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RESUMEN

Se expresa una investigacion experimental in vitro para analizar la
actividad antibacteriana del aceite de Eucalyptus globulus L. contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, a través del método
de Kirby-Bauer. Se prepar6 aceite esencial de la planta. Se
demostro que la actividad antibacteriana de las concentraciones de
100% de aceite esencial formaron zonas de inhibicion de
9,30+0,48mm, superiores a las concentraciones de 75% que
arrojaron 7,8 £0,13 mm; mientras que, la concentracion de 50 y 25%
demostré6 un didmetro de inhibicion de 6mm en ambas
concentraciones. El andlisis de varianza determiné que existen
diferencias significativas (p=0,000) entre los efectos antibacterianos
de las concentraciones del aceite esencial al comparar estos
efectos con el efecto estandar del Nitrofurantoina, se observo que
el farmaco tiene mayor efecto antimicrobiano que las
concentraciones de aceite. Se concluye que los aceites esenciales
de Eucalyptus globulus L tienen diferentes efectos antibacterianos
contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina, siendo la
concentracion de 100% que presenta mayor actividad

antibacteriana.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Staphylococcus aureus

resistente a meticilina, Eucalyptus globulus L.
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ABSTRACT

An in vitro experimental investigation is expressed to analyze the
antibacterial activity of Eucalyptus globulus L. oil against methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, through the Kirby-Bauer method.
Essential oil of the plant was prepared. It was demonstrated that the
antibacterial activity of 100% concentrations of essential oil formed
inhibition zones of 9.30 *= 0.48 mm, higher than the 75%
concentrations that showed 7.8 £ 0.13 mm, while the concentration
of 50 and 25% demonstrated an inhibition diameter of 6mm in both
concentrations. The analysis of variance determined that there are
significant differences (p=0.000) between the antibacterial effects of
the essential oil concentrations. When comparing these effects with
the standard effect of Nitrofurantoin, it was observed that the drug
has a greater antimicrobial effect than the oil concentrations. It is
concluded that the essential oils of Eucalyptus globulus L have
different  antibacterial effects against  methicillin-resistant
Staphylococcus aureus, with the 100% concentration having the
greatest activity antibacterial.

Keywords: Antibacterial activity, Methicillin-resistant

Staphylococcusaureus, Eucalyptus globulus L.
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INTRODUCCION

Un problema creciente mundial de salud puablica ha sido la resistencia
bacteriana debido a multiples procesos de mutaciones dadas en el mundo de
las bacterias. Estos procesos dados son respuesta a diferentes elementos tales
por ejemplo el indiscriminado empleo de antibiéticos y farmacos, empleo de
inmuno supresores, la sobresaturacion del primer nivel de atencion. Estos
elementos interfieren, ademas, al incremento de enfermedades
infectocontagiosas quienes son los culpables de un 70% de fallecimientos
tempranos en paises de tercer mundo y abarcan el tercer lugar de causa de

muerte temprana a nivel mundial. (1,2

Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos bacterianos que
desarrollan patogenias altamente mortales a nivel mundial. Las infecciones
ocasionadas por organismos de sthphylococus, puede llevar a una variedad de
enfermedades, incluso la neumonia, obsesos, osteomielitis, artritis y un namero
de infecciones en la piel, también esta relacionado a patologias que tiene
relacion con algunas toxinas, incluyendo el sindrome de shock toxico,

intoxicaciones alimentarias y enfermedad de piel escaldada. (3

S. aureus es un microorganismo considerablemente importante a causa de su
actuacion en muchas enfermedades, esto involucrado debido a la accion de los
diferentes agentes de patogenicidad y virulencia, cifrados por los distintos
genes que se expresan en el transcurso de su ciclo vital. Se sabe que esta
bacteria tiene un dificil tratamiento y tiene la capacidad de invadir y colonizar
en el huésped sus células, esto debido a su fisiopatogenia, donde encontramos
resistencia sistematica como la creacion de una capa de bacterias adheridas a
la superficie, que forman una matriz extracelular compuesta en principio por
proteinas poli, en la actualidad nombrados conocidos como &cidos nucleétidos
y sacaridos. La creacion de la matriz ocasiona que la interrelacién de los
antimicrobianos sobre las bacterias no actué de forma correcta ocasionando

falencias en las terapias. (3,4)

A consecuencia de la concentracion dramatica de microorganismos que



generan resistencia a diferentes antibioticos, en la actualidad se permite el fallo
de los antimicrobianos. Podemos encontrar en las plantas infinidad de fuentes
alternativas de antibacterianos de origen natural con diferentes sistemas de
actividad, en la medicina complementaria y tradicional se usa varios de estos,
gran proporcion a lo largo de siglos y se hall6é que a diferencia con una cantidad
de antibidticos poseen acciones competitivas. Una gran alternativa, los
extractos, aceites crudos de elementos vegetales con caracteristicas
terapéuticas que ayudaran a modificar la resistencia y con gran potencial
antimicrobiano gracias a la numerosa diversidad de fitoquimicos secundarios

(alcaloides, taninos, polifenoles, etc.). (s,

Un problema actual es el aumento en la incidencia de enfermedades
infecciosas de la poblacion con desarrollo complicado o de gravedad en
numerosos casos, que pueden ocasionar infecciones localizadas a distancia
(neumonia) o transformarse a una sepsis. La infeccion en la piel por S. aureus
establece en este tiempo una afectacion de salud en la comunidad, por su alta

frecuencia, el tratamiento antibiotico resistente y por sus complejidades. (7)

En tal marco expuesto, se manifestaron algunas cuestiones que se retnen en
el problema siguiente: ¢Presenta actividad antibacteriana los componentes
fitoquimicos foliares del aceite esencial de Eucalyptus globulus L. sobre
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, en estudio in vitro?

La ejecucion de esta investigacion es fundamental porque busca descubrir en
los fitoquimicos foliares de Eucalyptus globulus algunos elementos
antibacterianos que ayude ser una opcién a los antibioticos, a lo que los
microorganismos estan alcanzando resistencia. El estudio de la accidn
antibacteriana lograra descubrir el nivel de accién antibacteriano que poseen
los fitoquimicos foliares.

El proceso in vitro experimental que se utiliza es el adecuado para establecer
el escalon primario que se prosigue para establecer un reciente antibacteriano
como alternativa y/o complemento a los antimicrobianos. Finalizado este

escalon, ya se podra seguir con el nivel secundario que son investigaciones en



animales in vivo con fines experimentales y, luego, continuar a una
investigacion mayor cual consiste aplicar la experimentaciéon en seres

humanos.

Este estudio brindarad referencia y nuevos discernimientos acerca de la
sensibilidad que posee una de los microorganismos que esté involucrado en
infecciones recurrentes, a los fotoquimicos foliares, con lo que tendra beneficio
aquellas poblaciones que eligen y emplean tratamientos con medicina

complementaria y alternativa.

Este estudio se ejecutara acorde a los objetivos siguientes: Objetivo general:
Evaluar in vitro la actividad antibacteriana de los componentes fitoquimicos
foliares del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus L. sobre

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Objetivos especificos: a) Extraer y concentrar el aceite esencial de las hojas
de Eucalyptus globulus L., mediante el método de arrastre con vapor de agua,
al 100%, 75%, 50% y 25%; b) Determinar la susceptibilidad antibacteriana de
S. aureus resistente a meticilina frente a los componentes fitoquimicos del
aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus L., mediante el método de
Kirby-Bauer. c) Valorar la significancia de la actividad de los componentes
fitoquimicos del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus L, a través
del andlisis de varianza; y, d) Establecer las diferencias significativas entre las
actividades antibacterianas de las 4 concentraciones del aceite esencial de las
hojas de Eucalyptus globulus L. y la nitrofurantoina, a través de una prueba

Post-Hoc.

Segun el problema planteado, se tienen dos hipétesis: H1: Los componentes
fitoquimicos foliares del aceite esencial de Eucalyptus globulus L. presentan
actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus resistente a meticilina,
en estudio in vitro; y HO: Los componentes fitoquimicos foliares del aceite
esencial de Eucalyptus globulus L. no presentan actividad antibacteriana sobre

Staphylococcus aureus resistente a meticilina, en estudio in vitro.



Il. MARCO TEORICO
Se encuentran estudios sobre la actividad del eucalipto sobre Staphylococcus
aureus resistente a meticilina. Cmikva et al (Suiza, 2023) El fin de este estudio
fue analizar los compuestos quimicos, accion antibiética e insecticida y su
accion antioxidante del aceite de eucalipto in vitro. La accion antimicrobiana se
determiné a través de dos métodos: difusion en disco y CMI. La mejor actividad
antimicrobiana se mostré contra C. albicans (14,00 + 1,00 mm) y hongos
microscopicos (11 mm - 12,33 £ 0,58 mm). La concentracion inhibitoria minima
mostro los mejores resultados contra C. tropicalis (CMI 50 2.93 pL/mL, CMI 90
3.17 pyL/mL). También se demostrd su actividad antioxidante e insecticida con
resultados positivos, se investigé exhaustivamente y se amplié la informacion
sobre las actividades bioldgicas y los fitoelementos quimicos del aceite de

eucalipto. (g)

Uriol D. y Espinoza M. (Pera, 2021), en su trabajo “Actividad antimicrobiana
de extractos Physalis peruviana L. (aguaymanto) y de hojas de Eucalyptus
globulus L. (eucalipto) contra a S. aureus” tuvo como fin establecer la accién
antimicrobiana in vitro de los extractos en las siguientes concentraciones de
40%, 70% y 100% frente a S. aureus. Se empled el procedimiento de Kirby-
Bauer y se empleé la cepa de S. aureus resistente a oxacilina. El resultado fue
que no se encontré accion antibacteriana del extracto de aguaymanto en
comparacion al extracto de eucalipto al 100% y el control, arrojo un diametro de
16.0 mm, muy parecido al didmetro obtenido por el control positivo (16.3 mm).
El resultado concluye que el eucalipto en concentraciones al 100% presenta

alta efecto antimicrobiano contra S. aureus. (g)

Pino (Ecuador, 2021) se evalud la actividad antimicrobiana de las hojas de
Eucalyptus globulus L. como oleo esencial. Los resultados de aceite esencial
que son sembrados Moyancén y Chorocopte fue 0.17% y 0.15% (v/m),
respectivamente. No se encontré ninguna diferencia significativa en la
constitucion por efecto de la region donde crecio la planta. El aceite esencial de
Moyacon demostrd accion antibacteriana moderada frente a Staphylococus

aureus Streptococus pyogenes y Eschericha coli. (10



Taboada (Peru, 2020) se determind la actividad antimicrobiana de aceite
esencial de hojas de Eucalipto, frente a E. coli y S. aureus in vitro. Se realizd
en multiples concentraciones a cultivos de E. coli y S. aureus previamente
tipificados in vitro, los resultados concluyeron actividad antimicrobiana a
concentracion del 100%, con halos de inhibicion 51.5mm y 39.2mm contra

cepas de E. coliy S. aureus respectivamente. (11

Da Silva S, Pereira B. y Couti A. (Peru, 2019), a través de su estudio
determinaron la funcion antimicrobiana de Eucalyptus globulus L. y Allium
sativum L. contra bacterias Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los
resultados obtenidos demostraron que los extractos de E. globulus y A. sativum
tienen eficacia sobre Staphylococcus aureus; sin embargo, no tienen actividad
sobre E. coli y platean que con estos extractos se conseguiria utilizar como una
opcién para la produccién de formulaciones terapéuticas de origen naturales.

(12

Montero, et al, (Ecuador, 2019), se tuvo como fin demostrar la accion
antibacteriana del aceite de eucalipto (Eucaliptus spp) frente a E. coli ATCC®
11229 y S. aureus subsp. Aureus ATCC® 25904. Emplearon a una
concentracion de 30%, 60% y 90% diluidos en etanol en contraccién de96.80%.
Se evalud la CMI a través del proceso de minimas diluciones en caldo.La prueba
de sensibilidad antibacteriana arrojo que en su totalidad las concentraciones
demostraron sensibilidad y que a concentracion de 30 y 60% no obtuvieron
diferencia significativa, formando halos inhibitorios de 10.25mm y 10.65mm en
concentraciéon al 30% para E. coliy S. aureus, respectivamente.Por otro parte,
el resultado obtenido para S. aureus obtuvieron que a concentracion de 60 y
90% obtienen diametros mayores que la cepa de E. coli.

(13

Guerrero O. (Peru, 2019), se estudi6 el efecto antibacteriano de los extractos
de A. citriodora (cedron) y de eucaliptus citrus (eucalipto) en S. aureus a
concentraciones de 100%, 75%, contra cultivos de S. aureus, demostrando
actividad antibacteriana a través del proceso de difusion de disco en agar o



kirby Bauer. Dieron como resultado halos de inhibicion de 5.6 mm en
concentraciones de 100% y 75% respectivamente. Demostrando su funcién
antibacteriana del aceite de hoja A. citriodora (cedrdn) y hojas de eucaliptus

citrus (eucalipto) frente S. aureus. (14

Ticona (Peru, 2019), se estudié la accion antimicrobiana de 2 plantas como
aceite esencial en cepas de S. aureus y C. fecales. Cuyo efecto se obtuvo de
mufa, a concentracion de 25 % arrojo un diametro inhibitorio de 13.27mm
contra cepas de C. fecales, al 50% resulto de 10.74mm, al 75 % dio un halo de
13.27mm. Contra S. aureus, al 25% el diametro expreso 9.96mm, al 50% de
10.74 mm, y al 75% de 13.15 mm. El eucalipto contra C. fecales al 25%, el halo
inhibitorio fue de 12.09 mm, al 50% fue de 13.29mm vy al 75% fue de 14. 58mm.
Y la actividad antibacteriana de eucalipto frente a S. aureus, se demuestra que
al 25 % el didmetro resulto 11.72mm, al 50 % fue 13.56mm y al 75 % fue de

14.37 mm, confirmando asi actividad antibacterial. (15)

Salem, et al (Tunez, 2018), tuvo como fin demostrar la accidén sinérgica del
aceite esencial de eucalipto tunecino (Eucalyptus globulus L.) con
antimicrobianos tipicos frente a nueve bacterias patégenas y Candida albicans
ATCC 10231. El resultado demostrado que tiene actividad contra las diferentes
cepas bacterianas, especialmente durante las etapas vegetativa y de plena
floracion (MIC = 2 mg/mL) contra Bacillus cereus ATCC 14579 y E. faecalis
ATCC 29212. Candida albicans ATCC 10231 fue mas sensible que las
bacterias durante la fructificacion. - etapa de fijacién. La combinacién de aceite
esencial de eucalipto con ampicilina revel6 un efecto de sinergia parcial hacia
S. aureus resistente a meticilina (FICI de 0,53). Sin embargo, se registrd un
efecto de adicidon bajo la combinacion de anfotericina B y aceite de eucalipto. El
resultado arrojo que el aceite de eucalipto en asociacion con agentes
antimicrobianos podria ser no solo una alternativa prometedora, sino también
un potencial complejo molecular dificilmente reconocible por los

microorganismaos. (is)

Amaya D. (Peru, 2018), su investigacion tuvo como objetivo comparar la



efectividad antimicrobiana que posee el 6leo de Eucalyptus globulus (eucalipto)
y la oxacilina, en cepas de S. aureus. Se evaluo el aceite que se obtuvo con el
método arrastre con vapor y preparado al 100%; 75%; 50% y 25.0%, mediante
el proceso de difusion en disco. El resultado obtenido mostro halos de 17.3 mm
para el 6leo de eucalipto al 100%, mientras la oxacilina arrojo un diametro
inhibitorio de 35.4mm. La investigacion concluye confirmando que el aceite
esencial de E. globulus (eucalipto) posee efectividad contra Staphylococcus

aureus sin embargo es menor la accion antimicrobiana que la oxacilina. (17)

Staphylococcus es un género que estd constituido por cocos gram positivos,
con una medida de 0.5um a 1.5um, conformado a manera células unitarias,
emparejadas, tétradas, cadenas reducidas o creando racimo de uvas. Su
nombre de Staphylococcus lo introdujo Ogston, staphyle que tiene significado
de racimos de uvas en origen griego, para explicar a los cocos involucrados en

procesos de infecciones. (1g)

Son microrganismos (bacterias) no moviles, no esporuladas, carecen de
capsula, sin embargo, existe una estirpe que despliega una capside de limo,
también son bacterias anaerobias facultativas. Gran parte de estas bacterias
fabrican catalasa (una enzima que tiene la capacidad de desplegar el peroxido
de hidrégeno en agua y oxigeno libre); esta peculiaridad es aprovechada para
hacer diferencia entre el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus

y Enterococcus que son catalasa negativos. (is,19)

Actuales investigaciones han demostrado que el género Staphylococcus se
halla mas cerca a los géneros Bacillus y Streptococcus. ElI género
Staphylococcus abarca 32 estirpes, en la que la mitad de ellas se encuentran
en seres humanos, de ellas algunas forman parte del microbiota del sistema
tegumentario y mucosas, mientras que otras se localizan sélo en la flora de
aves y otros mamiferos. Ciertos de estas cepas son patogénicas cuando existe
el factor predisponente y hospedador inmunosuprimido en existencia de
cuerpos extrafios. Normalmente, cada especie suele posicionarse en una

localizacion caracteristica en la anatomica del hospedador que coloniza. (20,21)



La resistencia a meticilina es producto de una incorporacion del gen mecA al
cromosoma del S. aureus, quizas por propagacion que parte de los
estafilococos coagulasa negativo, da origen al rechazo a varios betalactamicos.
El mecA se encuentra en un alto componente genético de 30kpb a 40kpb,
reconocido como memoria cromosomica SCCmec que contiene a una
transpeptidasa que es una proteina PBP2a responsable de unirse a la
penicilina. La PBP2a encriptada por el gen mecA posee un peso de 78kDa,
tiene poca inclinacion por los betalactdmicos vy, por lo cual, confiere amplia

resistencia a practicamente la mayoria de estos antibi6ticos. (2324

Gran parte de los estafilococos se multiplican por comunicacion de piel con piel
(rozar). La presencia de esta bacteria en el cuerpo, pose la probabilidad de
propagarse a los huesos (osteomielitis), las articulaciones (artritis séptica), la
sangre o cualquier otro sistema como pulmonar, cardiaco o el sistema nervioso.
Por otro lado, las cepas del SARM pueden ser obtenidos en ambientes
sanitarios y/o hospitalarios (SARMAH) y en la comunidad (SARMAC). El
SARMAC es caracterizado por tener sensibilidad a varios antimicrobianos y, por
lo general, solo tiene resistencia a antimicrobianos betalactamicos, ocasiona
infecciones dérmicas y partes blandas, incluyendo casos de neumonias

complicadas, fascitis necrotizante, tromboflebitis y septicemia. (24

El SARM-AH es posee resistencia a multiples clases de antibioticos, también
de los betalactamicos, y esta vinculado con personas que poseen componentes
de riesgo como el uso indiscriminado de antibidticos, estadias hospitalarias
extensas, técnicas invasivas (catéter intravenoso, sonda vesical, tragueotomia),
Ulceras por presion, patologias severas y contacto con personascolonizadas por
el SARM. De la misma forma, el SARM-AC es poseedor de losSCCmec IV y/o
V, en tanto las cepas del SARMAH tienen el SCCmec I, Il o lll.

(24, 25,26)

Hay varios casos registrados de pacientes que provienen de la comunidad, que
se hospitalizan por infecciones de MRSA. En la mayor parte de ellos no suelen
ser tomados como infeccién intrahospitalaria, no obstante, algunos de estos



sujetos tienen el antecedente de permanecer en estado de hospitalizacion
anteriormente, y hay que tener en cuenta que la permanencia de portador en
narinas por MRSA puede ser por tiempo de incubacién prolongada. Existe un
grupo de pacientes que no tienen manifestaciones clinicas de que hayan sido
internados anteriormente, pero posee como antecedente el que hayan acudido
a visitar un nosocomio a un sujeto con una infeccién por MRSA, o de que haya
tenido contacto a alguien poseedor de MRSA en su hogar, después de su haber

sido dado de alta. 27

Esta bacteria durante la infeccion tiene la capacidad de fabricar gran diversidad
de elementos de virulencia, entre los que resaltan sustratos que estan
involucrados en la movilizacién de los neutrofilos, cooperando al sostenimiento
de la propagacion. El método de propagacion mas relevante es la transmision
de individuo a individuo, principalmente a través de las manos, y también por
del aire, alimentos y fomites; por tal motivo, ante brotes de infecciones por
estafilococo hospitalarios, la utilidad de prevencién de barrera es importante,
con ayuda de la utilizacién de los antibiéticos correctos para erradicar el

microorganismo, con mas razon si es multirresistente. (s

Esta bacteria es multivalente como infectante, en principal las afecciones que
causa son infecciones de partes blandas (abscesos, sepsis neonatal y post
quirargicas, foranculitis y antrax, miositis, neumonias, artritis séptica, bursitis,
endocarditis, osteomielitis, sepsis con o sin foco, y aquellas infecciones donde
se involucran sus toxinas, como intoxicaciones alimentarias, enterocolitis,

enfermedad de la piel escaldada y sindromico del choque toxico. (3,2s)

Las infecciones por S. aureus en muchas ocasiones estan involucradas a
enfermedades no tan graves como foliculitis e intoxicacion alimentaria, y otros
de alta letalidad, como son neumonias, endocarditis y sindrome del choque
toxico, etc. Se sabe que S. aureus invade generalmente la piel, a causa de su
particibn cada momento mas extensa y frecuente originando graves infecciones

cronicas, de las que podrian ser reacias a la terapia antimicrobiana. (29)



Su ubicacion principal de esta bacteria lo constituyen las narinas anteriores de
las personas, aquellas que son fuentes con alta potencia de infecciéon y un
elemento de riesgo alto para posibles infecciones graves. Se ha enumerado
que varias de estas se dan en sujetos que estan colonizados con ese
microorganismo y ha sido comprobado que S. aureus, en diferentes
oportunidades, tiene una planificacibn capaz para eludir la respuesta
inmunitaria del huésped y de este modo propagarse en los tejidos, evadiendo

la actividad antibiética e instaurando la infeccién cronica. (29,30

Hay sujetos en cuales las infecciones son mas propensas, como en infantes y
ancianos, pacientes diabéticos, con patologias neoplasicas, HIV, los
postquirdrgicos, con respiracion asistida y con procedimientos invasivos
terapéuticos. También son elementos que influye en la infeccion por S. aureus
el incorrecto y largo uso de antibitticos, lesiones en piel y el contacto con
sujetos portadores, en tanto que la inmunosupresion disminuye la activacion de
los fagocitos. La ausencia de una respuesta de los péptidos antibacterianos
nasales para erradicar S. aureus puede ser justificado por la anatomia nasal,
debido a que la bacteria invade el vestibulo reducido de cilios y secreciones
nasales que comprende inmunoglobulinas y péptidos antimicrobianos

pertenecientes al hospedador. (30,31

Ante la inminente resistencia de S. aureus, se esta prefiriendo por introducir
opciones para dominar y emplear de forma correcta las infecciones causadas
por esta bacteria. Una opcion pueden ser las matas con propiedades médicas
y sus derivados, aquellos que tienen elementos con efecto antimicrobiano
comprobado en diferentes estudios de investigacion, a nivel mundial.

Una de las plantas analizadas como antibacteriano es Eucalyptus globulus L.
quien ha evidenciado poseer efecto antibacteriano frente a diferentes bacterias

entre ellas S. aureus. (32
Eucalyptus globulus L., también conocida como Eucalipto, integra a la familia

de Mitaceas, es una planta de inmenso desarrollo; cuya corteza es de color gris;

alcanzando alturas que podrian sobrepasar los 100 metro, sus hojas son

10



dimorfas, con un olor caracteristico fuerte a cineol; difieren en las ramas
temporaneas, son luego alternas y pecioladas; de color verdusco; de 10 a 20
centimetros de alto. Las flores tienen tamafio grande, blanquecinas y axilares
en general solitarias. Su fruto es capsulado con medidas de 1.5 a 3 centimetros

de diametro. (32,33)

El eucalipto tiene su origen en el continente de Oceania, para ser especificos
de Australia y Tasmania. En los afios 1865 llega a Perq, inicialmente se sembré
en Junin, en el valle de Mantaro. Hoy en dia es una de las plantas mas en

medicina tradicional de la sierra peruana. (33

En la actualidad las plantas tradicionales y medicinales desarrollan un rol
importante en todo el mundo y se utilizan principalmente para la prevencion y/o
tratamiento de varias patologias, entre ellas Eucalyptus globulus L. Esta planta
tiene compuestos fitoquimicos las cuales contienen taninos, alcaloides,
propanoides y terpenoides que se encuentran presentes en tallo, raiz y hojas.
Desde décadas atras esta planta se utilizé6 como tratamiento de afectaciones
recurrentes como tos, catarro, enfermedades bronquiales, asma, fiebre,
gingirragia, heridas, etc. Abundantes compuesto de Eucalyptus globulus L.
contienen multiples actividades farmacoldgicas las cuales son: antimicrobianas,

antitumorales, antioxidantes, etc. (3334)

El aceite esencial de eucalipto contiene caracteristicas antimicrobianas, tiene
efectividad contra cepas bacterianas comunes como E. coli y Staphylococcus
aureus. Se considera ademas una de las mas grandes especies vegetales para
el tratamiento de afectaciones del sistema respiratorio. Funciona como

antiséptico, expectorante y antiinflamatorio. (34

11



METODOLOGIA

3.1.

3.2.

3.3.

Tipo y disefio de investigacion
Tipo de estudio: se desarroll6 una investigacion basica. s)
Disefio de la investigacion: Disefio experimental, con multiples

repeticiones. (3s) (Anexo 3)

Variables y operaciones
Identificacion de variables
Las variables que fueron consideradas y evaluadas en este estudio
fueron:
- Variable independiente: Agente antibacteriano. (zs)
No farmacologico: fitoquimicos foliares del aceite esencial de
Eucalyptus globulus L.
Farmacoldgico: Nitrofurantoina.

- Variable dependiente: Actividad antibacteriana (M100 del CLSI). @7
Sensible: =2 15mm

Resistente: < 15mm

Operacionalizacién de variables
Este proyecto se desarrollo teniendo en cuenta los protocolos y criterios

del método cientifico. (Anexo 1)

Poblacién, muestray muestreo

Poblacion: fue compuesta en su totalidad por cultivos de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina que derivaron del
sembrado de una cepa, proveniente del laboratorio de Investigacion de
la Universidad César Vallejo de Truijillo.

Se estimaron como criterios de inclusion, aquellos sembrios de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina que fueron cultivados con
1 dia previo a la realizacion del estudio; y como criterios de exclusion a
todos los cultivos de Staphylococcus aureus resistente a meticilina que

fueron contaminados.

12



3.4.

3.5.

Muestra: La valoracion del tamafio de muestra se realizé valiéndose de
la formula para el cotejo de dos medias. zg) (Anexo 4)

Unidad de analisis: estuvo considerado cada sembrio de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Unidad de muestreo: cada Colonia de cepas cultivadas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Muestreo: Se utilizé un muestreo no probabilistico por conveniencia. (zg)

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y
confiablidad

Técnica: Se empled la técnica de observacion experimental que se basé
en analizar a través de la observacién la accion de los agentes
evaluados, sobre los sembrios de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina. (ss)

Instrumento: Se empled una ficha de recoleccién de datos formada con
exclusividad para este estudio, que estuvieron empleados los
parametros que fueron evaluados. (s)

Validez y confiabilidad: El instrumento fue verificado por el método de
evaluacion de expertos, el cual estuvo constituido por un microbiélogo y
dos galenos, los cuales valoraron si dicho instrumento es el correcto para

la recoleccion de data requerida en la investigacion. (ss)

Procedimientos

a. Se llevd una muestra de Eucalyptus globulus para su identificacion
en el Herbarium Truxillense HUT de la Universidad Nacional de
Trujillo.

b. Se extrajo el aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus L.
a través del método de arrastre con vapor de agua. z9) (Anexo 5)

c. Se determinaron los componentes fitoquimicos del aceite esencial
de las hojas de Eucalyptus globulus L., mediante métodos quimicos.

o) (Anexo 5)
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3.6.

3.7.

d. El cultivo de la bacteria Staphylococcus aureus resistente a
meticilina se obtuvo del Laboratorio de investigacion de la
Universidad César Vallejo. (Anexo 5)

e. Se evaludé la susceptibilidad antibacteriana de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, frente a los componentes fitoquimicos
foliares del aceite esencial de Eucalyptus globulus L., mediante el
método de Kirby- Bauer, con disco difusion. 1) (Anexo 5)

f. Se evalué la actividad bactericida de los componentes fitoquimicos
foliares del aceite esencial de Eucalyptus globulus L., mediante el

método de dilucion en agar. (Anexo 5).

Métodos de Analisis de Datos

Los datos obtenidos fueron anotados en la hoja de recoleccion de data
y se interpret6 con el sistema SPSS 25 version, el informe se presentd
en las tablas de porcentajes y frecuencias simples. Para lo cual, se
ejecutd un anadlisis aplicando estadisticas descriptivas: media,
promedios, desviacién estandar en los casos que fue requerido. Luego
se realiz0 la prueba estadistica de analisis de varianza ANOVA vy
posteriormente se ejecutd una prueba pos hoc de comparaciones

multiples. (g)

Aspectos Eticos

Esta investigacion se establecié teniendo en cuenta las normas
determinadas para los experimentos realizados en un laboratorio
otorgados por la OMS @2). También, se hizo respetar la ley N°26839 que
habla de la biodiversidad en la cual rige el sostenimiento de la diversidad
biol6gica y el empleo sustentable de sus elementos; asi mismo, se
realizd procesos a los remanentes nocivos que se manejaron en el

proceso de la ejecucion de este estudio.
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IV. RESULTADOS

Tabla 1. Medidas Estadisticas Descriptivas de los diAmetros de inhibicion de la

accion antibacteriana de los componentes fitoquimicos de aceite esencial de

Eucaliptus globulus L. contra Staphylococcus aureus frente a nitrofurantoina, in

vitro.

Zona Inhibicién

95% del intervalo

de confianza para Min Maxi
la media iImo mo
Desv. Desv
Me Desviaci . Limite Limite
N dia on Error inferior  superior
Aceite al 100% 1 9,3 ,483 ,153 8,95 9,65 9 10
0 0
Aceite al 75% 1 7,8 422 ,133 7,50 8,10 7 8
0 0
Aceite al 50% 1 6,0 ,000 ,000 6,00 6,00 6 6
0 0
Aceite al 25% 1 6,0 ,000 ,000 6,00 6,00 6 6
0 0
Nitrofurantoin 1 28, , 707 224 27,99 29,01 28 30
a 0 50
Total 5 11, 8,676 1,22 9,05 13,99 6 30
0 52 7

Fuente: Reporte de IBM SPSS

El aceite esencial de Eucalipto al 100% presenta diametros de 9,30 + 0,48, al

75% presenta 7,80 + 0,42, al 50 y 25% presento 6mm, en comparacion con

nitrofurantoina que presento un diametro superior con 28,50 + 0,7. Por tanto

tiene efecto antibacteriano, pero no supera el diametro >15mm segun el CLSI.
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Tabla 2. Analisis de varianza (ANOVA) de los promedios de los diametros
de inhibicion de los diametros generado por el aceite de Eucalipto, en las

diluciones respectivas, Nitrofurantoina y Dimetil Sulfoxido (DMSO)

Zona Inhibicion

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3680,280 4 920,070 5049,165 ,000
Dentro de 8,200 45 ,182
grupos
Total 3688,480 49

Fuente: Reporte de IBM SPSS.

Existe una diferencia significativa (P=0.000) entre las medias de las zonas de

inhibicion obtenidas por los grupos examinados.

Tabla 3. Prueba de Tukey que compara los efectos antibacterianos del aceite

de Eucalipto, Nitrofurantoina y Dimetil Sulfoxido (DMSO).

Zona Inhibicion (mm)

Subconjunto para alfa = 0.05

N 1 2 3 4
Aceite al 50% 10 6,00
Aceite al 25% 10 6,00
Aceite al 75% 10 7,80
Aceite al 100% 10 9,30
Nitrofurantoina 10 28,50
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
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Se observan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamarfio de la muestra de la media armdnica=10,000.

El aceite al 100% presenta el mayor diametro con 9,30 mm comparado con las
otras diluciones, pero se observa una gran diferencia en comparaciénn con

Nitrofurantoina 28,50mm.
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V. DISCUSION
Se ejecutd un estudio de investigacion experimental, en el cual se examind la
actividad antibacteriana de los componentes fitoquimicos foliares de Eucalyptus
globulus L. sobre S. aureus resistente a meticilina frente a nitrofurantoina, in vitro.

se ejecutaron 50 observaciones.

Cuyos resultados obtenidos en la Tabla 1, se observa que el diametro de
inhibicion de las concentraciones del aceite de eucalipto el que obtuvo mayor
tamano fue el de la concentracion al 100% (9,30mm, DE: 0,48; IC95% [8,95-
9,65]). La concentracion al 75% fue de (7,80mm, DE: 0,13; IC: 95% [7,50-8,10]),
las concentraciones al 50 y 25% no tuvieron diferencias respecto a los diametros
(6mm DE: 0; IC: 95% [6-6]). A pesar de ello ninguna de las concentraciones de
los aceites tuvo actividad antibacteriana sobre Staphylococcus aureus frente a
nitrofurantoina; considerando el estandar M100 del CLSI.36 (Si sensible cuando
el diametro es = 15 mm). La nitrofurantoina demostré mayor diametro de
inhibicion (28,50mm, DS: 0,7; IC 95% [27,99 — 29,01]). Demostrando asi que
existe un efecto de la plata sobre la bacteria mas no llega la bacteria a ser

sensible a esta.

En la tabla 2, se muestra el resultado del andlisis de varianza entre los grupos
de agentes antibacterianos analizados y arroja que presenta diferencias
estadisticamente significativas (p=0,000) en dos o0 mas medias de la zona de
inhibicién (efecto antibacteriano de los 5 grupos examinados). Debido a lo cual,
se efectu6 la prueba post hoc de Tukey para distinguir los grupos que se

diferencian.

Tabla 3, en esta se comparoé las medias de los 5 grupos estudiados y se verifica
que el promedio de los diametros de inhibicion que formaron el aceite al 100%,
75%, 50% y 25%, tiene diferencias estadisticamente significativas p=1,000, por
lo que se deduce que ninguna de las concentraciones se asemeja a la

nitrofurantoina.
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En consecuencia, los resultados obtenidos de este estudio son menores que los
obtenidos por otros investigadores, que consideran evidencia de accion
antibacteriana de la planta estudiada en sus diferentes concentraciones, asi;
Taboadai11y demostré mayor accion antibacteriana de la planta estudiada
(39,2mm siendo eficaz), Amaya7) a una concentracion de 100%, demostré un
halo de (17,3mm) demostrando eficacia, Uriol y Espinoza) en concentracion al
100% presento eficacia del (16mm), Ticonags) en una concentracion al 25%
obtuvo un halo de (11,72mm) al 50% (13,56mm) y al 75% (14,35mm)
confirmando asi su actividad antibacteriana, Montero3) su concentracion al 30%

obtuvo un halo de (10,65mm) mostrando eficacia.

Asimismo, otros autores demostraron resultados semejantes y menores a los
obtenidos en este estudio, como Pino (10) que en su estudio determino que existe
accion antibacteriana moderada de eucalipto frente a Staphylococcus aureus,
Guerrero (14) donde los resultados obtenidos arrojaron halos de (5,6mm) y

(7,3mm) en concentraciones de 75% y 100% respectivamente.

Como podemos demostrar, en la gran parte todos los trabajos verificados se
evidencian que: si existe actividad antibacteriana; sin embargo, al cotejarlos con
un farmaco de accién antibacteriana, no siempre se superé la accion de este
farmaco. No obstante, la mayoria concuerdan en la ayuda potencial de la planta
en el manejo contra bacterias, como es el caso de la actual investigacion

Staphylococcus aureus.
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VI. CONCLUSIONES

a. Al estimar la accién antibacteriana de los componentes fitoquimicos foliares

de Eucalyptus globulus L. sobre S. aureus resistente a meticilina, in vitro se
observé que tiene actividad antibacteriana, por lo cual, se acepta la
hipotesis de investigacion; sin embargo, se demuestra que existe ligero
efecto antibacteriano, pero su efecto es inferior que el de la nitrofurantoina
segun el CLSI (215mm).

En la investigacion el aceite al 100% evidencio que tiene mayor efecto
antibacteriano a comparacion de otras concentraciones menores.

La diferencia fue significativa (p=<0.05) entre la actividad de los
fitoquimicos del aceite de eucalipto y la actividad de la nitrofurantoina.

La nitrofurantoina tuvo mayor actividad antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, a comparacion con las concentraciones del aceite

de eucalipto.

VIl. RECOMENDACIONES

a.

b.

Reiterar el experimento estimando confrontarlas con otros gérmenes.

Ejecutar investigaciones de dicha planta con animales, para valorar su
accion en seres Vivos.

Se aconseja realizar estudios en donde se combine el aceite de Eucalyptus
globulus L con diferentes antibiéticos para demostrar la potencializacion del

farmaco y la existencia de sinergia.
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ANEXOS

Anexo 01: Matriz de operacionalizacion de variables

Tabla 1. Matriz de operacionalizacion de variables

VARIABLE | DEFINICION | b c 110N OPERACIONAL INDICADORES MEDICION.
CONCEPTUAL
Agente Agente Preparacion del aceite esencial al 100%, | Componentes Cualitativa
antibacteriano | antibacterianono | 75%, 50% y 25% para identificar la| fitoquimicos del | nominal
farmacoldgico: susceptibilidad antibacteriana de| aceite esencial
Aceite esencial | Staphylococcus aureus resistente a| de Eucalyptus
de Eucalyptus meticilina, mediante el método de Kirby-| globulus L:
globulus L. (34 Bauer. (41 -Polifenoles
Agente totales
antibacteriano Disco de Sensibilidad con 300ug de -Flavormou-jes
farmacoldgico: | Nitrofurantoina. ~Antocianinas
Nitrofurantoina. (25)| Preparar medio de cultivo de Agar Mueller-
Hinton, para establecer la actividad
antibacteriana del aceite esencial de lag
hojas de Eucalyptus globulus L., mediante
el método de difusién en agar (Kirby-Bauer).
Actividad Efecto Medicion de las zonas de inhibicion, Zonas de Cualitativa
antibacteriana | bactericida o después de la ejecucién del método de inhibicion: nominal
bacteriostatico susceptibilidad bacteriana de Kirby Bauer, | Sensible: > 15
ejercido por un tomando como referencia el Estandar mm Resistente:
agente M100 del CLSI. (37 <15mm

antibacteriano
(fisico, quimico
o biol6gico),
mediante un
determinado

método. (s




Anexo 02: Instrumento de recolecciéon de datos

Ficha de recoleccién de datos

Zonas de inhibicion (mm)

Aceite de Eucalyptus

Repeticion globulus L Nitrofurantoina
100% | 75% | 50% | 25%

1 9 8 6 6 28
2 9 7 6 6 28
3 10 8 6 6 29
4 9 8 6 6 28

10 8 6 6 28
6 9 8 6 6 28
7 9 7 6 6 30
8 9 8 6 6 29
9 9 8 6 6 29
10 10 8 6 6 28




Anexo 3: Disefio de investigacion

RG; Xi (O]
RG; X2 02
RG; X3 Os
RG; X4 O4
RGs Xs 05

En donde:

RGj.5: Grupos de cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina.
Xi: Aceite de Eucalyptus globulus al 100%

Xz2: Aceite de Eucalyptus globulus al 75%

Xs: Aceite de Eucalyptus globulus al 50%

Xa: Control negativo (Suero fisiolégico)

Xs: Control positivo (Nitrofurantoina)

O1.5: Efecto antibacteriano (halo inhibitorio).




Anexo 4: Determinacién del tamafio de muestra

(Za2 * Zp)2 20?

(>;1 - x_z)2

Donde:

Z a /2 =1,96 (Para un nivel de confianza del 95%) Z 3=
0,84 (para una potencia de prueba del 80%)

$1= 17.3 %

%2~ 14,37

0’=1,7%

Figura 2. Férmula para comparacion de dos medias.

- Reemplazando y operacionalizando: n = 5,2785

Observacion: Debe realizarse 5,2785 repeticiones como
minimo para cada prueba de susceptibilidad. Por ello, en el
presente trabajo de investigacion se realizaran 10repeticiones

por cada prueba.



Anexo 5: Procedimiento

Obtencion del aceite esencial de Eucalyptus globulus L. “Eucalipto”
Las hojas frescas de Eucalyptus globulus L. “Eucalipto” se obtuvieron de la
ciudad de Cajamarca, en una cantidad de 10 kg aproximadamente y se
trasladaron a laboratorio de Microbiologia de la universidad Cesar Vallejo de
Trujillo en donde se seleccionaron las muestras de hojas sin indicios de
alteraciones. Se lavaron con agua destilada clorada, se dejaron orear sobre
papel absorbente estéril.

Los aceites de Eucalyptus globulus L. “Eucalipto” se obtuvieron por el
método de destilacidn por arrastre de vapor; para ello, se se colocaron las
hojas en el matraz de destilacion, se le adiciono 200 ml de agua destilada, se
calento hasta la ebulliciony el aceite extraido fue arrastrado junto con el vapor
de agua hacia un condensador,permanecio asi por 15 minutos. Después se
colocd en un frasco de vidrio ambar estéril y se reservl a temperatura de

refrigeracion hasta su utilizacion.




Cultivo de Sthapylococcus aureus y preparacion del inéculo

Se reactivo las cepas de Staphylococcus aureus, sembrando en agar BHI, y
se incubo en la estufa a 37°C por 24 horas. Para la prueba de susceptibilidad,
se utilizé agar Mueller-Hinton como medio de cultivo. Se preparo suficiente
medio para 13 placas Petri (200 ml aprox.) y se esterilizoen autoclave a
121°C por 15 minutos. Después, se sirvio 18-20 ml por cadaplaca Petri
estériles de plastico desechables de 90x15mm, y se dej6 reposarhasta que

solidifique completamente.

El in6culo se prepard colocando 3 ml de suero fisiologico en un tubo de
ensayo estéril, al cual se le adiciono suficientes colonias de Staphylococcus
aureus (cultivo menor de 24 horas), de tal modo que se observe una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland (1,5 x108 UFC/ml

aproximadamente).




Evaluacién del efecto antibacteriano por el método de difusién con
pozos enagar

Se evalu6 mediante la prueba de susceptibilidad utilizando el método de
difusion con pozos en agar, segun los pasos siguientes:

1. Se sembrod Staphylococcus aureus, embebiendo un hisopo estéril en el
indculo y deslizandolo sobre toda la superficie del medio de cultivo de las
Placas Petri; de tal modo, que el microorganismo quedara como unacapa
en toda la superficie.

2. Se hicieron 4 pozos en el medio de cultivo de cada placa recién
sembrada, mediante punzonado con un sacabocado estéril de seis
milimetros de diametro.

3. Al primer pozo, se agregd 50 upl de aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. al 100%.

4. Al segundo pozo, se agregd 50 ul de aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. al 75%.

5. Al tercer pozo, se agreg6 50 ul de aceite esencial de Eucalyptus globulus
L. al 50%.

6. Al cuarto pozo, se agregd 50 ul de aceite esencial de Eucalyptus
globulus L. al 25%.

7. Al quinto pozo, se agreg6 50 ul de DMSO (control negativo).

8. Se coloco el disco de Nitrofurantoina Sug (control positivo).

Posteriormente, se dejé en reposo por 15 min y, después, se incubd las
placas deforma invertida en la estufa a 37°C por 20-24 horas.

La lectura se realiz6 observando y midiendo con una regla Vernier, el
diametro dela zona de inhibicién del crecimiento bacteriano. Para ello, se
interpretara como sensible o resistente, segun lo establecido en el Estandar
M100 del CLSI.
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