfrentaron a un
AO con 6.6 y 72.3% de timol y carvacrol,
respectivamente. Man et al. (2019) descri-
bieron una CMI de 0.4% contra S. aureus,
similar al obtenido en este estudio (0.5%),
pero con un AO conteniendo 80.5% de
carvacrol. Por tanto, si bien el timol y
carvacrol son los componentes del AO que
son determinantes en su actividad antimi-
crobiana, no se puede descartar el posible
efecto sinérgico que pueden presentar otros
componentes del AO (Ultee et al., 2002; Burt,
2004; Gavahian et al., 2020).

La CMB 4% del presente estudio es
similar al reporte de Oyarzabal et al. (2011),
quienes evaluaron la accion antimicrobiana
del AO frente a bacterias aisladas de la le-
che bovina y cepas estandares ATCC de S.
aureus. Estos autores emplearon orégano de
origen peruano y reportaron una baja con-
centracion de carvacrol y timol en su AO.

Las condiciones medioambientales
como el clima o la altitud pueden influenciar
en la cantidad y la calidad de los componen-
tes de la planta, asimismo, el método de ex-
traccion del AO puede afectar a estos com-
ponentes (Arcila-Lozano et al., 2004; Reyes-
Jurado et al., 2015). Segin Simirgiotis et al.
(2020), el carvacrol puede constituir del 12.6
al 88.7% en el AO, en tanto que Sakkas y
Papadopoulou (2017) indican que el timol
puede presentarse hasta en 64%. Sin embar-
go, Tellez y Nolazco (2017) encontraron con-
centraciones bajas de carvacrol (2.24%) y
timol (18.8%) en AO proveniente de plantas
de Tacna (Peru). Por otro lado, Tellez (2017)
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analizo seis ecotipos de AO provenientes de
Cusco (Pert1) determinando concentraciones
menores de carvacrol (0.20-2.04%) y timol
(2.3-18.3%), atribuyendo estos valores al
estrés hidrico de la planta cultivada a mas de
3000 msnm. El orégano empleado en el pre-
sente estudio provino de la regién de Junin,
lugar con similar altitud a la zona del estudio
de Tellez (2017), lo que podria explicar las
concentraciones similares de carvacrol y
timol. Otros estudios también reportan bajos
niveles de carvacrol y timol (Asensio, 2013;
Simirgiotis et al., 2020).

En el presente estudio, se simuld un
manejo deficiente de la temperatura (20 °C)
durante el traslado de los filetes de pollo des-
de el lugar de expendio hacia el domicilio.
Este manejo no influyo significativamente so-
bre los recuentos microbianos, ya que tanto el
inoculo como las muestras control presentaron
cantidades similares (4.4 Log UFC/g).
Rodriguez-Caturla et al. (2012) describieron
que la constante especifica de velocidad de
crecimiento maxima de S. aureus en carne
de pollo a 20 °C es de 0.04-0.16. Conside-
rando estas condiciones, el crecimiento de
este microorganismo durante 2 h oscilaria
entre 0.03-0.13 Log UFC/g. Asi mismo,
Chaichi et al. (2021) determinaron crecimien-
tos menores a 0.1 Log UFC/g de S. aureus
en pechugas de pollo cuando se almacena-
ron a 37 °C durante 2 h. Por otro lado, el al-
macenamiento durante 12 h a 4 °C no ten-
dria repercusion sobre los recuentos, ya que
S. aureus no es capaz de crecer en refrige-
racion (Seo y Bohach, 2013).

Laaplicacion de AO alos filetes de pollo
contaminados con S. aureus ATCC 25923
disminuy¢ los recuentos microbianos de esta
bacteria, siendo los efectos antimicrobianos
mas significativos en las concentraciones mas
altas. Al respecto, Pesavento et al. (2015)
consiguieron reducciones <2 Log UFC/g de
S. aureus con concentraciones de 0.5-2%
de AO en albondigas de vacuno, AO que con-
tenia 71.8% de carvacrol. Asimismo, Dos
Santos Rodrigues et al. (2017) obtuvieron
reducciones de 1-2 log UFC/ml en los recuen-
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tos de S. aureus en superficies de acero inoxi-
dable usando AO en concentraciones de 0.25
y 0.125% (67% de carvacrol y 16% de timol).
En general, se describe que los aceites esen-
ciales y otros conservantes naturales consi-
guen un efecto bactericida entre 1-4 Log
UFC/g contra bacterias transmitidas por ali-
mentos cuando son aplicados en carne y pro-
ductos carnicos (Yu et al., 2021).

Para que S. aureus produzca ente-
rotoxinas en cantidades capaces de causar
enfermedad en el hombre, es necesario que
alcance una concentracion mayor a 5 Log
UFC/g (ICMSF, 2002; Erkmen y Bozoglu,
2016). Ademas, Staphylococcus aureus sue-
le estar presente en pequefias cantidades en
los alimentos, y en los casos mas desfavora-
bles se estima que presentaria cantidades
maximas de 4 Log UFC/g, las cuales se man-
tienen constantes si los alimentos son alma-
cenados en refrigeracion (Seo y Bohach,
2013). Por tanto, la aplicacion de AO en las
concentraciones utilizadas en este estudio no
garantizaria la higienizacion completa la car-
ne de pollo. A pesar de ello, la aplicacion de
AO en proporciones desde tan solo 1% re-
duce las cantidades de este microorganismo,
pudiendo usarse como una alternativa a los
conservantes y para actuar de forma
sinérgica junto con otros tratamientos.
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