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RESUMEN 

El salmónido trucha arcoíris es la especie acuícola de origen continental de 

mayor producción a nivel nacional. El cultivo de trucha viene siendo limitado 

por la presentación de altas mortalidades de origen infeccioso, lo cual genera 

elevadas pérdidas económicas y productivas. Ante esta problemática se 

vienen desarrollando alternativas profilácticas, como el uso de productos 

derivados de plantas con efecto antibacteriano. En base a ello, el presente 

estudio se enfocó en la evaluación de la susceptibilidad de 34 cepas bacterianas 

de Aeromonas spp., uno de los principales patógenos que afectan a la trucha 

en el Perú, frente a aceites esenciales de muña, molle y limón. Para ello se 

realizaron dos ensayos In vitro. El método de difusión en agar permitió 

determinar que el aceite esencial de muña 15% presentó actividad 

antibacteriana fuerte, con halos de inhibición de 16.466 ± 0.840 mm de 

diámetro, mientras que los aceites de molle y limón mostraron actividad 

moderada, frente a las cepas patogénicas de Aeromonas spp. El Método de 

microdilución en caldo permitió determinar el efecto inhibitorio del aceite 

esencial de muña a una concentración (CMI) de 0.625 y 0.156 % v/v. Así 

mismo, se confirmó que el AE de muña tiene actividad bactericida a las 

concentraciones de 0.625 y 0.156 % v/v (Concentración mínima bactericida). 

 

Palabras Clave: Aceite esencial, Aeromonas spp., Shinus molle, Citrus 

aurantifolia, Minthostachys mollis. 



   

ABSTRACT 

The rainbow trout salmonid is the aquaculture species of continental origin 

with the highest production at the national level. Trout farming is limited by 

the presentation of high mortalities of infectious origin, which generates high 

losses being economic and productive. Faced with this problem, prophylactic 

alternatives are being developed, such as the use of products derived from 

plants with an antibacterial effect. Based on this, the present study focused on 

the evaluation of the susceptibility of 34 bacterial strains of Aeromonas spp., 

one of the main pathogens that killed trout in Peru, against essential oils of 

muña, molle and lemon. For this, two in vitro tests were carried out. The agar 

diffusion method was able to determine that the 15% muña essential oil 

presented strong antibacterial activity, with inhibition halos of 16.466 ± 0.840 

mm in diameter, while the molle and lemon oils showed moderate activity 

against pathogenic strains. of Aeromonas spp. The broth microdilution 

method will be able to determine the inhibitory effect of muña essential oil at 

a concentration (CMI) of 0.625 and 0.156% v/v. Likewise, it is guaranteed 

that muña EO has bactericidal activity at concentrations of 0.625 and 0.156% 

v/v (minimum bactericidal concentration). 

Keywords: Essential oil, Aeromonas spp., Shinus molle, Citrus aurantifolia, 

Minthostachys mollis. 
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I. INTRODUCCIÓN 

La producción acuícola ha venido mostrando una tendencia positiva, 

y aunque en los últimos años ha experimentado un descenso moderado, 

sigue creciendo a mayor escala que otros sectores importantes de la 

producción de alimentos (FAO, 2018). Entre las especies acuícolas de 

mayor comercio mundial se encuentra el salmónido Oncorhynchus mykiss 

(FAO, 2018), recurso hidrobiológico de mayor producción nacional que 

ocupó el 63,79% de la producción acuícola continental del año 2017 

(PRODUCE, 2017). 

La intensificación de los cultivos, junto con inadecuadas prácticas 

acuícolas incrementan la susceptibilidad de los peces a presentar 

enfermedades infecciosas (Dallaire-Dufresne et al., 2014). Ante ello, la 

terapia con antibióticos ha sido la solución más empleada en las 

piscifactorías (Menanteau-Ledouble et al., 2017). Sin embargo, el impacto 

negativo que genera el uso inadecuado de antibióticos hace necesaria la 

búsqueda de alternativas que puedan ser utilizadas frente a esta 

problemática (Bandeira et al., 2017). 

Bajo el conocimiento del uso tradicional de ciertas plantas como 

medicina natural, los investigadores empezaron a estudiar a los aceites 

esenciales y otros extractos de plantas con efecto antibacteriano, pero estas 

investigaciones fueron desplazadas tras el inicio de la producción masiva de 

antibióticos (Thomar, 2011). 

Sin embargo, después de los primeros reportes de resistencia 

bacteriana a los antibióticos se retomó el interés en el desarrollo de 
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compuestos antibacterianos a partir de productos naturales (Da Cunha et al., 

2018). Actualmente, las investigaciones se enfocan en estudio de los 

compuestos bioactivos derivados de diferentes especies de plantas como 

tratamiento alternativo a muchas enfermedades (Park et al., 2016). 

En consecuencia, sabiendo que en el Perú se producen aceites 

esenciales de plantas que ancestralmente se han utilizado como 

antimicrobianos, es necesario conocer su eficacia frente a bacterias 

patógenas que tienden a generar resistencia a antibióticos y que actualmente 

afectan a la principal especie producida en acuicultura continental como lo 

es la trucha arcoíris. 



3  

II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La acuicultura es una industria que ha crecido exponencialmente en los 

últimos años, aportando un importante porcentaje de proteína de alta calidad 

en alimentación de la población. No obstante, como en todos los sistemas 

pecuarios, la producción intensiva viene acompañada de un impacto negativo, 

principalmente debido al incumplimiento de buenas prácticas en la 

producción y el inadecuado manejo de enfermedades infecciosas durante el 

cultivo (Mateo et al., 2016). 

Los efectos negativos del uso indiscriminado de antibióticos en el 

control de las enfermedades resultan en contaminación del medio, tanto de 

agua como sedimentos, así como la generación de reservorios de bacterias 

resistentes a los medicamentos (García et al.,2021). Ante ello, para el control 

de enfermedades se vienen desarrollando alternativas profilácticas como la 

vacunación, pero por su alto costo podría no ser viable en todas las 

piscifactorías. 

Por otro lado, diversos estudios han reportado productos derivados de 

plantas, con efectos bactericidas contra patógenos frecuentes en humanos y 

animales, cuyas sustancias bioactivas siguen siendo investigadas a 

profundidad, debido a que han sido enfocadas como una excelente opción 

frente el uso de antibióticos (Tukmechi et al., 2010, Balouiori et al., 2016, 

Sutili et al., 2017, Da Cunha et al., 2018). 

En el campo de la acuicultura, ya se han estudiado algunas plantas y 
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frutos con efecto bactericida; no obstante, existe una variabilidad entre los 

resultados debido a que la presencia de ciertos grupos funcionales puede 

variar entre especies de plantas, procedencia y forma de cultivo (Runyoro et 

al., 2010); así mismo, la constante aparición de cepas bacterianas resistentes 

a antibióticos, con diferentes mecanismos de infección amerita el constante 

estudio de la efectividad de estos productos.  

En este contexto, el estudio del efecto bactericida de productos derivados 

de plantas cultivadas en el país, contra aislados patogénicos de Aeromonas 

spp. permitirá disponer de información necesaria para iniciar estudios en 

organismos vivos. Por lo cual, se ha planteado evaluar la susceptibilidad de 

Aeromonas spp., uno de los principales patógenos que afectan la truchicultura 

en el Perú frente a aceites esenciales procedentes de tres plantas cultivadas en 

el país. 
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III. MARCO TEÓRICO 

3.1. Panorama acuícola 

A partir del decenio de 1980 la acuicultura mundial ha mostrado un 

notable crecimiento como sector productivo, siendo la acuicultura 

continental uno de los principales promotores del sector acuícola en general, 

representando el 64% de la producción mundial de peces comestibles 

cultivados del año 2016 (FAO, 2018). En el Perú, la acuicultura continental 

está representada por el cultivo de trucha arcoíris, producción que ha 

experimentado un crecimiento de 339,1% en los últimos diez años 

(PRODUCE, 2017). 

En tal sentido, el crecimiento y la intensificación de la acuicultura, 

junto con malas prácticas acuícolas, hacinamiento y mala calidad de agua 

son factores que incrementan la susceptibilidad de los peces a las 

infecciones por una gran variedad de patógenos (Ji et al., 2017), escenario 

observado especialmente en países en desarrollo (Menanteau-Ledouble et 

al., 2017). Siendo uno de principales patógenos que aprovechan las 

condiciones de estrés para producir enfermedad en los peces, la bacteria A. 

salmonicida (Zepeda et al., 2017). 

3.2. Género Aeromonas 

Aeromonas (etimológicamente unidades productoras de gas: ‘Aer- 

gas y monas- unidades’) (Bravo, et al. 2020), son miembros de la clase 

Gammaproteobacterias, orden Aeromonadales, y familia Aeromonadaceae 

(Alperi et al., 2010; Bravo et al., 2020; Dallaire-Dufresne, et al., 2014). 

Las 36 especies bacterianas pertenecientes a este género (Bravo, et al. 2020, 
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Puah et al., 2018) se caracterizan habitar ambientes acuáticos y afectar a 

animales, humanos (Alperi et al., 2010) y poiquilotermos (Dallaire-

Dufresne, et al., 2014), actuando generalmente como patógenos oportunistas 

(Reith, et al., 2008).  

El género Aeromonas puede dividirse en dos grupos: psicrofílico 

(bacterias no móviles, que crecen entre 22 y 25°C) y mesofílico (bacterias 

móviles, que crecen entre 35 y 37°C) (Reith, et al., 2008, Gonçalves et al., 

2019). En particular, el grupo psicrofílico está representado por Aeromonas 

salmonicida, principal causante de enfermedad en peces (Gonçalves et al., 

2019), cuyas subespecies han sido catalogadas como típicas y atípicas 

(Gulla, et al., 2019). La especie A. salmonicida subsp. salmonicida conocida 

como A. salmonicida "típica" generalmente afecta a salmónidos. Mientras 

que las otras cuatro subespecies, conocidas como "atípicas" afectan a peces 

no salmónidos (Gulla, et al., 2019). 

A. salmonicida son bacilos gramnegativos, oxidasa y catalasa 

positivos (Bravo, et al. 2020). Sus colonias tienen el tamaño de una cabeza 

de alfiler a las 18 a 24 horas de incubación, mientras que 3 días después, 

presentan un aspecto circular, convexo y friable con un diámetro de 1-2 mm 

(Gonçalves et al., 2019; Dallaire-Dufresne, et al., 2014). El cultivo en 

laboratorio puede realizarse en una variedad de medios de cultivo tales como 

Tryptic soy agar (TSA), Tryptic soy broth (TSB) y medios diferenciales 

como Glutamate Starch Phenol Red (GSP) (Gonçalves et al., 2019). Aunque 

suelen producir un pigmento marrón difuso en agar, no todas las cepas 

presentan esta característica (Reith, et al., 2008, Dallaire- Dufresne, et al., 
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2014). La identificación molecular del género Aeromonas comúnmente se 

ha realizado mediante la amplificación de marcadores moleculares, como el 

gen 16S rRNA, bajo técnicas convencionales como la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) (Gonçalves et al., 2019). 

3.3. Furunculosis 

La enfermedad causada por Aeromonas salmonicida subsp. 

salmonicida en salmónidos como Oncorhynchus mykiss es: furunculosis 

(Valderrama et al., 2017). Su nombre deriva de los furúnculos que se 

desarrollan en piel y musculatura de peces enfermos (Dallaire-Dufresne et 

al., 2014). La vía de transmisión es por contacto directo entre peces o a 

través de agua contaminada cuando las barreras cutáneas están afectadas 

(Supattapone et al., 2017). 

Los brotes de esta enfermedad se caracterizan por producir alta 

mortalidad y morbilidad (Villumsen et al., 2017) y su aparición depende de 

diferentes factores tanto propios del hospedero como de las condiciones 

ambientales, tales como: estado de salud, edad, temperatura elevada, flujo 

reducido de agua, altas densidades de cultivo, etc. (Supattapone et al., 2017, 

Dallaire-Dufresne et al., 2014). 

Se han descrito tres formas de la enfermedad: Aguda, crónica y 

latente. La forma aguda, suele presentarse en peces juveniles, observándose 

cuadros septicémicos con muertes súbitas en dos a tres días. Los peces 

presentan melanosis, letargia, anorexia, lesiones necróticas en piel y 

hemorragias en órganos internos. En la forma crónica, los peces 

generalmente adultos, desarrollan furúnculos, hemorragias en la base de las 
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aletas y tracto digestivo, prolapso anal además de melanomas, pérdida de 

apetito y letargo. Tiene un inicio lento de síntomas y baja mortalidad. Por 

último, en la forma latente, los peces enfermos son portadores subclínicos 

(Dallaire-Dufresne et al., 2014). 

Actualmente, existen varias estrategias para el tratamiento y 

prevención de furunculosis como: antibióticos, vacunas, probióticos, 

bacteriófagos, etc. (Supattapone et al., 2016). No obstante, los brotes 

infecciosos habitualmente son tratados con antibióticos (Menanteau-

Ledouble et al., 2017), incluso han sido utilizados como preventivos; lo cual 

ha promovido la presencia de resistencia antimicrobiana (Ji et al., 2017). La 

gravedad de esta situación se observa en el fracaso de los tratamientos, 

especialmente con fármacos de uso frecuente como tetraciclina y las 

quinolonas (Kim et al., 2013). 

3.4. Aceites esenciales (AE) 

En términos generales, la presencia de patógenos resistentes a los 

antibióticos ha creado la necesidad de buscar compuestos antimicrobianos 

alternativos que puedan ser empleadas en reemplazo, en combinación o 

como suplemento de los tratamientos convencionales a fin de lograr un 

efecto sinérgico y mejorar la eficacia de los tratamientos (Luís et al., 2016). 

En tal sentido, se han desarrollado diversos estudios para determinar 

métodos alternativos a la terapia antibiótica (Menanteau-Ledouble et al., 

2017), uno de los cuales es el uso de productos derivados de plantas como 

los aceites esenciales. Estos recursos se caracterizan por ser inocuos para el 

ambiente, viables económicamente (Chouhan et al., 2017) y generar efectos 
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antioxidantes, antiestrés, estimulantes de apetito, crecimiento, efectos 

tónicos e inmunitarios en los animales (Bandeira et al., 2017). 

Los aceites esenciales también llamados aceites etéreos, aceites 

volátiles o aceites vegetales, son una mezcla de compuestos químicos 

complejos, aceitosos o lipídicos, volátiles y de intenso olor; que 

generalmente se extraen de las semillas, frutos, flores, hojas, brotes, raíces 

o corteza de las plantas. Se caracterizan por ser líquidos a temperatura 

ambiente y por tener baja solubilidad en agua y alta en grasas, alcohol, 

disolventes orgánicos y otras sustancias hidrófobas (Thormar, 2011). 

Los AE han sido descritos como el conjunto de metabolitos 

secundarios, biosintetizados en las cavidades de aductos, tricomas 

glandulares y osmóforos; estructuras presentes en diferentes partes de la 

planta desde las hojas hasta las raíces (Baptiste et al., 2020), que si bien 

están involucrados en la inhibición o retraso del crecimiento de patógenos 

o repelencia de insectos que puedan afectar a las plantas (Chauhan et al., 

2017), no son sintetizados en todas las plantas (Ashrafi et al., 2017), 

habiéndose demostrado que su composición es dependiente del método de 

extracción, de las condiciones climáticas, estacionales y geográficas de 

cultivo y cosecha (Baydar et al., 2004, Ashrafi et al., 2017). 

La composición química de los AE puede contener entre 20 y 60, 

hasta más de 100 componentes (Thormar, 2011) de los cuales dos o tres son 

sus componentes principales, presentes en concentraciones altas, mientras 

que los demás componentes están presentes en cantidades traza (Bakkali et 

al., 2008). Los componentes de los AE pueden clasificarse en dos grupos, 
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uno de terpenos y otro de componentes aromáticos y alifáticos (Tariq et al., 

2019. Bakkali et al., 2008). Los terpenos o isoprenos, también conocidos 

como terpenoides cuando contienen oxígeno (Bakkali et al., 2008), son el 

grupo más grande de compuestos naturales (Thormar, 2011), que se definen 

a su vez, según su número de unidades de isopreno (Baser et al., 2020), cabe 

señalar hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos y diterpernos cuando 

contienen 1, 2, 3 y 4 unidades de isopreno, respectivamente (Thormar, 

2011). 

Los AE están compuestos principalmente por monoterpenos y 

sesquiterpenos (Chamorro et al.2012) y sus derivados oxigenados 

(Thormar, 2011). Desde el enfoque de evaluación de actividad 

antimicrobiana, autores como Thormar (2011) proponen agrupar los 

componentes según sus grupos funcionales, entre los que se mencionan: 

Carburos, alcoholes, aldehídos, cetona, ésteres, éteres y fenoles (Aziz et al. 

2018, Bakkali et al. 2008). Dentro de los principales grupos de fitoquímicos 

que poseen propiedades antimicrobianas se menciona a los terpenoides 

(Ginovyan et al., 2017). 

El mecanismo de acción de los AE contra bacterias puede estar dado 

por su efecto sobre el perfil de ácidos grasos de la membrana celular, acción 

sobre las proteínas, efecto sobre ATP y ATPasas, efecto sobre el metaboloma, 

efectos sobre la morfología celular, alteración de la permeabilidad, actividad 

de detección anti- quórum, entre otros (Nazzaro et al., 2013). 

Estudios previos han determinado la actividad bactericida In vitro 

de diversos AE frente a patógenos comunes en acuicultura como bacterias 
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del género Aeromonas (Starliper et al., 2015). En Turquía, se determinó el 

efecto bactericida de los AE de tomillo y melissa contra A. hydrophila (Ekici 

et al., 2011). Görmez et al. (2017), reportaron el efecto antibacteriano de 

los AE de orégano y ajenjo contra A. hydrophila y Y. ruckeri. A su vez, 

Yildirim et al. (2018), demostraron el efecto antibacteriano de veinticuatro 

plantas procedentes de herbolarios turcos contra A. hydrophila y A. 

salmonicida. 

3.5. Metodologías de evaluación de la actividad antimicrobiana de los AE 

Con respecto a la metodología de estudio del efecto antibacteriano 

de los AE se emplean diferentes pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 

(Condò et al., 2018), de las cuales las comúnmente utilizadas, por su 

factibilidad y bajo costo, son la prueba de difusión en disco o en pozo y 

dilución en caldo o en agar (Lalitha, 2017). Otros métodos, como 

citofluorometría de flujo y bioluminiscencia son más rápidos y permiten 

mejor comprensión del impacto en la viabilidad y el daño celular infligido al 

microorganismo probado, sin embargo, requieren equipamiento de alto valor 

económico y presentan dificultades en su estandarización (Balouiori et al., 

2016). 

Los ensayos para la evaluación de la actividad antimicrobiana de 

plantas pueden ser clasificados como métodos de difusión, dilución y 

bioautográficos (Valgas et al., 2007). Por un lado, los métodos de difusión y 

bioautográficos, entre los que se incluyen difusión en disco, difusión en pozo 

de agar, técnica de alimentos tóxicos (Das et al., 2010), son pruebas 

cualitativas que evalúan el tamaño de la zona de inhibición de crecimiento 
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de los microorganismos y normalmente se utilizan como una comprobación 

preliminar para seleccionar la eficiencia de varios aceites esenciales 

(Prabuseenivasan et al., 2016). 

El método de difusión en pozo de agar se usa ampliamente para 

evaluar la actividad antimicrobiana de aceites esenciales de plantas 

(Balouiori, et al., 2016). Esta técnica es más sensible que el método de 

difusión en disco y aunque presenta sensibilidad similar a las técnicas como 

las bioautográficas, proporciona condiciones más adecuadas para el 

crecimiento microbiano (Valgas et al., 2007). Autores como Öntaş et al. 

(2016), Ekici et al. (2011) y Rojas et al. (2003) realizaron estudios de 

susceptibilidad de aislados bacteriano de peces frente a aceites esenciales 

empleando el método de difusión en pozo de agar, mientras que otros, como 

Adel et al. (2016), Park et al. (2016), Görmez et al. (2017) y Yildirim et al. 

(2018) optaron por el método de difusión en disco. 

Por otro lado, los métodos de dilución, como: dilución de agar, 

microdilución en caldo y macrodilución en caldo (Das et al., 2010), 

permiten determinar cuantitativamente la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) de un AE. El resultado del ensayo se cuantifica en términos de 

concentración de AE (Thormar, 2011) analizado en el agar (dilución de 

agar) o medio de caldo (macro dilución o microdilución) (Chouhan et al., 

2017). Por lo cual, al ser un método más preciso, autores como 

Thirugnanasampandan et al. (2015), Bandeira et al. (2017) y Majolo et al. 

(2016), trabajaron evaluando la susceptibilidad de A. hydrophila bajo este 

método. 
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Cabe mencionar que algunos investigadores emplean más de un 

método para evaluar la efectividad de los aceites esenciales. En Francia, 

Snuossi et al. (2016) estudiaron el efecto antibacteriano de los aceites 

esenciales de laurel, eneldo y jengibre contra varias cepas bacterianas 

aisladas de peces y mariscos a través del método de difusión en disco y 

microdilución en caldo. Así mismo, en EE.UU. Starliper et al. (2015) 

evaluaron la actividad bactericida de doce aceites esenciales derivados de 

plantas contra sesenta y nueve aislados de Aeromonas spp., mediante el 

ensayo de difusión en disco y la determinación de la concentración mínima 

bactericida (CMB). 

3.6. Minthostachys mollis 

En el Perú, la medicina tradicional sugiere una gama de plantas 

nativas con efectos antimicrobianos. Minthostachys mollis, planta aromática 

que crece en diferentes países sudamericanos, se usa empíricamente en 

tratamiento de enfermedades respiratorias y digestivas. El efecto 

antimicrobiano del AE de “ruyaq muña” ha sido demostrado frente a 

patógenos que afectan a humanos como Helicobacter pylori, Shigella 

dysenteriae, Salmonella typhi y Pseudomonas aeruginosa (Carhuapoma et 

al., 2009). Mientras que, estudios en Venezuela determinaron su efecto 

frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, atribuyéndole su 

efectividad a dos de sus principales componentes: pulegone (55.2%) y trans-

menthone (31.5%) (Mora et al., 2009). 
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3.7. Schinus molle 

Schinus molle L., comúnmente conocida como pimienta rosa 

(Martins et al., 2014) o molle es una especie arbórea originaria de Perú (Do 

Prado et al., 2018), que habitualmente se ha empleado como antibacteriano, 

antiviral, antiséptico tópico, antifúngico, antioxidante, antiinflamatorio, 

antitumoral, antiespasmódico y analgésico (Feuereisen et al., 2017). 

Martins et al. (2014) estudiaron entre otras propiedades, la actividad 

antimicrobiana del aceite esencial de S. molle L. mediante el método de 

difusión en disco de agar y el ensayo de CMI frente a bacterias Gram 

positivas y Gram negativas. 

3.8. Citrus aurantifolia 

Los citrus, aunque nativos de Asia, pertenecen a un género de plantas 

cuyos AE han sido catalogados como promisorios para el control bacteriano 

de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, S. 

epidermidis y P. aeruginosa, (Torrenegra et al., 2017; Dosoky et al., 2018), 

Mycobacterium tuberculosis y varias especies de hongos (Lee et al., 2018). 

Öntaş et al. (2016), determinaron la actividad bactericida del AE de la 

cáscara de limón (Citrus limon L.) contra A. hydrophila. y otros cinco 

patógenos de peces, mediante métodos de microdilución y difusión. 

Lemes et al. (2018) estudiaron el efecto antibacteriano del AE del 

Citrus aurantifolia contra bacterias del género Streptococcus y 

Lactobacillus, a través de la determinación de la CMI por el método de 

microdilución en caldo en microplacas de 96 pocillos. Así mismo, Lee et al. 

(2018) determinaron el efecto antimicrobiano In vitro de C. aurantifolia 
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sobre cepas antibiótico-resistentes de H. pylori. 

Si bien se ha demostrado la efectividad antimicrobiana de AE de 

diferentes especies de plantas es importante mencionar que, su composición 

química puede variar según factores como el origen geográfico y 

características genéticas de la planta (Faleiro et al., 2003), condiciones 

climáticas y estacionales del cultivo, período de cosecha, condiciones de 

almacenamiento y técnica de destilación del aceite (Runyoro et al., 2010). 

Al respecto, Gamarra et al. (2006) mencionan que la calidad el AE 

de limón depende tanto del quimiotipo y biotipo de la planta, como de las 

condiciones climáticas y el proceso de extracción. A su vez, Pawer et al. 

(2019) determinaron en su estudio, una alta variabilidad en la proporción de 

metabolitos secundarios, alcaloides y fenoles en muestras de rama florida de 

muña procedente de diferentes mercados populares de Lima – Perú. Por otro 

lado, Hosni et al. (2011) evaluaron los cambios en la actividad 

antimicrobiana del aceite esencial de molle según la influencia de la 

maduración de la planta evidenciando mayor eficiencia de inhibición del 

crecimiento de Bacillus subtilis, B. cereus, S. typhymurium y E. coli en 

plantas en etapa intermedia. 
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IV. JUSTIFICACIÓN DEL ESTUDIO 

Si bien en el país la truchicultura es la principal actividad acuícola de 

origen continental, las deficiencias sanitarias en el manejo de los cultivos 

generan una constante presentación de brotes de enfermedades infecciosas 

en los peces provocando así altas pérdidas económicas a los acuicultores 

(Montesinos, 2018). Esta situación podría ser una de las limitantes para que 

la actividad se desarrolle a mayor escala, poniendo en riesgo no sólo a la 

actividad como tal, sino también a los consumidores, debido a que 

representa una importante fuente de proteína para la alimentación de 

muchas personas. 

Dentro los agentes infecciosos que afectan frecuentemente a las 

truchas, y salmónidos en general, se encuentran diferentes especies 

bacterianas del género Aeromonas (Zepeda et al., 2017). El control de estas 

bacterias se ha visto limitado debido a que se ha reportado su capacidad de 

generar diversos mecanismos de resistencia a los antimicrobianos (Kim et 

al., 2013); además, en Perú, al menos cuatro de las principales regiones 

productoras de trucha presentan bacterias con patrones de resistencia 

múltiple frente a antibióticos como oxitetraciclina, amoxicilina y ácido 

oxolínico (Hurtado, 2019). 

En base a esta problemática, se vienen desarrollando investigaciones 

que han determinado que recursos como los aceites esenciales de plantas 

presentan actividad antimicrobiana frente a patógenos multi- drogo 

resistentes que afectan a humanos y animales (Quendera et al., 2018; 

Carhuapoma et al., 2009). En este contexto, esta línea de investigación 
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puede ser aprovechada en el Perú pues se cuenta con una amplia variedad 

de plantas que ancestralmente han sido usadas contra diferentes 

microorganismos. 

Cabe señalar que, una característica de estos compuestos naturales es 

la variación que pueden tener en su composición química, según diversos 

factores como: la procedencia de las plantas, forma de cultivo, de extracción 

de los aceites, etc. Por lo cual, se ha planteado el estudio de tres aceites 

esenciales de plantas cultivadas y procesadas el país (limón sutil - Citrus 

aurantifolia), resaltando que dos de ellas son plantas nativas del Perú: muña 

(Minthostachys mollis) y molle (Shinus molle). Sabiendo que los aceites 

esenciales de plantas poseen al menos algún grado de actividad 

antibacteriana, que los compuestos en estudio son sustancias 

comercialmente puras y que la eficacia de su uso está directamente 

relacionada con la concentración a la que inhiben el crecimiento o matan las 

bacterias In Vitro (Thormar H, 2011), su evaluación se realizará a dosis de 

5, 10 y 15%. 

En la presente investigación se ha planteado el estudio de los aceites 

esenciales de muña (Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón 

sutil (Citrus aurantifolia) evaluando su composición y efecto 

antimicrobiano frente a diferentes cepas de Aeromonas spp., uno de los 

agentes patógenos más frecuentes en acuicultura. Los resultados obtenidos 

tras el estudio In Vitro de los aceites esenciales de muña, molle y limón sutil, 

permitirá obtener información requerida para plantear futuros estudios en 

organismos vivos. 
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V. OBJETIVOS 

5.1. Objetivo general 

• Determinar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de 

muña (Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil 

(Citrus aurantifolia) frente a aislados patogénicos de Aeromonas spp. 

procedentes de truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) cultivadas en 

el Perú. 

 

5.2. Objetivos específicos 

• Determinar la composición química y pureza de los aceites esenciales 

comerciales de muña (Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y 

limón sutil (Citrus aurantifolia) empleados en el estudio. 

• Confirmar molecularmente el género bacteriano de cepas patogénicas. 

aisladas de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) cultivadas en Perú. 

• Determinar, mediante la técnica de difusión en agar, el efecto 

antimicrobiano los aceites esenciales de muña (Minthostachys mollis), 

molle (Shinus molle) o limón sutil (Citrus aurantifolia) frente a 

aislados de Aeromonas spp. procedentes de truchas arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss) cultivadas en el Perú. 

• Determinar, mediante la técnica de dilución en caldo, la concentración 

mínima inhibitoria y concentración mínima bactericida del aceite 

esencial con mayor efecto antibacteriano frente a los aislados de 

Aeromonas spp. procedentes de truchas arcoíris (Oncorhynchus 

mykiss) cultivadas en el Perú. 



19  

VI. METODOLOGÍA 

La presente investigación fue un estudio experimental que planteó 

evaluar la eficacia antimicrobiana In Vitro de los aceites esenciales de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) frente a aislados patogénicos de Aeromonas spp. procedentes 

de truchas arcoíris (Oncorhynchus mykiss) cultivadas en el Perú. Para lograr 

este objetivo, primero se identificó molecularmente las cepas del género 

Aeromonas spp. Después se evaluó, por cromatografía de gases, la 

composición química de los tres aceites esenciales de plantas con potencial 

antimicrobiano. 

Se continuó con la evaluación de los tres aceites esenciales mediante 

la técnica de difusión en pozo de agar para establecer cualitativamente el 

aceite esencial con mayor efecto antibacteriano. En este primer ensayo los 

aceites esenciales fueron analizados a tres concentraciones diferentes, 

comparando sus halos de inhibición de crecimiento bacteriano frente los 

aislados de Aeromonas spp.  para la determinación de la concentración más 

efectiva. 

Luego de seleccionar el aceite esencial con la concentración de mayor 

inhibición de crecimiento, se procedió a la segunda fase, donde se evaluó 

cuantitativamente la Concentración Mínima Inhibitoria y la Concentración 

Mínima Bactericida del aceite esencial seleccionado. Este ensayo se realizó 

mediante la prueba de microdilución en caldo, teniendo en cuenta controles 

positivo, negativo y como control de calidad el tratamiento estándar para A. 
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salmonicida, Florfenicol (Calvez et al., 2014). 

Gráfico 1. Diseño del estudio 

6.1. Lugar de estudio 

La evaluación de la susceptibilidad de los aceites esenciales de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) frente a cepas patogénicas de Aeromonas spp. se realizó en el 

laboratorio de Parasitología Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (FAVEZ-UPCH). 

Las cepas de Aeromonas spp.  pertenecieron al Cepario del 

Laboratorio de Parasitología Animal FAVEZ-UPCH. Los aislados se 

procesaron en el mismo laboratorio, caracterizándose bioquímica y 

molecularmente por Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), mediante 

amplificación del gen ARNr 16S. 
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6.2. Tipo de estudio 

El presente trabajo de investigación es de tipo experimental. 

6.3. Criterios de inclusión y exclusión 

Criterios de inclusión: Sólo se incluyeron aislados de Aeromonas 

spp. identificados tanto bioquímicamente como molecularmente por 

PCR. Las muestras procedieron de truchas arcoíris con signos 

clínicos de furunculosis, cultivadas en las regiones Ancash, 

Cajamarca, Junín y Puno. 

Criterios de exclusión: Se excluyeron aislados de Aeromonas spp. 

ambientales o procedentes de otras especies. 

6.4. Tamaño de muestra 

En la presente investigación se trabajó con la totalidad de población 

objetivo, constituida por 28 cepas patogénicas de Aeromonas spp. aisladas 

de truchas arcoíris, con signos clínicos compatibles con furunculosis, durante 

el 2017 y 2018, de las cuales sólo se logró confirmar 26 aislados, omitiendo 

dos cepas por resultar contaminadas; y adicionalmente se incluyeron en el 

estudio 8 cepas patogénicas aisladas en el año 2018, todas pertenecientes al 

Cepario del Laboratorio de Parasitología Animal FAVEZ-UPCH. El 

conjunto de aislados (34 cepas) fue enfrentado a tres aceites esenciales 

comerciales de:  muña (Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón 

sutil (Citrus aurantifolia). 
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6.5. Recolección y procesamiento de datos 

6.5.1. Aceites esenciales 

Se emplearon aceites esenciales comerciales de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia). Los aceites de Minthostachys mollis y Shinus molle fueron 

comprados en la empresa Essential Oils Peru SAC, cuyo fin comercial es 

aromaterapia. Los AE empleados fueron producidos en el año 2019, 

procediendo de plantas de molle y muña cultivadas en la provincia de 

Cajamarca. El proceso de destilación se realizó en la ciudad de Piura, en una 

planta propia de empresa Essential Oils Peru SAC. El aceite esencial de 

muña fue extraído de las hojas, mientras que, el aceite esencial de molle se 

extrajo del fruto (rojo).  

El aceite esencial de Citrus aurantifolia fue brindado por la empresa 

Limones Piuranos SAC. El destilado de Aceite esencial de limón es 

destinado a la industria de alimentos, bebidas y cosmética, principalmente 

en la elaboración de extractos para bebidas carbonatada. Las plantas de 

limón fueron cultivadas en la región Piura, y el proceso de extracción 

(destilado) se realizó en la misma región. El aceite esencial de limón fue 

extraído del fruto y producido en el año 2019. 

Cada uno de los aceites esenciales fue evaluado a tres dosis: 5, 10 y 

15% v/v. Estas concentraciones fueron determinadas tras un estudio piloto, 

realizado por el tesista en el laboratorio de Parasitología Animal de la 

Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Peruana 
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Cayetano Heredia (FAVEZ-UPCH), donde se sometieron diferentes 

concentraciones (5 a 90%) de los aceites esenciales frente a cepas a la cepa 

referencia de Aeromonas spp. La dilución de los aceites se realizó con etanol 

al 96% (Bandeira et al., 2017). 

6.5.2. Gas Cromatografía de gases/espectrometría de masas (CG - MS) de 

aceites esenciales 

Los aceites esenciales evaluados en la presente investigación fueron 

sometidos a un estudio de CG – MS para determinación de la composición 

química (Majolo et al., 2016). El análisis fue realizado en el laboratorio de 

la Unidad de Investigación en Productos Naturales de la Facultad de 

Ciencias y Filosofía “Alberto Cazorla Talleri” de la Universidad Peruana 

Cayetano Heredia. Brevemente, los análisis de cromatografía de gases se 

realizaron mediante un Cromátografo de gases Agilent Technologies 7890 

con detector espectrómetro de masas Agilent Technologies 5975C. Se utilizó 

una columna J&W 122- 1545.67659 DB-5ms, 325 °C (60 m x 250 μm x 

0.25 μm). Se empleó Gas portador Helio (1 ml/min). 

Las condiciones de operación fueron las siguientes: Para el AE muña 

la rampa de temperatura empezó en 40 °C y subió a 5 °C/min hasta 180 

°C; 2.5°C/min hasta 200 °C por 2 min y finalmente 10 °C/min hasta 240 

°C; con un tiempo de corrida de 42 minutos. Para el AE limón la rampa de 

temperatura empezó con 40 °C y subió a 5 °C/min hasta 155 °C; 2.5 °C/min 

hasta 170 °C por 10 min y finalmente 10 °C/min hasta 240 °C, con un tiempo 

de corrida de 46 minutos. Para el AE molle la rampa de temperatura empezó 
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en 60 °C y subió a 2 °C/min hasta 130 °C; 2.5 °C/min hasta 180 °C y 

finalmente 20 °C/min hasta 240°C; con un tiempo de corrida de 58 minutos. 

6.5.3. Cepas bacterianas: reactivación y aislamiento 

Las cepas bacterianas incluidas en el presente estudio fueron 

crioconservadas a -80°C en el cepario del laboratorio de parasitología 

FAVEZ-UPCH. Brevemente, las cepas fueron reactivadas en medio BHI 

(Caldo Infusión Cerebro Corazón) e incubadas a 22 °C por 24 – 48 horas. 

Posteriormente, del caldo se sembró en medio TSA (Agar de Soja Tríptico) e 

incubó según lo antes mencionado (Hayatgheib et al.,2020). De las colonias 

aisladas se realizaron las pruebas primarias de identificación bacteriana 

como crecimiento en agar GSP (Glutamate Starch Phenol Red Agar), 

tinción Gram, prueba oxidasa y catalasa (Gonçalves et al., 2019). 

Las cepas procedieron de truchas arcoíris con signos clínicos 

compatibles con furunculosis (abscesos laterales, melanosis y/o nado 

errático), de centros acuícolas de las regiones Junín (provincia de 

Chupaca), Cajamarca, Ancash y Puno, donde se capturaron juveniles (18 

cm de longitud en promedio) y adultos (29 cm de longitud, en promedio) de 

diferentes estanques. Las cepas fueron aisladas durante los años 2017 y 

2018, confirmándose molecularmente en los años 2018 y 2019. 

Las cepas incluidas en el presente estudio presentaron resistencia 

fenotípica a amoxicilina, ácido oxolínico y oxitetraciclina, fenotipo 

multidrogo-resistente detectado por Hurtado, CL (2019), constituyendo un 

riesgo latente en para el sector truchícola nacional. 
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6.5.4. Extracción de ADN para identificación molecular 

A partir de los cultivos bacterianos identificados, se seleccionó una 

colonia de cada aislado para la extracción de ADN. Se utilizó el kit 

comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega-USA) siguiendo 

las indicaciones del fabricante. La evaluación de la concentración y pureza 

del ADN genómico se realizó con el equipo Nanodrop (Thermo Scientific, 

USA). La concentración del ADN se determinó tras la lectura de una 

absorbancia de 260 nm, donde la densidad óptica de 1 corresponde a 50 

μg/ul de ADN de doble cadena. Mientras que la pureza se estimó según la 

proporción de la absorbancia a 260/280 nm (longitud de onda en que se 

realiza la lectura de proteínas), aceptando valores mayores o iguales a 1.8 

(Suárez et al., 2018). 

6.5.5. Identificación molecular de Aeromonas spp. por PCR 

 De acuerdo con Hoie et al. (1997), la amplificación de una región 

conservada de 271 bp del gen ARNr 16S se realizó empleando los cebadores 

AS1 (5’-GGCCTTTCGCGATTGGATGA-3’) y AS2 (5’ 

TCACAGTTGACACGTATTAGGCGC-3’). La reacción en cadena de 

la polimerasa se realizó bajo un volumen final de 20 μL (2X del buffer PCR, 

1.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP mix, 0.5 U Platinum Taq DNA polimerasa 

(Invitrogen), 0.4 pmol de cada cebador y 50 ng ADN molde), con ciclos de 

desnaturalización inicial a 94 °C por 4 min, 30 ciclos de desnaturalización a 

94°C por 1 min, alineamiento a 50 °C por 1 min y extensión 72 °C por 1 min; 

y una extensión final a 72°C por 10 min. Como controles positivo y negativo 
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se emplearon las cepas de A. salmonicida ATCC® 33658 y E. coli ATCC® 

25865, respectivamente. La lectura de los productos amplificados se realizó 

mediante electroforesis (80 V/cm por 60 min) en gel de agarosa (Calbiochem, 

Alemania) al 1% en buffer TAE 1X, empleando el marcador de peso 

molecular DNA 100 bp Ladder (Invitrogen, Brasil). A continuación, se tiñó 

el gel en una solución (0.5 μg/mL) de bromuro de etidio (Merck Millipore, 

Alemania) por 20 minutos. Luego de lavar el gel (agua destilada por 5 

minutos) se realizó la observación de bandas en el transiluminador de luz UV 

(DNR Bio-Imaging Systems, USA). 

6.5.6. Evaluación In vitro del efecto antimicrobiano de aceites esenciales. 

La técnica de difusión en pozo de agar se realizó para evaluar la 

actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de muña, molle y limón 

sutil frente a cepas patogénicas de Aeromonas spp. Los resultados obtenidos 

a partir de esta prueba permitieron seleccionar el aceite esencial más 

eficiente. El paso siguiente fue realizar la técnica de microdilución en caldo, 

cuyos resultados permitieron obtener cuantitativamente valores de CMI y 

CMB del aceite esencial más eficiente. 

Método de difusión en pozo de agar 

Tras la reactivación y aislamiento de las cepas de Aeromonas spp. se 

procedió a preparar el inóculo bacteriano siguiendo las indicaciones del 

Instituto de Normas Clínicas y de Laboratorio (CLSI, 2006). Brevemente, se 

suspendieron tres a cuatro colonias del agar TSA en solución salina estéril 

(NaCl 0.85%). La densidad óptica del inóculo fue ajustada a 0.5 en escala 
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de Mc Farland (1 a 2 × 108 CFU/mL) a través de lecturas en 

espectrofotómetro (OD= 625 nm) entre 0.08 a 0.13. 

Esta variante de las técnicas de difusión fue desarrollada en base a 

lo descrito por Tukmechi et al. (2010). La suspensión bacteriana antes 

descrita fue inoculada, con hisopos estériles, en placas Petri con agar 

Mueller-Hinton (Liofilchem, Italia), preparado según las instrucciones del 

fabricante. Dentro de los 15 minutos posteriores, el agar fue perforado (con 

un sacabocado estéril) en 5 pocillos de 6 mm y se llenaron con 50 µl de cada 

aceite esencial a concentraciones de 5, 10 y 15% v/v. Posterior a una 

incubación de 22°C por 24h se procedió a dar lectura de las placas. Los halos 

de inhibición fueron medidos en milímetros con ayuda de un vernier 

calibrado. 

Las pruebas se realizaron por triplicado, teniendo como control 

positivo florfenicol 30 μg (50 μL) y como control negativo etanol al 96% 

(Bansemir et al., 2006). Como criterios de interpretación se siguió la 

clasificación de zonas de inhibición de Bansemir et al. (2006), donde las 

zonas de inhibición mayores a 15 mm clasificaban como actividad fuerte, de 

8 a 15 mm: actividad moderada y de 1 a 8 mm: actividad débil. El control 

de calidad de la prueba fue realizado con la inclusión de la cepa control 

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33658; NCIMB 1102. 

Método de microdilución en caldo 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) del

 aceite esencial seleccionado en el procedimiento anterior, fue 
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determinada mediante el método de microdilución en caldo siguiendo los 

lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014) y 

la metodología descrita por Eloff et al. (1998). El inóculo bacteriano fue 

preparado en solución salina estéril (NaCl 0.85%) a partir de tres a cuatro 

colonias de cada una de las cepas de Aeromonas spp. cultivadas en agar 

TSA (Liofilchem, USA) (1 × 108 CFU/mL - 0.08 a 0.13 OD 625nm) diluidas 

hasta una concentración equivalente a 5 x 105UFC/mL. El aceite esencial 

de muña (Minthostachys mollis), elegido tras la realización del ensayo 

anterior, fue diluido en etanol al 96% a razón de 5% v/v. 

Brevemente, en placas estériles de 96 pozos con fondo redondo se 

agregaron 50 μL de inóculo bacteriano a cada pocillo que contenía 50 

μL del aceite esencial diluido en caldo Müeller-Hinton 

(Liofilchem, Italia). Inmediatamente después las placas fueron 

incubadas a 22°C durante 24h. El procedimiento se realizó por duplicado 

e incluyó controles positivo y negativo (caldo más inóculo y caldo solo, 

respectivamente) y como control de calidad se incluyó el tratamiento 

estándar contra A. salmonicida (florfenicol 0.03-16μg/mL). 

Tras la incubación, a cada pocillo se le añadió 40 μL de solución de 

sales de violeta de p- iodonitrotetrazolio (Sigma®) y se incubó a 22°C por 

30 minutos. La concentración más baja de los aceites esenciales que se 

mostró incolora fue definida como la Concentración Mínima Inhibitoria 

(Eloff, 1998). La Concentración Mínima Bactericida (CMB) se determinó 

mediante la reinoculación de 10 μL de cada cultivo bacteriano en agar TSA 
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(22°C - 24h) y la concentración más baja de los aceites esenciales que no 

presentó crecimiento fue definida como la CMB. 

El control de calidad de ambas pruebas fue realizado con la inclusión 

de la cepa control Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 

33658; NCIMB 1102 (CLSI, 2006). 

6.6. Plan de análisis de datos 

La información obtenida en este estudio fue recopilada en un 

documento Excel y luego procesada estadísticamente con el software 

STATA 14®, todos los análisis usaron un nivel de significancia de 0.05. 

Los halos de inhibición de crecimiento en milímetros en las 3 diferentes 

concentraciones para cada aceite esencial frente a las cepas de Aeromonas 

spp y su eficacia fueron evaluados mediante la prueba de ANOVA de una 

vía con la prueba post hoc de Bonferroni. 

Luego de realizar la prueba de difusión en pozo y seleccionar el 

aceite esencial con mayor efecto antibacteriano, se realizó la evaluación de 

la concentración mínima bactericida y concentración mínima inhibitoria de 

este. Para esta segunda prueba, se empleó método de microdilución en 

caldo, enfrentando las 34 cepas de Aeromonas spp. al AE seleccionado, 

antibiótico florfenicol y un grupo control (etanol). Los resultados fueron 

analizados mediante la prueba de ANOVA de una vía con la prueba post 

hoc de Bonferroni. 

Cuando las observaciones no siguieron la distribución normal, se 
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procedió a usar la prueba de Kruskall Wallis con la prueba post hoc de Dunn. 

La distribución normal fue evaluada con la prueba de Shapiro Wilk. 

6.7. Consideraciones éticas 

El presente trabajo fue evaluado por el comité de Ética de la 

Universidad Peruana Cayetano Heredia, con código de registro 2003030. 
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VII. RESULTADOS 

7.1. Identificación de las cepas de Aeromonas spp. 

 

Tras la reactivación de las 34 cepas de Aeromonas spp., los aislados 

fueron confirmados mediante pruebas preliminares como oxidasa, catalasa 

y Gram, observándose microscópicamente bacilos Gram negativos (Figura 

1), oxidasa y catalasa negativos. Molecularmente las cepas de Aeromonas 

spp. fueron confirmadas bajo la técnica de PCR, observándose 

amplificación de un fragmento de ADN de 271 pb. (Figura 2). 

 

 

 

 

 

Figura 1. Caracterización de cepas de Aeromonas spp. Bacilos Gram 

negativos vistos al microscopio tras ser teñidos con la tinción de Gram. 
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Figura 2. Identificación molecular de Aeromonas spp. por Reacción en Cadena 

de la polimerasa (PCR) a través de la amplificación del gen ARNr 16S.  Se 

observa un amplicones de tamaño 271pb. Carril 1 y 10: marcador de peso 

molecular (MPM); Carril 2: control positivo (CP) A. salmonicida ATCC® 

33658; Carril 3: control negativo (CN) E. coli ATCC® 29473; Carril 4-9: 

muestras analizadas (M1 – M6). 

7.2. Análisis GC de componentes de aceites esenciales. 

 

La composición química de los aceites esenciales de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) fue determinada por el estudio de Cromatografía de gases 

acoplada a espectrometría de masas. El nombre de los compuestos 

identificados, así como su tiempo-o de retención y su porcentaje en la 

muestra son listados en las tablas N° 1, 2 y 3. Cabe mencionar que, 

individualmente, se identificaron 43 compuestos en la composición química 

del AE de muña, 21 compuestos en el AE de molle y 34 compuestos en el 

AE de limón sutil. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9   10 

MPM CP CN M1 M2 M3 M4 M5 M6 MPM 
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 Tabla 1. Composición total del aceite esencial de 

Minthostachys mollis “Muña”. Se describen entre sus 

principales constituyentes: Isomentona, Pulegona y Acetato de 

carvacrol. tR: Tiempo de retención. 

Nombre del compuesto (NIST08.L) tR(min) Porcentaje en la muestra 

Isomentona 20.49 25.75 

Pulegona 22.96 19.6 

Acetato de carvacrol 26.26 9.12 

o-Cimeno 16.19 5.37 

Carvacrol 24.41 4.79 

trans-Dihidrocarvona 21.68 3.36 

Carvona 23.05 3.25 

Acetato de 3,7-dimetil-2,6-Octadien-1-ol 
 

26.46 

 

3.06 

Óxido de cariofileno 32.6 2.88 

Piperitenona 25.78 2.1 

Acetato de Timol 25.69 2.03 

Timol 24.12 1.86 

β-Linalool 18.44 1.49 

Piperitona 23.36 1.47 

Isopulegona 21 1.44 

Desconocido (C10H16O2) 22.29 1.39 

D-Limoneno 16.34 1.37 

p-Mentan-3-ona 20.71 1.34 

Spatulenol 32.37 1.34 

Desconocido (C10H14O2) 26.06 0.59 

β-Pineno 14.74 0.47 

α-Citral 23.52 0.45 

β-Cariofileno 28.06 0.45 

Desconocido (C10H16O) 21.89 0.42 

α-Terpineol 21.57 0.39 



34  

 

Desconocido (C13H18O3) 24.25 0.38 

Humuleno-1,2-epóxido 33.38 0.37 

3-Octanol 15.1 0.35 

β-Bisaboleno 30.12 0.33 

Óxido de piperitona 23.3 0.31 

β-Mirceno 14.88 0.3 

Terpinen-4-ol 21.16 0.23 

α-Pineno 13.26 0.22 

α-Copaeno 26.8 0.22 

Desconocido (C15H24) 27.07 0.22 

Desconocido (C15H24) 28.56 0.22 

β-Citral 22.75 0.2 

α-Tuyeno 12.95 0.19 

β-Cadineno 30.51 0.19 

Desconocido (C10H20O2) 18.91 0.17 

α-Cariofileno 29.01 0.14 

Sabineno 14.51 0.1 

Mentofurano 20.64 0.08 

β-Pineno 14.74 0.47 

α-Citral 23.52 0.45 

β-Cariofileno 28.06 0.45 

Desconocido (C10H16O) 21.89 0.42 

α-Terpineol 21.57 0.39 

Desconocido (C13H18O3) 24.25 0.38 

tR: Tiempo de retención 
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Tabla 2. Composición total del aceite esencial de Shinus molle 

“Molle”. Se describen entre sus principales constituyentes: β-

Mirceno, α- Felandreno y D-Limoneno. 

Nombre del compuesto (NIST08.L) tR(min) Porcentaje en la muestra 

β-Mirceno 16.54 28.3 

α-Felandreno 17.7 19.77 

D-Limoneno 19.08 12.45 

β-Cimeno 18.76 10.55 

α-Pineno 13.62 8.4 

β-Felandreno 19.23 8.38 

β-Pineno 16.07 7.08 

β-Cariofileno 44.51 1.01 

Camfeno 14.53 0.98 

α-Gurjuneno 43.74 0.5 

Metil éster del ácido octanoico 24.89 0.35 

Sabineno 15.67 0.32 

α-Tuyeno 13.09 0.31 

Desconocido (C10H18O2) 38.37 0.27 

Isomentona 27.39 0.25 

β-Elemeno 42.61 0.25 

Desconocido (C10H16O) 30.61 0.2 

α-Terpineno 18.24 0.18 

Pulegona 32.98 0.17 

γ-Terpineno 20.79 0.14 

Copaeno 41.86 0.14 

tR: Tiempo de retención 
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Tabla 3. Composición total del aceite esencial de Citrus 

aurantifolia “limón sutil”. Se describen entre sus principales 

constituyentes: D-Limoneno y γ-Terpineno. 

 

Nombre del compuesto (NIST08.L) tR(min) % en la muestra 

D-Limoneno 16.39 41.81 

γ-Terpineno 17.25 9.81 

α-Terpineol 21.58 7.35 

Terpinoleno 18.13 6.98 

β-Cimeno 16.19 6 

β-Pineno 14.75 5.42 

Isocineol 15.85 2.22 

Eucaliptol 16.51 1.77 

α-Terpineno 15.93 1.76 

β-Bisaboleno 31.44 1.7 

α-Pineno 13.26 1.49 

γ-Terpineol 21.69 1.33 

1-Terpinenol 19.7 1.17 

β-Mirceno 14.89 1.1 

α-Bergamoteno 28.81 1.08 

4-Terpineol 21.16 1.07 

Desconocido (C15H24) 31.1 1.05 

β-Cariofileno 28.65 0.79 

Fenchol 19.28 0.74 

β-Terpineol 20.14 0.7 

β-cis-Ocimeno 16.72 0.67 



37  

Camfeno 13.85 0.48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

tR: Tiempo de retención 

trans-Borneol 20.96 0.46 

Terpinen-4-ol 21.27 0.45 

Pseudolimoneno 16.47 0.42 

p-Cimeneno 18.27 0.33 

Desconocido (C10H18O) 14.38 0.29 

Cadineno 30.85 0.29 

Sabineno 14.51 0.26 

α-Felandreno 15.6 0.23 

Desconocido (C10H18O) 20.71 0.23 

α-Fencheno 13.77 0.19 

β-Linalool 18.43 0.19 

Citral 23.53 0.17 
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7.3.Evaluación In vitro del efecto antimicrobiano de aceites esenciales 

7.3.1. Método de difusión en pozo de agar 

 

A través del método de difusión en pozo de agar se determinó 

cualitativamente el efecto antibacteriano de los aceites de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) frente a las cepas de Aeromonas spp. Los datos obtenidos 

fueron agrupados en tres categorías según el porcentaje de concentración de 

cada aceite esencial con el fin de evaluar si los grupos presentaban diferencia 

significativa entre sí.  

Primero se aplicó el test de normalidad a cada grupo, mediante la 

prueba de Shapiro Wilk (Tabla 4). Planteando la hipótesis nula que los 

grupos de tratamiento 5, 10, 15% presentaron datos con distribución 

normal, con un valor de probabilidad (p-valor) menor a 0.05. Determinando 

que los grupos de tratamiento (TC) 5% molle y TC 15% muña, molle y 

limón, sí seguían una distribución no normal, mientras que el grupo 

tratamiento TC 10% muña, molle y limón Y TC 5% muña y limón seguía 

una distribución normal. 
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Tabla 4. Análisis de normalidad de los halos de inhibición obtenidos tras la 

prueba de difusión en pozo de los aceites esenciales de muña (Minthostachys 

mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus aurantifolia) según grupo 

tratamiento: 5, 10, 15 % v/v frente a las cepas de Aeromonas spp. a las 24 

horas, según la prueba Shapiro Wilk. 

AE: Aceite Esencial. TC05C: tratamiento 5%, TC10C: tratamiento 

10%, TC15C: tratamiento 15%. Desv. Est: Desviación estándar. 

 
 

Tras la prueba de normalidad, se desarrollaron pruebas paramétricas 

y no paramétricas para el respectivo análisis de diferencia entre las medias 

de cada grupo tratamiento. Para los grupos tratamiento 5% (TC05C) y 15% 

(TC15C) se realizó la prueba de Kruskall Wallis, mientras que para el grupo 

tratamiento 10% (TC10C), se realizó el análisis de varianza (ANOVA) de 

una vía con test de Bonferroni. Resultando que entre cada grupo tratamiento 

sí existía diferencia significativa, por lo cual se procedió a la evaluación de 

las medias de cada grupo tratamiento para seleccionar el mejor tratamiento. 

Luego de confirmar que las medias de los halos de inhibición 

obtenidos eran significativamente diferentes entre sí, se procedió a la 

selección del aceite esencial con mayor efecto antibacteriano según la 

concentración evaluada para la realización del siguiente ensayo 

(Concentración mínima inhibitoria). En este caso se eligió el aceite esencial 

GRUPO AE Muña AE Molle AE Limón 

TC05C 0.09 0.02 0.09 

TC10C 0.99 0.91 0.27 

TC15C 0.03 0.03 0.01 
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de muña, por presentar las medias más elevadas respecto a los otros dos 

aceites esenciales, tal como se observa en la Tabla 5. 

 
 

Tabla 5. Efecto antibacteriano de los aceites esenciales de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) al 5, 10 y 15% v/v frente a las cepas de Aeromonas spp. a las 24 

horas. Se observan la media del diámetro de los halos de inhibición (en 

milímetros) tras la prueba de difusión en pozo. 

Aceite 

 

esencial 

5% 10% 15% 

Media Desv. Est Media Desv. Est Media Desv. Est 

Muña 12.931 0.946 14.765 0.718 16.466 0.840 

Molle 9.245 0.856 10.559 0.827 11.593 0.856 

Limón 10.608 0.750 11.819 0.729 13.093 0.893 

Desv. Est: Desviación Estándar. 

 

Por otro lado, la selección de la concentración con mejor actividad 

antibacteriana, según los resultados del método de difusión en pozo, se 

realizó categorizando la actividad antibacteriana en tres rangos según el 

diámetro del halo de inhibición producido por cada AE, en base a los 

criterios de interpretación descritos por Bansemir et al. (2006). Encontrando 

que, el AE de muña presentó actividad moderada (8 a 15 mm) en las 

concentraciones de 5 y 10% mientras que, bajo la concentración de 15% 

se observó actividad fuerte con diámetros de inhibición mayor a 15 mm. 

A su vez, los resultados de la prueba de difusión para los AE de 
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molle y limón en sus concentraciones de 5, 10, y 15% fueron clasificados 

dentro del rango de actividad moderada, obteniendo halos de inhibición 

comprendidos entre 8 a 15 mm de diámetro. 

 

7.3.2. Método de microdilución en caldo 

 

Tras la evaluación del efecto antibacteriano de los AE de muña, 

molle y limón, según el método de difusión en pozo, se determinó que 

únicamente el AE de muña presentaba efecto antibacteriano fuerte (16.466 

+0.840) frente a las cepas de Aeromonas spp. a una concentración de 15% 

v/v. 

Estos resultados fueron empleados como punto de partida para el 

estudio de microdilución en caldo, para lo cual, se realizó un ensayo previo 

de microdilución en caldo empleando AE de muña al 5 y 10 % v/v a fin de 

evidenciar efecto antibacteriano frente a la cepa tipo A. salmonicida subsp 

salmonicida ATCC 33658. El ensayó reveló que a ambas concentraciones 

existía actividad inhibitoria, por lo cual se optó por evaluar la menor 

concentración (5% v/v) a fin de hacer más eficiente su uso. 

Las 34 cepas de Aeromonas spp. en estudio mostraron diferentes 

niveles de susceptibilidad frente al aceite esencial de muña, a través del 

método de microdilución en caldo. Los valores de Concentración mínima 

inhibitoria (CMI) oscilaron entre concentraciones de 0.625 y 0.156% v/v 

(Tabla 6). 
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Tabla 6. Concentración Mínima Inhibitoria del aceite esencial de muña 

(Minthostachys mollis) frente a las cepas de Aeromonas spp. 

 

AE 

 

N 

CMI % 

(v/v) 

5.00 2.50 1.250 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.020 0.010 0.005 

MUÑA 34    18 4 12      

CMI: Concentración mínima inhibitoria, AE: Aceite esencial, N: número 

de cepas 

 

Así mismo, se demostró que el aceite esencial de muña sí tiene 

actividad bactericida frente a las cepas de Aeromonas spp. El 47% de las 

cepas en estudio presentaron una concentración minina bactericida a 

0.625% v/v, mientras que, sólo el 15% de las cepas presenta susceptibilidad 

bactericida a una menor concentración (0.156% v/v). (Tabla 7) 

 

Tabla 7. Concentración Mínima Bactericida del aceite esencial de muña 

(Minthostachys mollis) frente a las cepas de Aeromonas spp. 

 

AE 

 

N 

CMB % (v/v) 

5.00 2.50 1.250 0.625 0.313 0.156 0.078 0.039 0.020 0.010 0.005 

MUÑA 34    16 13 5      

CMB: Concentración mínima bactericida, AE: Aceite esencial, N: número 

de cepas 
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VIII. DISCUSIÓN 

Las bacterias del género Aeromonas conforman un grupo de 

patógenos frecuentes en el cultivo de trucha arcoíris, que acompañadas de 

un uso inadecuado de antibióticos predisponen a la aparición de resistencia 

bacteriana a los antimicrobianos, generando un gran riesgo tanto en el 

campo acuícola como en la salud pública (Lim et al., 2013). En los últimos 

años, los crecientes niveles de resistencia antimicrobiana por parte de 

Aeromonas spp, tanto patógenas como oportunistas, representan una real 

preocupación ya que, los determinantes de la resistencia a antibióticos 

pueden transmitirse a patógenos humanos a través del medio acuático o al 

tratarse de patógenos zoonóticos, potencialmente se reducirían las opciones 

terapéuticas para enfermedades humanas y animales (Piotrowska et al., 

2014). Autores como, Skwor et al., (2019) afirman que la creciente 

resistencia a los antibióticos junto con la falta de desarrollo de nuevos 

antibióticos daría paso a una crisis de salud global.  

Aeromonas salmonicida, patógeno importante de salmónidos, 

regularmente es combatido con terapia antibiótica, sin embargo, ya se han 

reportado brotes de furunculosis con aislamientos resistentes a uno o más 

tratamientos con antibióticos convencionales (ácido oxolínico, 

oxitetraciclina, sulfonamida, amoxicilina y florfenicol). Por lo cual, surge 

el interés en desarrollar alternativas al uso de antibióticos, particularmente 

sustancias antimicrobianas naturales y potenciadores inmunitarios 

(Menanteau-Ledouble et al.,2017).  
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Las plantas medicinales han sido utilizadas en el tratamiento de 

diversas enfermedades ancestralmente, notándose mayor atención a su uso 

frente a infecciones difíciles (Tasdelen et al., 2009). Las sustancias 

derivadas de plantas además de la acción antimicrobiana directa presentan 

otros efectos benéficos a nivel del rendimiento animal, mejora de la 

palatabilidad y conservación del alimento, por su acción antioxidante 

(Menanteau-Ledouble et al.,2017). Notándose que, en las dos últimas 

décadas se ha venido investigando el uso de AE frente a patógenos que 

afectan a peces (Hayatgheib et al., 2020).  

Desde este enfoque, la presente investigación tuvo como objetivo 

evaluar la actividad antibacteriana de tres aceites esenciales, de muña 

(Minthostachys mollis), molle (Shinus molle) y limón sutil (Citrus 

aurantifolia) frente a cepas patogénicas de Aeromonas spp. Para ello, 

inicialmente se realizó el análisis de Cromatografía de gases acoplada a 

espectrometría de masas (GC-MS) con el fin de conocer la composición 

química de los aceites esenciales en estudio (García et al., 2010). 

La técnica GC-MS combina el alto poder de resolución de la 

cromatografía de gases para separar moléculas relacionadas estrechamente 

y la capacidad de la espectrometría de masas para proporcionar datos 

precisos para la identificación y cuantificación de los componentes presentes 

en cada aceite esencial (Honour, 2006). 

Los principales componentes encontrados en el AE de muña en 

estudio coinciden con los encontrados en Ecuador por Malagón et al. 
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(2003), específicamente pulegona y carvacrol, excepto que el principal 

componente es mentona, en lugar de la isomentona. A su vez, Fuertes et al. 

(2001), si bien determinaron a pulegona y   mentona como componente 

mayoritario del AE de muña procedente de tres regiones peruanas, no 

identificaron al Carvacol como un componente principal. De la misma 

forma, en Venezuela Mora et al. (2009) determinaron que el componente 

primario del AE de muña fue la pulegona y en segundo lugar mentona. A su 

vez, en Junín – Perú, Cano et al. (2008), identificaron pulegona y mentona 

dentro de los principales componentes del AE de muña. En este contexto, 

Fournet et al. (1996) mencionan que los compuestos mentona, isomentona 

y pulegona, generalmente están presentes en el aceite de Minthostachys 

andina, aunque en diferentes proporciones. En contraste, Torrenegra et al. 

(2016) en su estudio realizado en Colombia, establecieron como compuesto 

primario del AE de muña el carvacrol con un porcentaje de abundancia 

relativa de 21.24 %. 

Para el caso del AE de molle, sus principales componentes guardan 

similitud con los descrito por otros autores en estudios previos. Martins et 

al. (2014), encontraron β-mirceno, D-limoneno, α-felandreno como los 

principales constituyentes del AE de molle procedente de Portugal. En 

Túnez, también se han identificado entre los componentes del AE de molle 

β-Mirceno, α-Felandreno y D-Limoneno, no obstante, se evidenció su 

variación en porcentaje de la muestra según la temporada de cosecha (Hosni, 

et al., 2011). En Turquía, si bien Deveci et al. (2010) identificaron α-

felandreno (6.94%), limoneno (2.98%) y mirceno (0.47%) estos no 
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correspondían a los componentes principales del AE de molle. Cabe 

mencionar que en el estudio de la composición química del AE de molle, la 

presencia de los monoterpenos es muy variable (De Mendoça et al., 2012) 

tal es el caso de Do Prado et al. (2018), quienes identificaron como uno de 

los componentes dominantes del AE de molle procedente de Brasil al 

monoterpeno β-mirceno, sin embargo, no reportaron la presencia de α-

Felandreno o D-Limoneno. 

La tercera sustancia en estudio fue el AE de limón, cuyo principal 

componente también ha sido encontrado por diferentes investigadores, 

quienes catalogaron al D-Limoneno como el monoterpeno más abundante 

en el AE de C. aurantifolia, seguido del γ-Terpineno (Gamarra et al., 2009; 

Asnaashari et al., 2010; Baba et al., 2016; Lemes et al., 2018; Adokoh et 

al., 2019). El D-Limoneno es uno de los compuestos que contribuyen al alto 

aroma del aceite esencial de limón y su proporción en la composición de la 

muestra es equivalente al grado de madurez de la fruta (Gamarra et al., 

2009). Con respecto al α-Terpineol, Spadaro et al. (2012) mencionan que su 

presencia en la muestra varía según el procedimiento de extracción, 

encontrándose generalmente en AE procesados industrialmente, como es el 

caso del AE de limón en estudio. 

La disponibilidad de estos compuestos se ve directamente afectada 

por factores como las condiciones climáticas, estacionales y geográficas del 

lugar de cultivo (Condò et al., 2018), edad (Torrenegra et al., 2016) género 

y especie de las plantas (Baptiste et al., 2020), período y hora de cosecha 

(Fournet et al., 1996) así como la técnica de extracción y conservación de 
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los aceites esenciales (Pellegrini et al., 2014).  

Con respecto al estudio de la susceptibilidad antimicrobiana de los 

aceites esenciales de plantas, la literatura refiere una gran variedad de 

técnicas (Valgas et al., 2007; Das et al., 2010; Prabuseenivasan et al., 2016), 

los cuales están basados en métodos estándar aprobados por organizaciones 

como el Comité Nacional de Ciencias de Laboratorio Clínico (NCCCLS, 

por sus siglas en inglés) y el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad 

Antimicrobiana (EUCAST, por sus siglas en inglés) (Das et al., 2010). Estas 

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se clasifican ampliamente en 

métodos de difusión y dilución (Das et al., 2010). Particularmente los 

métodos de difusión incluyen la técnica de difusión en disco y la difusión 

en pozo. 

En la presente investigación primero se realizó la evaluación del 

espectro de actividad antimicrobiana mediante el ensayo cualitativo de 

difusión en pozo de agar y posteriormente, se evaluó su efecto con más 

detalle mediante la prueba de dilución en caldo, ensayo cuantitativo que 

permitió determinar la Concentración mínima inhibitoria y la 

Concentración mínima bactericida. Al respecto, la presente investigación es 

la primera en aplicar las pruebas de difusión y dilución para la evaluación 

de la susceptibilidad de Aeromonas spp. frente a los aceites esenciales de 

muña, molle y limón en Perú. 

La elección de la variante de difusión de pozo en agar, del método de 

difusión, se realizó en base al criterio de Rojas et al (2005), quienes 
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determinaron que la difusión en pozo de agar presentó mayor sensibilidad 

en comparación con el método Kirby-Bauer en la determinación de 

actividad antimicrobiana en plantas medicinales. (Rojas et al., 2005). 

En base a ello, estudios previos han demostrado, mediante la prueba 

de difusión en pozo, que Aeromonas spp fueron sensibles a diferentes 

aceites esenciales de plantas. Hossain et al. (2017) demostraron, mediante 

la prueba de difusión en pozo, que las cepas de A. hydrophila y A. dhakensis 

sí presentaban susceptibilidad antimicrobiana frente al AE de lavanda a 

concentraciones de 5 hasta 50 % v/v, notando halos de inhibición entre 7 a 

25 mm. Tales resultados guardan relación con lo obtenido tras la prueba de 

difusión en pozo, donde se demostró que las cepas de A. salmonicida fueron 

susceptibles a los AE de muña, molle y limón a 5, 10 y 15% v/v. 

En tal sentido, si bien todos los AE en estudio tuvieron actividad 

inhibitoria aceptable en comparación con similares estudios en otras 

especies de Aeromonas, la concentración 5% v/v resultó en los rangos de 

inhibición más bajos respecto a las concentraciones 10 y 15% v/v. En 

especial el AE de molle 5% v/v, que obtuvo una media equivalente a una 

actividad moderada según el criterio de clasificación de Bansemir et al. 

(2006). 

De la misma forma Condò et al. (2018), evidenciaron que el AE de 

comino y anís verde generaron una actividad mínima frente a cepas de A. 

hydrophila, mientras que el AE de canela mostró una actividad 

significativa contra A. hydrophila, con halos de inhibición de 18 mm. Valor 
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que corresponde a una actividad de inhibición fuerte (Bansemir et al., 2006), 

y que a su vez es muy aproximado a la media de los resultados obtenidos con 

el AE de muña al 15% v/v. 

Con respecto a la actividad antimicrobiana del aceite esencial de 

limón frente a las cepas de A. salmonicida, se observó un efecto 

antibacteriano moderado similar a los resultados del estudio de Öntaş et al. 

(2016), quienes reportaron halos de inhibición de 12.33 ± 0.33 a 17 ± 0.57 

mm, enfrentando cepas de A. hydrophila contra al AE de cáscara de limón 

al 5 y 10% en Turquía, bajo el método de difusión. De igual forma, los AE 

de Citrus auarantium y C. limon expresaron halos de inhibición de 12 ± 1.00 

y 12.33 ± 0.58 mm de diámetro, respectivamente, sobre A. salmonicida 

(Klūga et al. 2021). 

En suma, los resultados del ensayo de difusión en pozo demuestran 

que los AE de muña, molle y limón reducen, en diferente grado, la 

proliferación de cepas de Aeromonas spp., evidenciando así una potencial 

alternativa frente al uso de antibióticos tradicionales. Es preciso decir que, si 

bien autores como Hayatgheib et al. (2020) han determinado el efecto 

antibacteriano de AE de canela, orégano y clavo contra cepas de A. 

salmonicida, la actividad antibacteriana In vitro de los aceites esenciales de 

muña y molle frente a cepas patogénicas de Aeromonas spp. aún no había 

sido reportada. 

Otra de las clasificaciones de las pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana es el método de dilución, categoría en la cual se agrupan las 
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técnicas de dilución en agar, microdilución en caldo y macrodilución en 

caldo (Das et al., 2010). Los métodos de dilución permiten medir 

cuantitativamente la actividad antimicrobiana In vitro, definiendo la 

concentración más baja del agente antimicrobiano analizado capaz de inhibir 

el crecimiento visible del microorganismo analizado (CMI) (Balouri et al., 

2016). 

En el presente estudio se optó por realizar el ensayo de microdilución 

en caldo ya que, frente a los otros dos métodos antes mencionados, tiene 

como principales ventajas la miniaturización de la prueba, 

reproductibilidad, requerimiento de menor espacio y materiales en los 

ensayos (Balouri et al., 2016). El método de microdilución se realizó 

siguiendo las pautas del CLSI, a fin de desarrollar un ensayo con enfoque 

estandarizado (Balouri et al., 2016). 

Para la lectura de la prueba de microdilución se siguió la metodología 

descrita por Eloff et al. (1998); la cual consiste en que a través de las sales 

de tetrazolio se indica el crecimiento bacteriano. Ello se explica ya que la 

solución incolora actúa como aceptor de electrones, reduciéndose a un 

producto coloreado en presencia de microorganismos o permaneciendo 

incoloro en su defecto (Eloff et al., 1998). Este tipo de métodos 

colorimétricos optimizan la valoración de crecimiento en los pozos, 

facilitando la lectura de las pruebas de microdilución (Balouri et al., 2016). 

Según los resultados obtenidos, se demostró actividad bacteriostática 

y bactericida del aceite esencial de muña frente a las 34 cepas de Aeromonas 
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spp., detectándose cepas bacterianas con CMI y CMB ≤ 0.156% v/v. Similar 

a nuestro trabajo, Hayatgheib et al. (2020) encontraron una fuerte actividad 

de los AE de canela, orégano y clavo contra A. salmonicida, mientras que, 

Majolo et al. (2016), demostraron la actividad bactericida y bacteriostática 

de los AE de Lippia alba, L. origanoides y L. sidoides inhibiendo el 

crecimiento de A. hydrophila. 

Si bien las 34 cepas de Aeromonas spp. en estudio mostraron 

susceptibilidad frente al aceite esencial de muña, a través del método de 

microdilución en caldo; los valores de Concentración mínima inhibitoria 

(CMI) oscilaron entre concentraciones de 0.625 y 0.156% v/v. Encontrando 

que, el 53% de las cepas presentó una CMI de 0.625 % v/v, mientras que el 

35% mostró efecto inhibitorio a 0.156% v/v. Cabe mencionar que la menor 

CMI registrada correspondía a cepas procedentes de Junín y Cajamarca. 

Por otro lado, los resultados de la Concentración mínima bactericida 

(CMB), evidenciaron que el 47% de las cepas presentaron una CMB de 

0.625 % v/v, mientras que el 38% tuvo efecto inhibitorio a 0.313% v/v. 

detallándose que, la menor CMB registrada, 0.156% v/v, correspondía a 

cepas procedentes de Junín. 

En un estudio similar, Hossain et al. (2017) determinaron, mediante 

la prueba de microdilución en caldo, que las cepas de A. hydrophila y A. 

dhakensis frente al AE de lavanda presentaban una CMI 0.5 a 1% v/v, 

mientras que la CMB osciló entre 0.5 - 2 % v/v. Carhuapoma et al. (2009) 

determinaron la concentración mínima inhibitoria (CMI) y la concentración 
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mínima bactericida (CMB) del AE de muña frente a H. pylori, resultando 

en 2 μg/mL. Los autores atribuyen la actividad antibacteriana del aceite a la 

alta presencia de fenoles en el AE de muña (Carhuapoma et al., 2009). Al 

respecto, autores como Cano et al. (2008) sugieren que la presencia de 

monoterpenos como pulegona, mentona, limoneno y mirceno en el AE de 

las plantas son los responsables de la actividad antimicrobiana, 

específicamente contra hongos (Cano et al. 2008). 

Como se mencionó anteriormente, el AE de muña en estudio, estuvo 

conformado principalmente por las cetonas isomentona y pulegona, y por el 

fenol carvacrol. La isomentona es una forma enantiómera del mentona (Jung 

et al., 2012), mientras que la pulegona es un precursor de la mentona (Aviv 

et al.,1978); utilizados como fragancias y saborizante en la industria de 

cosméticos, fármacos y alimentos (Jung et al., 2012). Mora et al., 2009 

sugieren que trans-mentona y pulegona desempeñen un papel importante en 

la actividad antibacteriana del AE de M. mollis, que mostraron el mismo 

tipo de propiedades inhibidoras contra las bacterias de prueba. Al respecto, 

Jung et al. (2012) informaron que entre los mecanismos de acción de la 

isomentona se menciona que esta cetona exhibe actividad captadora de 

radicales libres. 

Por otro lado, el carvacrol es un monoterpeno, utilizado también como 

aromatizante, con propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias, 

antioxidantes, antitumorales, antihepatotóxico, antiparasitarias e 

insecticidas (Nostro et al., 2012). Particularmente el carvacrol, se ha 

estudiado extensamente por sus efectos antimicrobianos. Las CIM 
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informadas para carvacrol incluyen 13,3 a 20 mM (0,2 a 0,3%), 250 a 500 g 

/ ml (0,025 a 0,05%), 0,25 a 1,0 g / l (0,02 a 0,1%) y 0,4 a 0,8% para 

diversos patógenos. (Thormar, 2011). Diferentes autores mencionan que el 

carvacrol influye en la membrana celular alterando la composición de 

ácidos grasos, afectando la fluidez y permeabilidad de la membrana e 

induciendo a la pérdida de la capacidad de generar ATP de las células 

bacterianas, así mismo podría actuar como intercambiador de protones, 

reduciendo el gradiente de pH a lo largo de la membrana. (Tariq et al., 2019; 

Thormar, 2011; Torrenegra et al., 2016). 

La literatura refiere que la presencia de fenoles, como el carvacrol, en 

los aceites esenciales provee de mayor actividad antibacteriana frente a 

aceites esenciales que contienen cetonas, ya que muestran actividad aún más 

débil (Tariq et al., 2019). En ese contexto, se podría considerar que la 

presencia de carvacrol sería uno de los responsables de la fuerte actividad 

antibacteriana del aceite esencial de muña frente a las cepas patogénicas de 

Aeromonas spp. Sin embargo, bajo este criterio no se puede dejar de atribuir 

la actividad antibacteriana del AE de muña al isomentona y pulegona, los 

otros dos componentes principales del AE (Ginovyan et al., 2017).  

La importancia del presente estudio radica en la identificación de 

productos naturales biodisponibles en la región, en este caso aceites 

esenciales, que puedan ser empleados como potenciales agentes 

antibacterianos contra uno de los géneros bacterianos más frecuentes en el 

cultivo de trucha arcoíris. Sin embargo, la información obtenida debe ser 

complementada con estudios In Vivo para la evaluación de los efectos del 
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uso del aceite esencial en los organismos acuáticos. En este contexto, la 

información obtenida permite valorizar desde otra perspectiva los recursos 

nativos del país, dando una posible alternativa ante la presencia de 

patógenos con resistencia antimicrobiana.  

Si bien el estudio se desarrolló realizó In Vitro, una de las limitantes 

encontradas fue la reproducibilidad de estas pruebas empleadas (difusión y 

dilución), porque están sujetas a las variaciones que van desde la 

experiencia, adiestramiento e interpretación del personal ejecutor del 

manejo en laboratorio, así como la procedencia y condiciones de 

conservación de cada uno de los materiales empleados durante la ejecución 

de las diferentes pruebas de laboratorio. No obstante, esto se pudo superar 

realizando el estudio por triplicado. El realizar tanto las pruebas de difusión 

como de dilución permitió obtener resultados más precisos, realizando un 

screening para selección del aceite con mayor efecto antibacteriano, y 

obteniendo resultados sobre efecto bacteriostático y bactericida con las 

pruebas de dilución. 

De los resultados obtenidos, se puede concluir que los tres aceites 

esenciales evaluados presentan una potencial actividad antibacteriana         y que 

el AE de muña tiene efecto bactericida frente a las cepas patogénicas de 

Aeromonas spp.  
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IX. CONCLUSIONES 

 

• Los aceites esenciales de muña (Minthostachys mollis), molle 

(Shinus molle) y limón sutil (Citrus aurantifolia) muestran 

diferente composición química que varían en cantidad y orden de 

importancia. 

 

• El aceite esencial de muña presentó mayor actividad 

antimicrobiana In vitro, que los aceites esenciales de molle y 

limón, frente a la totalidad de aislados patogénicos de Aeromonas 

spp evaluadas. 

 

• Mediante la técnica de microdilución en caldo, se determinó que 

los 34 aislados de Aeromonas spp. procedentes de truchas arcoíris 

(Oncorhynchus mykiss) cultivadas en el Perú presentan 

susceptibilidad tanto bacteriostática como bactericida frente al 

aceite esencial de muña. 

 

 

 

 

 



56  

X. RECOMENDACIONES 

 

 

• Para el estudio de los aceites esenciales como alternativa al uso 

de antimicrobianos, sería conveniente estandarizar los métodos 

de estudio In Vitro, para que la información generada por las 

investigaciones pueda ser comparada e interpretada bajo los 

mismos criterios. 

• A fin de obtener más detalle respecto a la susceptibilidad de las 

cepas evaluadas, se recomienda realizar la identificación 

molecular por especies bacterianas del género Aeromonas spp. 

 

• Los resultados obtenidos In vitro requieren ser analizados In vivo 

a fin de establecer el margen de seguridad, efectos secundarios y 

determinar su efectividad en peces afectados con cepas 

patogénicas de Aeromonas spp. 
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