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3.

Resumen

El uso indiscriminado de los antibi6ticos ha generado laaparicion de resistencia
antimicrobiana en diversas bacterias, dificultando el tratamiento de las
infecciones. Motivo por el cual surgié la presente investigacion de tipo
prospectivo, descriptivo, transversal y experimental, cuyo objetivo fue
evaluar el efecto del aceite esencial de hojas de Eucalipto, frente a cultivos in
vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, que permita su uso como
una alternativa de tratamiento antibiotico. Se realiz6 la obtencion del aceite
esencial de Eucalipto, para posteriormente ser enfrentado en diversas
concentraciones a cultivos puros in vitro de E. coli y S. aureus previamente
tipificados, obtenidas en laboratorios referenciales de la region y/o a nivel
nacional. La actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalipto fue
evaluado mediante métodos de difusion en agar antibiograma, y los datos
fueron analizados mediante pruebas estadisticas descriptivas e inferencial,
utilizando programas estadistico especializados. Al analizar y discutir los
resultados se concluye que, con un valor de “p” de 0.000, existe diferencias
significativas entre las actividades antibacterial de hojas de Eucalipto,
Ceftriaxona y Ciprofloxacino en cultivos de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

Palabras Clave: Eucalipto, Actividad Antibacteriana.
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Abstract

The indiscriminate use of antibiotics has generated the appearance of antimicrobial
resistance in various bacteria, making it difficult to treat infections. Reason for
which the present prospective, descriptive, cross-sectional and experimental
investigation arose, whose objective was to evaluate the effect of the essential
oil of Eucalyptus leaves, against in vitro cultures of Escherichia coli and
Staphylococcus aureus, which allows its use as a alternative antibiotic treatment.
The essential oil of Eucalyptus was obtained, to later be faced in various
concentrations with previously typified pure in vitro cultures of E. coli and S.
aureus, obtained in reference laboratories in the region and / or at the national
level. The antibacterial activity of Eucalyptus essential oil was evaluated by
means of diffusion methods on antibiogram agar, and the data were analyzed by
descriptive and inferential statistical tests, using specialized statistical
programs. When analyzing and discussing the results, it is concluded that, with a
"p" value of 0.000, there are significant differences between the antibacterial
activities of Eucalyptus leaves, ceftriaxone and Ciprofloxacin in Escherichia coli
and Staphylococcus aureus cultures.

Keywords: Eucalyptus, Antibacterial Activity.
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5. Introducciéon

5.1.

5.1.1.

Antecedentes y fundamentacion cientifica

Antecedentes

Ticona (2019) realiz6 su tesis en donde el objetivo fue estudiar la accion
antibacterial de dos tipos de aceite esencial en cultivos de Staphylococcus
aureus y Coliformes fecales. Obteniéndose como resultado que el aceite de
mufia, al 25% se obtuvo un halo de inhibicion de 13.27 mm frente a cultivos
de Coliformes fecales, al 50% fue de 10.74 mm, al 75%: fue de 13.27 mm.
Frente a Staphylococcusaureus, al 25% el halo fue de 9.96 mm, 50% fue de
10.74 mm, y al 75% fue de 13.15 mm. El aceite esencial de Eucalipto frente a
Coliformes fecales al 25%, el halo de inhibicion fue de 12.09 mm, al 50% fue
de 13.29 mmy al 75% fue de 14.58 mm. Y al observar la accion antibacterial
de eucalipto frente a Staphylococcus aureus, se observa que al 25% el halo
de inhibicion fue de 11.72 mm, al 50% fue 13.56 mmy al 75% fue de 14.37

mm.

Pérez (2019) en su investigacion plante6 como objetivo determinar la actividad
antibacterial del aceite esencial del eucalipto a diferentes tratamientos sobre
Porphyromona gingivalis. Fue un estudio de tipo transversal, comparativo y
experimental. Obteniéndose como resultado tras la exposiciona 24 y 48 horas
que laconcentracional 25%y 50% mostraron valoresen loshalosde inhibicion
de8.9mmy85mm, y 10.00 mmy 9.9mm respectivamente sobre la cepa en
estudio, y la concentracién al 5% evidencio mediadas de 6,90 mm y 6,50.
Resumiendo lo planteado se tiene que las concentraciones de 25% y 50% en

ambas horas de exposicion inhibieron el crecimiento de Porphyromona gingi



valis, al mismo tiempo la concentracion del 5% no presento efecto inhibitorio.

Tantapoma (2019), en su trabajo donde evalu6 el efecto antibacteriano del
aceite esencial de hojas de “Eucalipto” sobre Streptococcus pyogenes. Los
resultados sefialan que a diferentes concentraciones de 12.5%, 25% ,75% y
100% sus halos de inhibicion fueron 9.0, 11.5, 17.5, 13.2 mm
respectivamente. La prueba ANOVA evidencio diferencias significativas

entre los tratamiento, arrojando un p <0.05.

Orbegoso (2019) en su estudio se plante6 como objetivo evaluar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de “eucalipto” sobre Klebsiella
pnaeumoniae. Los resultados arrojan halos de inhibicién de 8.0 mm/ml, 12.9
mm/ml y 19.6 mm/ml respectivamente, tras los diferentes tratamientos
realizados al 50%, 75% y 100%.

Armas (2019) en su tesis, determiné la actividad antibacteriana del aceite
esencial de “eucalipto” en Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa, comparado con gentamicinaa 10 pg. Los resultados obtenidos
sefialan que todas concentraciones utilizadas tuvieron actividad antibiotica,
pero solo se considero eficaz las concentraciones al 75% y 100% contra
Staphylococcus aureus, porque los diametros de halos de inhibicion fueron
16.22 y 19.56 mm respectiva. Sin embargo, contra Pseudomonas aeruginosa
no mostro eficacia, solo logro inhibir el crecimiento a la concentracion al
100% (9 mm).

Quispe (2018) realizo su trabajo, donde evaluo el efecto antibacterial del
“eucalipto” sobre Escherichia coli y lo comparé con cotrimoxazol. Fue un
estudio experimental done se enfrentd al aceite esencial diluido a las
concentracionesde 75%Yy 100%, y al cotrimoxazol. Los resultados demostraron
que se el aceite esencial de Eucalipto presentd efecto inhibitorio a las
concentraciones de 75% y 100%, pero no superior a Cotrimoxazol.



Amaya (2018) presento su tesis donde la finalidad era evaluar la actividad
antibacterial del aceite esencial de “eucalipto” sobre Staphylococcus aureus y
compararlo con oxacilina. Los resultados obtenidos mostraron que el aceite
esencial de “eucalipto” a concentracion de 100% dio un halo de inhibicion
17.3 mm, 95%: un halo entre 15 — 20 mm demostrando tener mayor efecto
antibacterial; no superando a oxacilina, cuyos diametros de inhibicién fueron
35,4 mm. La prueba de ANOVA (p =0.000), corrobora que los resultados
obtenidos son altamente significativos y que el aceite esencial de “eucalipto”,
tiene efecto antibacterial, frente a Staphylococcus aureus.

Vela (2017) presentd su tesis donde con el fin de comprobar el efecto
antibacteriano del extracto etanolico de eucalipto y comparlo con gluconato
de clorhexidina al 2% en Streptooccus mutans, observandose como resultados
que conforme aumentaban las concentraciones utilizadas del aceite esencial
los halos de inhibicion crecian de tamafio en forma proporcional. Al
establecer a la Concentracion Minima Inhibitoria se tuvo que a medida que
aumentaban las concentraciones del extracto etandlico disminuian las

colonias de Streptooccus mutans, creciendo el poder inhibitorio.

Yanac (2017) en su tesis, se enfoco a evaluar la actividad antibacteriano del
aceite esencial de “eucalipto”sobre Porphyromonas gingivalis. Se encontré que
las colonias de Porphyromonas gingivales enfrentadas al aceite esencial de
“eucalipto” tuvieron efecto antibacteriano. Las concentraciones sin crecimiento
bacteriano fueron las de 50% y 100%, las cuales no mostraron diferencias

estadisticamente significativas respecto (p>0.05).

Meléndez (2017) en su tesis donde el evalu6 el efecto antibacteriano del
aceite esencial de “cucalipto” sobre Streptococcus pyogenes y Pseudomonas
aeruginosa. Los resultados que Streptococcus pyogenes y Pseudomonas

aeruginosa, son altamente sensibles a la actividad antibacteriana del aceite



5.1.2.

esencial de “eucalipto” en las diluciones de 50%, 75% y 100%, sin

encontrarse unadiferencia significativa en el uso de cada una.

Fundamentacion cientifica

Las infecciones comunitarias y nosocomiales, son las principales causas de
muchas enfermedadesa nivel mundial; y los antibidticos, han venido a ser de
importancia en el tratamiento de diferentes infecciones, permitiendo
disminuir notablemente la morbimortalidad de estas enfermedades
infecciosas. (Maguifia, 2013; Winn, etal., 2008).

En 1928 en la ciudad de Londres, Alexander Fleming descubrid la Penicilinay,
en la década de 1940 se aplico con éxito la Penicilina y en 1950, 1960y

1970 aparecen nuevos antibidticos que, sin ellos, existiria una elevada
mortalidad en infecciones de piel, neumonia, infecciones urinarias,
meningitis, y otras. Posteriormente aparecen nuevos antibioticos de origen
natural y otros de origen sintéticos, existiendo actualmente 142 antibioticos,

aproximadamente (Maguifia, 2013).

Lamentablemente, el uso irracional de muchos antibidticos, han permitido
que los agentes infecciosos desarrollen resistencia a muchos antibioticos,
iniciandose primero en los centros hospitalarios, para luego trasladarse e nivel
comunitario (Florez, 2014; Mendoza, 2008; Maguifia, 2013).

Un primer problema por el uso excesivo de los antibidticos fue la aparicion
de reacciones adversas entre leves a severas, relacionadas 0 no a su accion
farmacoldgica, o por exceso de la medicacién, y posteriormente la aparicion
cada vez mas frecuente de bacterias resistentes y multirresistentes a uno o a
varios antibiéticos (OMS, 2004; OPS, 2009; Maguifia, 2013).



Respecto a la resistencia a los antibioticos, ésta se origina por cambios en la
estructura genética bacteriana, como consecuencia del uso constante e
indiscriminado de los antibidticos, y dosis inadecuadas, originando el
incremento de la mortalidad. Todo esto conlleva a tomar medidas para reducir
el uso indiscriminado y la automedicacion con antibioticos, planteando una
buena higiene alimentaria, el uso adecuado de antibioticos en veterinaria,
medidas efectivas destinadas al control y reduccion de las infecciones mediante
vacunacion y aplicacién de estrategias locales, el lavado de las manos,
relaciones sexuales seguras, fomentar la investigacion y desarrollo de nuevos
antibioticos, vacunas, productos diagndsticos y otros instrumentos, actividades
de promocidn de estilos de vida saludables (OMS, 2019), prevencién de
enfermedades utilizando medios naturales o tradicionales de curacion en

concordancia con la tecnoldgica actual (Cabrera, Fadragas & Guerrero, 2005).

Es importante considerar las diversas ventajas de consumir antibi6ticos
naturales, como no generar resistencia por parte de las bacterias, inhibir el
crecimiento de los gérmenes patégenos y aumentar las defensas del
organismo, en tanto que los antibiéticos sintéticos suelen bajarlas. Algunos
productos naturales actian directamente como antibiéticos o como
activadores de las defensas, como alimentos con elevadas dosis de vitaminas,
como la A (retinol) que favorece la piel y mucosas. (Cabrera, Fadragas, &
Guerrero, 2005). Y tomando en cuenta que la OMS (2019) plantea como
estrategia fomentar la investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos, se
puede considerar la investigacion de la accion antimicrobiana de diversos
productos de origen vegetal, como son los aceites esenciales de diversas

especies vegetales.

Para la descripcion del Eucalyptus globulus (Eucalipto) se empezara
mencionando su nombre cientifico el cual es Eucalyptus globulus Labill, de la

familia Mirtaceas. Arbol, oriundo de los bosques australianos; de corteza de



color gris; se adapta a cualquier clima, desarrollando 6ptimamente en clima
templado y moderado o a temperaturas frias en areas tropicales. Pueden
crecer hasta los 100 m, presenta dimorfismo foliar, las cuales huelen a cineol;
de disposicion opuestas en las ramas jovenes y luego son alternas y
pecioladas; su color verde; de 10 a 20 cm. de largo. Flores grandes, blancasy
axilares por lo comun solitarias. Fruto capsular de 1.5 a 3 cm. de diametro.
Mayormente se utilizan las hojas para extraer el aceite esencial mediante
destilacion por arrastre de vapor, que le llaman eucaliptol o cineol. Las hojas de
eucalipto se utilizan en infusion contra la bronquitis y los catarros de las vias
respiratorias (Quispe, 2018; Diaz, 2017; Orbegoso, 2019)

El aceite esencial tiene propiedades antisépticas, por lo cual, es utilizada en
contra de infecciones respiratorias. A su vez, por el olor penetrante, es utilizada
en la industria alimentaria, de perfumes; asi mismo en mineria como agente de
flotacion (Orbegoso, 2019).

Composicion del Aceite Esencial (AE) del Eucalyptus globulus (Eucalipto).
El AE de hojas de E. globulus“eucalipto” obtenido por arrastre con vapor tiene
un olor penetrante caracteristico y un color amarillo claro. Una densidad entre
0.90-0.93 g/mL. EIl andlisis quimico por Cromatografia de Gases de Alta
Resolucion (CGAR) determin6 que el componente mayoritario del AE fue el
Cineol o Eucaliptol con el 82.27%, Limoneno con el 3.70%, a-Pineno con el
3.16%, Guaiol con el 2.76%, Terpinen-4-ol con el 1.4%, Linalol con el 1.3%,
a-Terpineol con el 1.2%, B-Mirceno con el 1.12%) y finalmente a- Terpineno
conel 1.1% (Yafiez & Cuadro, 2012; Orbegoso, 2019).

Al hablar sobre Escherichia coli, se puede sefialar que es de formabacilar, G,
aerobio y mdvil, se asocia a enfermedades gastroenteritis, infecciones
urinario, meningitis (poco frecuente) e infecciones nosocomiales. (Murray,
Rosenthal, & Pfaller, 2014). Se desarrollan en su mayoria, en el intestino

grueso; Escherichia coli Enteropatdgeno, es causante de diarreas;



constituyendo de importancia sanitaria, y mas aun, si es resistente a
antibacterial. Asimismo, la OMS (2018) considera a Escherichia coli, como

una de las bacterias resistencia bacteriana.

Del mismo modo, Staphylococcus aureus, tiene forma de coco, G" de
diametro aproximado de 0.5 a 1.5 um, se agrupan en forma de racimo. Son
responsables de proceso inflamatorio y supurativo, inmoviles, no forman
esporas, sin capsula, aunque algunas cepas si la desarrollan y son anaerobias
facultativas. Generalmente producen catalasay se desarrollan en la mucosa
nasal del hospedador, siendo responsable de infecciones a nivel comunitario y
hospitalario, afectando la piel, tejidos blandos y tracto respiratorio bajo,
pudiendo generar complicaciones severas como contaminando catéter venoso
central, neumonia por ventilacibn mecanica, osteomielitis, endocarditis.
Ademas de sindromes como: choque toxico, piel escaldada (Winn, et al.
2008).

Existen cepas de S. aureus resistentes a la meticilina, y se transmite entre
pacientes a través de las manos del personal sanitario, desde un paciente
colonizado a través de sus objetos contaminados. En algunos trabajos de
investigacion mencionan que el porcentaje de resistencia a la meticilina por S.
aureus aislado de pacientes hospitalizados va del 28 al 40%. (Ausina &
Moreno, 2006; Brooks, Carroll, Butel, Morse, & Mietzner, 2011)

Al referirse sobre la evaluacién del efecto antimicrobiano, para la realizacién
de las pruebas de susceptibilidad es recomendable utilizar el medio de cultivo
Mueller Hinton (en agar y en caldo), es un medio recomendado para realizar

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

La composicion del medio Mueller Hinton permite el crecimiento de las

bacterias no exigentes, mientras que garantiza minimas interferencias entre



5.2.

los componentes del medio y el resultado de la prueba de susceptibilidad

antimicrobiana.

El uso del medio Mueller Hinton, estd conforme con estandares del Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, y del Comite De L’antibiogramme de la
Societe Francaise de Microbiologie (BIOMERIEUX S.A., 2015; Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, 2017).

El Método de difusion en agar, es 0ptimo en microorganismos no exigentes
de crecimiento rapido. Su aplicacidn consiste en colocar en la superficie de la
placa con agar Miller Hilton, con siembra con el microorganismo, discos de
papel de filtro empapado con antibidticos. El disco impregnado en antibiotico
al estar en contacto el agar, absorbe agua y se difunde por el agar,
formandose un gradiente de concentracion. A los 18 a 24 horas de
incubacion, los discos pueden o no desarrollar una zona de inhibicién de
crecimiento bacteriano. (Sacsaquispe Contreras & Velasquez Pomar, 2002;
Koneman, 2008). Elinoculo bacteriano a utilizarse debe estar estandarizado,
generalmente con una suspension bacteriana equivalente al tubo N° 0,5 del

Nefeldmetro de Mac Farland.

La lectura de la sensibilidad antibidtica se realiza mediante la medicion del
diametro del halo de inhibicion del crecimiento bacteriano, comparado segun lo
indicado para cada antibidtico (Clinical and Laboratory Standards Institute
- CLSI, 2017; Sacsaquispe Contreras & Velasquez Pomar, 2002). Los

resultados se reportan en Sensible, Intermedio y Resistente.

Justificacion de la investigacion

La resistencia a los antibi6ticos se ha generado por su usO excesivo y
prescripcion inadecuada. Los mecanismos de resistencia a los antibi6ticos
siguen generandose poniendo en peligro la efectividad al tratar las



5.3.

5.4.

enfermedades infecciosas comunes, haciéndose mas dificiles y hasta
imposible de tratara medida que los antibioticos van perdiendo eficacia. (OMS,
2019) Por ello resulta urgente manejar en forma adecuada los diversos
antibioticos existentes y promover investigaciones para el uso de otras

alternativas como los antibidticos de origen natural. (Maguifia, 2013).

Para lo cual, la presente investigacion pretende determinar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto” sobre
cultivosdeE. coliy S. aureusy plantear su uso como unaalternativa antibidtica
y /o complementaria a los antibidticos de prescripcién médica. Y contribuir al
estudio de plantas medicinales para que en un futuro nos lleve al desarrollo de
nuevos farmacos que garanticen la calidad y seguridad de su uso y con
investigaciones cientificas que respaldan su eficacia. Sobre todo, que sean

asequibles para la poblacion.

Problema
¢Existe diferencias significativas entre los halos de inhibicion de aceite esencial

de hojas de Eucalyptus globulus, Ceftriaxonay Ciprofloxacino en cultivos in
vitro de Escherichia coliy Staphylococcus aureus?

Conceptualizaciény operacionalizacion de las variables

5.4.1. Variable Independiente

Aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”

5.1.1.1. Conceptuacion

Es de color amarillento claro y tiene un olor penetrante. Dentro de su
composicion quimicadestaca su contenido en cineol o eucaliptol reconocido

como un potente antiséptico, antimicrobiano y descongestionante



5.1.1.2. Operacionalizacion

El aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto” se obtuvo por el
método de destilacion por arrastre de vapor, para la realizacién del proceso
se logro recolectar 10 kg de hojas verdes de Eucalipto en el departamento de
Cajamarca, Provincia de San Miguel, Distrito de San Pablo; posteriormente
se procedi6 a su identificacion taxonomica correspondiente. Las hojas
verdes de eucalipto fueron seleccionadas, descartandose aquellas que
presentaban magulladuras o lesiones y fueron desinfectadas con agua comdn
y una solucion de Hipoclorito de sodio al 0.05%. Para el equipo de destilacion
se utilizé 15a 20 L deagua. Unavez obtenido el productodestilado, se coloco
en la pera de decantacion para separarse de acuerdo a sus propiedades de
inmiscibilidad. Como ultimo paso se filtrd y vertioé en un frasco ambar estéril,
conservandose a una temperatura de 4 — 8 °C. Finalmente se lograron
recolectar 30 ml de aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto” que

fueron utilizados para la presente investigacion.

Para la realizacion de las diluciones del aceite esencial de Eucalyptus
globullus “Eucalipto” a concentracion de 50% y 25 % se utiliz6 como
solvente Alcohol etilico a 96°.

Tabla 1: Diluciones a los que se someti6 el aceite esencial de Eucalyptus

globullus “Eucalipto”.

Concentraciones Cantidad de Aceite Cantidad de Alcohol

dEeSIeﬁg‘ia;e Esencial 96° Volumen Final
25% 1.5mL 45mL 6mL
50% 3mL 3mL 6mL
100% 6mL - 6mL
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5.4.2. Variable de dependiente

Efecto antibacteriano

5.1.1.3. Conceptuacion:

Capacidad de inhibir el desarrollo y multiplicacién de agentes bacterianos

causantes de infecciones.

5.1.1.4. Operacionalizacion

5.5.

5.6.

Accion antibacterianadel aceite esencial de Eucalyptus globulus, “Eucalipto”,
sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus, clasificada como nula,

intermedio, sensible y altamente sensible.

Hipotesis

Existe diferencias significativas entre los halos de inhibicion de aceite

esencial de hojas de Eucalyptus globulus, Ceftriaxona y Ciprofloxacino en

cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Objetivos

5.6.1. Objetivo general

Determinar las diferencias entre los halos de inhibicién de aceite esencial de
hojas de Eucalyptus globulus, Ceftriaxonay Ciprofloxacino en cultivos in

vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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5.6.2. Objetivos especificos

1. Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus (Eucalipto), diluido al 100%, 50% y 25%, sobre
Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

2. Determinar la concentracion del aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus (Eucalipto), que tiene mayor efecto
antibacteriano sobre Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

3. Identificar a la bacteria que presenta mayor sensibilidad a la accion
antibacteriana aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus
(Eucalipto).

4. Comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus
globulus (Eucalipto), frente a Ceftriaxona y Ciprofloxacino sobre las

cepas Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

6. Metodologia

6.1. Tipo y disefio de la investigacion

6.1.1. Tipo

Investigacion prospectiva, descriptiva 'y transversal que permitio evaluar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Eucalyuptus globulus

(Eucalipto) sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Es una investigacion prospectiva, donde se recogieron los datos después de la
extraccion de aceite esencial de Eucalipto y se enfrentaron a cultivos in vitro de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Ademas, es una investigacion
descriptiva, porque los datos recogidos describen las caracteristicas de un
fenomeno en estudio, como el efecto del aceite esencial de eucalipto sobre

cultivos de Escherichia coliy Staphylococcus aureus. Y es una investigacion
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6.1.2.

6.2.

6.3.

6.3.1.

transversal porque el efecto del aceite esencial de eucalipto se estudio en un

solo momento.

Disefio

El disefio de la investigacion es experimental. En donde se obtuvieron los datos
del efecto del aceite esencial de eucalipto a diferentes concentraciones

establecidas por la investigadora.

Poblaciony muestra

La poblacion de estudio estuvo representado por cultivos in vitro en placas
Petri de Escherichia coliy Staphylococcusaureusy la muestra lo representd
36 placas Petri con cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

Técnicas e instrumentos de la investigacion

Técnicas

Para la obtencidn de datos la técnica que se utilizo es la observacion, que
permitio recoger la informacion o datos directamente de donde sucedieron los
hechos, a medida que la investigadora lo observo (Alvarez & Jugersosn,
2003; Martinez, et al., 2013). Informacion que se obtuvo al enfrentar el aceite

esencial de eucalipto a las bacterias en estudio.

Los procedimientos de laboratorio que se realizaron comprendieron:
1. ldentificacion taxondémica de las hojas de Eucalyptus globulus,
“Eucalipto” en la Universidad Nacional de Trujillo.
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6.3.2.

6.4.

2. Extraccion del aceite esencial de Eucalyptus globulus, “Eucalipto”,
mediante arrastre por vapor.

3. Activacidn e identificacion bioquimica de las bacteriasa utilizar: E. coli
y S.aureus.

4. Preparacion de las diluciones del aceite esencial de hojas de Eucalyptus
globulus, “Eucalipto”

5. Evaluacién del efecto antibacteriano aceite esencial de Eucalyptus
globulus, “Eucalipto”, sobre cultivos de E. coli y S. aureus. mediante el
método de difusidn en agar. Cada concentracion del aceite esencial de
eucalipto se repetira cinco veces por cada bacteria.

6. Clasificacidn del efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus
globulus, “Eucalipto” en nula, intermedio, sensible y altamente

sensible.

Instrumentos

Como instrumento de investigacion se utilizo un Registro en Excel donde se
considerd la especie bacteriana utilizada, la concentracion del aceite esencial
utilizada, el resultado de la accion antibacteriana que fue clasificada como

Sensible, Intermedio, Resistente.

Procesamiento y analisis de la informacion

La informacion recogida en el cuadro en Excel, fue revisaday procesada por
procedimientos de la estadistica descriptiva e inferencial, mediante el uso de
programas estadisticos especializados, cuyos resultados sirvieron para

elaborar tablas y figuras.
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7. Resultados

7.1.

7.1.1.

Determinacién del efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus (Eucalipto), diluido al 100%, 50% y 25%, sobre

Escherichia coliy Staphylococcus aureus

Efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus
(Eucalipto), diluido al 100%, 50% y 25% sobre Escherichia coli

Tabla 2. Halos de inhibicidon como efecto de la concentracion al 100%.

Haloenmm Frecuencia Porcentaje (%)
63,0 1 200
530 1 20,0
Validos 50,0 2 40,0
415 1 200
Total 5 100,0

Tabla 3. Halos de inhibicién como efecto de la concentracion al 50%.

Halo de inhibiciénen mm Frecuencia Porcentaje
32,0 1 200
31,0 1 200
. 30,0 1 200
Validos 250 1 200
19,5 1 20,0
Total 5 100,

Tabla 4. Halos de inhibicidn como efecto de la concentracion al 25%.

Halo de inhibiciénen mm Frecuencia Porcentaje
175 1 20,0
17,0 1 20,0
Validos 180 L 200
15,0 1 20,0
14,0 1 20,0
Total 5 100,0
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7.1.2. Efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus

(Eucalipto), diluido al 100%, 50% y 25% sobre Staphylococcus aureus

Tabla 5. Halos de inhibicidén como efecto de la concentracion al 100%.

Halo de imibiciénen mm Frecuencia Porcentaje
55,5 1 200
445 1 200
Validos 33,0 2 400
30,0 1 200
Total 5 100,0

Tabla 6. Halos de inhibicién como efecto de la concentracion al 50%.

Halo de imibicionen mm Frecuencia Porcentaje
275 1 20,0
23,0 1 20,0
Validos 16,0 1 20,0
14,0 2 40,0
Total 5 1000

Tabla 7. Halos de inhibicidén como efecto de la concentracion al 25%.

Halo de inhibicibnen mm Frecuencia Porcentaje
245 1 20,0
240 1 200
18,0 1 20,0
Validos
14,0 1 20,0
130 1 200
Total 5 100,0
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7.1.3. Resumendel efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas de Eucalyptus
globulus (Eucalipto), diluido al 100%, 50% y 25%, sobre Escherichia

coliy Staphylococcus aureus

Tabla 8. Resumen del efecto antibacteriano del aceite esencial.

Bacteria Concentracién Halo de Inhibicion

© Aceite al 100%

5 _ 51.5
53 Aceite al 50%

§ 27.5
w Aceite al 25%

p 15.9
S o Aceiteal 100%

S @ 39.2
23 Aceite al 50%

£ 18.9
o

S

v 18.7

PNWAUTD
COLO0000
cooocoooo

Aceite al Aceiteal Aceiteal Aceiteal Aceiteal Aceiteal
100% 50% 25% 100% 50% 25%

Escherichia coli Staphylococcus aureus

Figura 1. Resumen del efecto antibacteriano del aceite esencial.

Interpretacion: Las tablas 2 al 7, evidencian los datos que describen el
comportamiento de la actividad antibacterial de acuerdo a la concentracion
del aceite esencial de Eucalyptus globulus, sobre cultivo in vitro de Escherichia
coliy Staphylococcus aureus. En latabla 7 y figura 1, se registra el resumen de
los promedios de los didmetros de los halos de inhibicidn, evidenciandose que
las concentraciones del aceite esencial al 100%, 50% y 25% frente a los
cultivos in vitro de E. coli, son 51.5 mm, 275 mm y 159 mm
respectivamente. Y las mimas concentraciones frente al cultivo in vitro de S.
aureus, los halos de inhibicion son de 39.2 mm, 18.9 mm y 18.7 mm
respectivamente. Esto evidencia que ambas bacterias son sensibles a las

diferentes concentraciones del aceite esencial de Eucalyptus globulus.
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7.2.

Determinacién de la concentracion del aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus (Eucalipto), que tiene mayor efecto antibacteriano

sobre Escherichia coliy Staphylococcus aureus

Tabla 9. Estadistica descriptiva de los halos de inhibicion

C.V.
(%)
Aceite esencial al 100% frente a E. coli 4150 63.00 51.50 7.73 15.01
Aceite esencial al 50% frente a E. coli 1950 32.00 27.50 5.22 18.98

N Valor Valor
5
5

Aceite esencial al 25% frente aE. coli 5 1400 1750 1590 143 9.01
5
5
5

Min.  Max. Media D.E.

Concentracion delagente inhibidor

Aceite esencial al 100% frentea S. aureus 30.00 5550 39.20 10.67 27.22

Aceite esencial al 50% frentea S. aureus 14.00 2750 1890 6.07 32.10
Aceite esencial al 25% frente a S. aureus 13.00 2450 18.70 5.40 28.90

60.0 515 MEDIA COEFICIENTE DE VARIACION
50.0 T

] 39.2
40.0

27.5 ! I
30.0 7 p

0 0 159
200 5.

p “ I 9.0
100 < D 1=
00

Aceite Aceite Aceite Aceite Aceite Aceite

esencial al esencialal esencialal esencialal esencialal esencialal

100% frente 50% frente 25% frente 100% frente 50% frente 25% frente

a E. coli a E. coli aE coli aS.aureus aS.aureus aS.aureus

Figura 2. Estadistica descriptiva de los halos de inhibicion

Interpretacion: La tabla 9 y la figura 2, registran la accion antibacteriana del
aceite esencial de Eucalyptus globulus, donde se observa que las
concentracionesal 100%, tiene mayor actividad antibacterial frente a cultivos
in vitro de Escherichia coliy Staphylococcus aureus. Teniendo valores de halos
de inhibicién en Escherichia coli, 51.5 mm y en Staphylococcus aureus, 39.2

mm.
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7.3.

7.4.

Identificacion de la bacteria que presenta mayor sensibilidad a la accion

antibacteriana aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus (Eucalipto)

Tabla 10. Sensibilidad de Escherichia coli y Staphylococcus aureus ante

aceite esencial de Eucalyptus globulus.

Bacteria Escherichia. coli Staphylococcus aureus

Concentracion del aceite esencial 100% 50% 25% 100% 50% 25%

Numero de datos 5 5 5 5 5 5

Media de halo de inhibicién (mm) 51.5 27.5 15.9 39.2 18.9 18.7

Condicion bacteriana Altamente Sensible Sensible Altamente Sensible  Sensible
sensible sensible

Interpretacion: La tabla registra los valores de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de Eucalyptus globulus frente a
cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, notando que la
bacteria que presenta mayor sensibilidad es Escherichia coli, presentando un
didmetro del halo de 51.5 mm, evidenciando que la bacteria es altamente

sensible.

Comparacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus
globulus (Eucalipto), frente a Ceftriaxona y Ciprofloxacino sobre las

cepas Escherichia coliy Staphylococcus aureus

Tabla 11. Comparacion del efecto antibacterial entre los tratamientos.

Agente Antibacterial
- Aceite esencial de Eucalyptus .
Bacteria globulus Medicamento
100% 50% 25% Media Ciprofloxacino Ceftriaxona
Escherichia. coli 515 275 15 31.3 229 .
Staphylococcus aureus 39.2 189 187 25.6 - 28.2

Interpretacion: En la tabla 11 se evidencia que al 100% de aceite esencial, el
efecto antibacterial es superior a los de Ceftriaxonay Ciprofloxacino frente a
cultivo in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Pero al
comparar con los promedios del aceite, los efectos de Ceftriaxona y

Ciprofloxacino son més efectivos.
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Contrastacion de la hipotesis de la investigacion

Para la prueba de hipétesis se siguieron los cinco pasos recomendados por la
literatura cientifica:
1. Plantear las hip6tesis estadisticas.
Especificar el Nivel de significancia (a).
Seleccionar el Estadistico de prueba.

Establecer la regla de decision.

ok n

Tomar la decision y conclusion.

1. Plantear las Hipdtesis Estadisticas
> La hipotesis planteada (H1): “Existe diferencias significativas entre

los halos de inhibicién de aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus,
Ceftriaxona ay Ciprofloxacino en cultivos in vitro de Escherichia coliy
Staphylococcus aureus”.

> La hipdtesis nula (Ho): “No existe diferencias significativas entre los
halos de inhibicidn de aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus,
Ceftriaxonay Ciprofloxacinoen cultivos in vitro de Escherichia coli y

Staphylococcus aureus”.

Se debe recordar, que, al realizar la prueba de hipdtesis, esta se hace en la
hipotesis nula (HO). En este sentido, se plantean las hipotesis estadisticas:

> Ho: X1 =X =X3=X4=X5=Xg = X7 = Xg
> Hil Xa# Xo# X3 # XaF X5 # X6 # X1 # X8

2. Especificar el Nivel de significancia (o)

El Nivel de Significancia para la presente investigacion fue de 0,05 (a =

0,05) y un nivel de confianza del 95%.
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3. Seleccionar del estadistico de prueba

El estadigrafo de prueba es el andlisis de varianza (ANOVA) y para su

comprobacion, se hizo uso de la prueba de Tukey.

3.1. Analisis de varianza (ANOVA) de los datos de los halos de inhibicion
de aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus, Ceftriaxona y
Ciprofloxacino en cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

Tabla 12. Estadistica descriptiva de los halos de inhibicion

Intervalode confianza

5 o
s 23 X Valor
Agente B 8 2 cv _Dbara la media al 95% .
antibacterial > 23 Liminf  Limsup Min Méx
[a]

Aceite al100%

enE. coli 5 515 77 150 419 611 415 63.0
Aceiteal50% 5 975 52 190 21.0 340 195 320
en E_. coli

Aceiteal2s% 5 159 14 90 14.1 177 140 175
enkE. coli
Aceiteall00% 5 395 107 272 26.0 524 300 555
enS.aureus
Aceiteal50% 5 189 g1 321 11.4 264 140 275
ensS.aureus
Aceiteal25% 5 197 54 289 12.0 254 130 245
en_S.aureus_

Ciprofloxacino 3 335 g 17 31.7 346 325 335
enE. coli

Ceftriaxonaen 3 289 (5§ 20 267 296 275 285
S. aureus _ _ _ _ _ _ _ .
Total 36 290 1319 220 245 334 130 630

Tabla 13. Analisis de Varianza (ANOVA) de los halos de inhibicién

ANOVA Suma de gl Media F Valor Sig.
cuadrados cuadratica (Valor de “p”)
Inter-grupos 5015,354 7 716,479 18,630 000
Intra-grupos 1076,833 28 38,458
Total 6092,188 35
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3.2. Pruebas Post Hoc de Tukey de los halos de inhibicidn.

Tabla 14. Pruebas Post Hoc de Tukey.

Tratamiento N Subconjunto paraalfa=0.05
1 2 3
Aceite al25% en E.coli 5 15,900
Aceite al 25% en S.aureus 5 18,700
Aceiteal50%en S. aureus 5 18,900
Aceiteal50% en E.coli 5 27,500 27,500
Ceftriaxonaen S.aureus 3 28,167 28,167
CiprofloxacinoenE. coli 3 33,167
Aceiteal100%en S. aureus 5 39,200 39,200
Aceiteal100% en E,coli 5 51,500
Sig. 112 ,146 ,110
60,0

s 50,0

T

=

=

EI 40,0

°

<

I

& 30,0+

s

o

L

= 20,0

10,0

102'3 U2 %001 B Y20~
1102°3 U3 %05 |8 330

1109'3 UB %57 [e 2}20Y

SNaIne 'S ua %001 (e 2)a0Y-
SNaIne 'S Ua 905 [e 2120

Tratamiento

SNaUne'S U3 957 [B Y30y

1102 "3 ua ouexolo.din]

SNaJne °S ua euoxelyad

Figura 3. Distribucion de las medias de los halos segin la prueba de

Tukey.
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4. Establecer la regla de decision

Al determinar el valor de “p” segin ANOVA quees igual a 0.000, se

puede establecer la siguiente regla de decision:
> Si p>0.05, se acepta Hoy se rechaza Ha.
> Si p<0.05, serechaza Hoy se acepta Hi.

5. Toma de decisiény conclusion

Al determinar el valor de “p” a través de ANOVA'y corroboradacon la
prueba de Tukey, se puede decidir:

> p<a

> 0.000<0.05

La “p” a partir de los estadigrafos muéstrales, es menor que el nivel de
significancia (¢ =0.05), entonces se puede decir que “Existe diferencias
significativas entre los halos de inhibicion de aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus, Ceftriaxonay Ciprofloxacino en cultivos in vitro de

Escherichia coliy Staphylococcus aureus”.

8. Andlisisy discusion

8.1. Analisis

El efecto antibacterial a diferentes concentraciones de aceite esencial de las
hojas de “eucalipto”, en cultivo de Escherichia coliy Staphylococcus aureus,
se encuentra registrado en las tablas 2 al 7, donde se observa los halos de
inhibicién de las diferentes concentraciones. En la tabla 8 y figura 1, se
evidencia el resumen de los promedios de los diametros de los halos de
inhibicion, evidenciandose que las concentraciones del aceite esencial al
100%, 50% y 25% frente a los cultivos in vitro de E. coli, son 51.5 mm, 27.5
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mm y 15.9 mm respectivamente. Y, las mimas concentraciones frente a los
cultivos in vitro de S. aureus, los halos de inhibicion son de 39.2 mm, 18.9
mm y 18.7 mm respectivamente. Esto evidencia que ambas bacterias son

sensibles a las diferentes concentraciones del aceite esencial de “eucalipto”.

En la tabla 8 y la figura 2, registran halos de inhibicion de la accion
antibacteriana del aceite esencial de “eucalipto”, observandose que las
concentracionesal 100%, tiene mayor actividad antibacterial frente a cultivos
de Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los halos de inhibicion en
promedio para Escherichia coli, es de 51.5 mm y en Staphylococcus aureus,
39.2 mm, evidenciandose que dichas bacterias son altamente sensibles a

concentraciones de 100% de aceite esencial de “eucalipto”.

En la tabla 10 se registra los valores de los halos de inhibicion de las
diferentes concentraciones del aceite esencial de “eucalipto” frente a cultivos
de Escherichia coli y Staphylococcusaureus, observando que la bacteria que
presenta mayor sensibilidad es Escherichia coli, con un didmetro del halo de
inhibicion de 51.5 mm, comprobando que la bacteria es altamente sensible al

aceite esencial de “eucalipto”.

Al comparar los efectos antibacterianos del aceite esencial de las hojas de
“eucalipto” frente a Ceftriaxona y Ciprofloxacino, se evidencia que a una
concentracion del 100% del aceite, la actividad antibacterial es superior a los
de Ceftriaxona y Ciprofloxacino frente a cultivo de Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Pero sise observael promediode laaccidn antibacterial
del aceite esencial en ambas bacterias, se puede notar que los efectos de
Ceftriaxona y Ciprofloxacino son mas efectivos, muy a pesar que en todas las
concentraciones de aceite se observa la sensibilidad de las bacterias,
reduciéndose el halo de inhibicion a medida que se reduce la concentracion del

aceite esencial.
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8.2.

Para la prueba de hipétesis, se sigui6 los 5 pasos recomendados por la literatura
cientifica. Para ello se utilizo un nivel de significancia (¢) de 0.05 conun nivel
de confianza del 95% y como estadistico de prueba de hipotesisa ANOVA
(Analisis de Varianza) y como prueba o corrobacionde ANOVA se hizo uso
de la prueba Post Hoc de Tukey. La tabla 12, registra el anélisis estadistico
descriptivo de los 8 datos que corresponde a los promedio de los halos de
inhibicién de cada tratamiento (Concentraciones del aceite Ceftriaxona y
Ciprofloxacino), destacando que la media de todos los datos analizados es
de 29 mm, lo que indica que en promedio las bacterias son sensibles a todos
los tratamientos y, ademéas de ello, el coeficiente de variacion al tener un
valor (22%) menor al 30% (valores menor al 30% son representativos de la
poblacion estudiaday mayores no son representativos) sefiala que estos datos
son representativos de la poblacién estudiada.

La tablal3, registra el analisis de ANOVA, donde se evidencia un valor de
“p” de 0.000, valor que indica que hay diferencia en los halos de inhibicion
entre los tratamientos. Dicho andlisis esta corroborado por la prueba Post
Hoc de Tukey, cuyos datos se encuentraen la tabla 14 y figura 3, donde se
evidencia que existe diferencia en los halos de inhibicion de los diferentes

tratamientos.

Con datos obtenidos en la prueba de ANOVA y la prueba de Tukey, y
tomando en cuenta la regla de decision, se puede sefialar que con un nivel de
significancia de 0.05, un nivel de confianza de 95% y un valor de “p” de
0.000, existe diferencias significativas entre los halos de inhibicion de aceite
esencial de hojas de “eucalipto”, Ceftriaxonay Ciprofloxacino en cultivos de

Escherichia coliy Staphylococcus aureus

Discusiones
La presente investigacion se realizé con el objetivo de evaluar el efecto

antibacteriano del aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus, “Eucalipto”,

sobre cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus aureus.
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Para la evaluacion primero se extrajo el aceite esencial de Eucalyptus globulus,
“Eucalipto” de hojas verdes por el método de destilacion por arrastre de
vapory se diluyo a las concentraciones 100%, 50%, 25%, luego se enfrento a
las cepas bacterianas mencionadas anteriormente, y se comparé con discos
de sensibilidad de Ceftriaxonay ciprofloxacino.

Los resultados encontrados y que se muestran en la tabla 2 hasta 7, nos
demuestra que el aceite esencial de Eucalyptus globulus, “Eucalipto” inhibe
el crecimiento bacterianoa diferentes concentraciones 100%, 50%Yy 25% frente
a los cultivos in vitro de E. coli, obteniéndose como medida promedio de los
halos de inhibicion 51.5 mm, 27.5 mm y 15.9 mm respectivamente. De igual
forma las mismas concentraciones frente a los cultivos in vitro de S. aureus, se
observaron valores de diametro de 39.2 mm, 189 mm y 18.7 mm
respectivamente, por lo consiguiente se verifica que si existe efecto
antibacteriano y que las cepas utilizadas son sensibles a todas las

concentracionesa las que se diluyo el aceite esencial.

Observandose que la bacteria que presenta mayor sensibilidad es Escherichia
coli (tabla 10), con un diametro de 51.5 mm. Se comparé el efecto
antibacteriano del aceite esencial de las hojas de Eucalyptus globulus con
Ceftriaxona y Ciprofloxacino (Tabla 11), donde se observa que tanto S.
aureus como E. coli son sensibles a estos dos antibioticos, y que su efecto es
mayor en comparacion con el aceite esencial, pero sin descartar que a mayor

concentracion del aceite esencial el halo de inhibicion puede ser mayor.

Estos resultados guardan relacion con lo encontrado por Amaya (2019) quien
utilizo concentraciones de aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”,
a concentraciones de 100%, 75%, 50%, 25%, sobre Staphylococcus aureus,
pero demostrando que solo se logrd inhibir el crecimiento bacteriano a
concentracion de 100% con un halo de inhibicion de 17.3 mm, concluyendo
que si existe efecto antibacteriano pero este es menor que el causado por

oxacilina diluida a 1 ug in vitro cuyo halo de inhibicién 35.4 mm.
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Por otro lado, Armas (2019), determind que el aceite esencial de Eucalyptus
globulus “Eucalipto”, es eficaz a la concentracion de 100% encontrando halos
de inhibicion de 19.56 mm sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente
(MRSA), y concluye que a mayor concentracién tiene mayor efecto
antibacteriano, pero al compararlo con Gentamicina (35.4 mm) la actividad

antibacteriana es minima.

De modo idéntico, Orbegozo (2019), realizo su estudio en cepas de Klebsiella
pneuminiae productoras de betalactamasas de espectro extendido, mostré que
halos de inhibicion frente a aceite esencial de Eucalyptus globullus
“Eucalipto” llevado a concentraciones de 75% y 100% obtuvo medidas en los
halos de inhibicion de 19.6 mm y 12.9 mm en promedio respectivamente,
evidenciando que, si existe actividad antibacteriana, pero es menor que

Meropenem un antibidtico de amplio espectro.

Quien logré obtener mejores resultados fue Quispe (2018), estudid la
actividad antibacterianadel aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto”
y encontré que los halos de inhibicion fueron de 20.9 mm para la concentracion
al 100% y 16.8 mm para el 75%; sin embargo, estos no lograron superar
a los resultados obtenidos por Cotrimozaxol cuyo halo de inhibicionfue de 29.9

mm sobre E. coli

Por lo contrario, Pérez (2019) en su investigacién, no logré demostrar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”,
sobre Porphyroma gingivalis, puesto que todos los valores de los halos de
inhibicién obtenidos fueron menores a 6.9 con lo que concluyé que el aceite
esencial de Eucalipto tiene actividad antibacteriana muy baja, considerando a

Porphyroma gingivalis resistente al aceite esencial de Eucalyptus globulus.

Como se puede observar la mayoria de los estudios muestran que el aceite

esencial de “eucalipto”, tiene efecto antibacteriano y que a mayor

27



concentracion mejor efecto. Esto se debe a su composicion de cineol o
eucaliptol, un monoterpeno que le confiere la actividad antibacterianay a las
caracteristicas propias de los aceites esenciales como es la hidrofobicidad que
ayuda a que esté penetre la pared bacteriana ocasionando lisis y por
consiguiente su destruccion. Montero y etal. (2019) citan a EI Asbahani, (2015)
y Bakkali, et al. (2008) quienes explican que la actividad antibacterial y
antifungica se debe a los fenolesy monoterpenos que poseen, ya que estos son
accionan directamente con el citoplasma del patdgeno o puede sertambién,
por su propiedad de hidrofobicidad lo cual le permite incorporarse a los lipidos

de la membrana, permitiendo la fuga de ionesy otros compuestos de la bacteria.

Sin embargo, si comparamos los halos de inhibicion obtenidos en los estudios
anteriores con los que se encontraron en esta investigacion, se puede sefialar
que existe diferencia entre las cepas utilizadas, resultando ser altamente
sensibles. Ante esto, se puede considerar que multiples pueden ser las causas
que produzcanestas variantes como la recoleccién, seleccidén y conservacion de
la materia vegetal, puesto que la mayoria de las plantas una vez cortadas puede
sufrir alteraciones que influyen en su actividad terapéutica y que pueden
afectar directamente los principios activos. EI método de obtencion del aceite
esencial, determina el indice y pureza del mismo; esto esimportante,
debido a que un contenido de agua superior afecta la calidad y pureza de la

droga.

Orbegozo (2019) cita a Dhakad et al. (2018) y Mohamed y Ibrahim (2007)
quienes afirman que la actividad antimicrobiana del aceite esencial de
Eucalyptus ha sido estudiada por varios investigadoresy es conocido ya que
sus principales componentes exhiben toxicidad contra una amplia gama de
microbios, incluidas bacterias y hongos transmitidos por el suelo y patégenos
post cosecha. El estudio fotoquimico en ‘“eucalipto” ha encontrado un

componente llamado Eucalyptone G, el cual es activo contra bacterias
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grampositivas como Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus con zona de
inhibicién de 16 mm de didametro después de 24 horas de incubaciona 37°Cy
también altamente activo contra bacterias gramnegativascomo Escherichia coli

con zona de inhibicién de 19 mm de didmetro.

Lo mencionado por estos autores, se corrobora en esta investigacion pues el
aceite esencial de “eucalipto ”diluido adiferentes concentracionesy enfrentado
a cepas de S. aureusy E. coli demostr6 que ambas bacterias son altamente
sensibles. Ademas, nos hacen mencion que esta actividad se debe a un nuevo
componente encontrado en el aceite esencial, Eucaliptone G, un compuesto que
pertenece a la familia de los floroglicenoles que son conocidos por poseer

actividades bioldgicas los cuales podrian ser motivo de estudios posteriores.

La prueba de hipotesis, y su corrobacion con ANOVA mediante el método de
Post Hoc de Tukey indica que en promedio las bacterias son sensibles a todos
los tratamientos, donde se evidencia un valor de “p” de 0.000, valor que
indica que hay diferenciaen los halos de inhibicion entre los tratamientos del
aceite esencial de hojas de “eucalipto”, Ceftriaxona y Ciprofloxacino en
cultivos in vitro de Escherichia coliy Staphylococcus aureus con un nivel de
confianzade 95%.

Ante los resultados encontrados en el presente estudio, se evidencia que el
aceite esencial de hojas de “eucalipto”, si tiene efecto antibacteriano sobre
las cepas Escherichia coliy Staphylococcusaureus in vitro, y donde a mayor
concentracion del aceite esencial, mayor sera el efecto inhibitorio sobre las
cepas de las bacterias estudiadas. En relacion a lo anterior, este trabajo
propone plantear su uso como unaalternativay/o coadyuvante en el tratamiento

de infecciones bacterianas.
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9. Conclusionesy recomendaciones

9.1. Conclusiones

9.1.1.

9.1.2.

Del objetivo general

Con un nivel de significancia de 0.05, un nivel de confianza de 95% y un
valor de “p” de 0.000, existe diferencias significativas entre los halos de
inhibicion de aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus, Ceftriaxona y
Ciprofloxacino en cultivos in vitro de Escherichia coli y Staphylococcus

aureus.

De los objetivos especificos

Las concentraciones de 100%, 50% y 25% de aceite esencial de hojas de
Eucalyptus globulus, tiene efecto antibacterial sobre cultivos in vitro de

Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

La concentracion de 100% de aceite esencial de hojas de Eucalyptus
globulus, tiene el mayor efecto antibacterial frente a cultivos in vitro de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con halos de inhibicion de 51.5

mmy 39.2 mm respectivamente.

Con un halo de inhibicion en promedio de 31.3 mm, Escherichia coli, es la
bacteria que presenta la mayor sensibilidad frente a concentraciones de aceite

esencial de hojas de Eucalyptus globulus.

El aceite esencial de hojas de Eucalyptus globulus, a una concentracién de
100% tiene mayor efecto antibacterial que Ceftriaxona y Ciprofloxacino, frente
a cultivos in vitro de Escherichia coliy Staphylococcus aureus. Sin embargo,
con un halo promedio, Ceftriaxona y Ciprofloxacino tiene mayor efecto

antibacterial que las concentraciones de aceite esencial de hojas de

Eucalyptus globulus.
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9.2. Recomendaciones

Realizar diluciones del aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto” a
concentraciones minimas (5%, 1%, 0.5%) y observar si continda inhibiendo el

crecimiento bacteriano.

Utilizar otras técnicas de susceptibilidad antimicrobiana para verificar la

actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto”.

Evaluar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Eucalyptus globullus
“Eucalipto” en otro tipo de bacterias que presenten resistencia a multiples

antibioéticos.

Efectuar nuevos estudios del aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto”
en otro grupo de antibiotico que sean de mas amplio espectro para comparar su

actividad antibacteriana.

Realizar estudios de estabilidad al aceite esencial de Eucalyptus globullus
“Eucalipto” para identificar cambios que puedan producirse durante el proceso

de extraccidn o almacenamiento, y que afecten sus propiedades terapéuticas.
Ejecutar estudios in vivo en animales de experimentacion para determinar su

eficacia antibidtica, determinar reacciones adversas y la toxicidad que pueda
ocasionar el uso del aceite esencial de Eucalyptus globullus “Eucalipto”.
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12. Anexosy apéndices

12.1. Anexos

Anexo A: Instrumento de investigacion

Matriz para recojo de informacion

Concentracién del AE

Controles

Repeticién bI;cStFZziiceilﬁa 25% 50% 100% Ciprofloxacino | Cefalexina
mm [Res. [mm |Res. |mm [Res. [mm Res. mm_ [ Res.
Mm Medida del didmetro (en mm) del halo de inhibicién del crecimiento
Res. Resultado: S (sensible), I (Intermedio), R (Resistente)
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Anexo B: Evidencias fotograficas

Recoleccion y seleccion de las hojas de Eucalyptus globulus “cucalipto”

Foto 1: Recoleccion de las hojas de Eucalyptus globulus “Eucalipto” en el
departamento de Cajamarca, Provincia San Miguel, Distrito San Pablo

Foto 2: Seleccidn de las hojas de Eucalyptus globulus “Eucalipto”, teniendo en
cuenta aquellas que se encontraban sanas y sin magulladuras, y que no
presentaban lesiones.
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Extraccion del aceite esencial de Eucalyptus globulus “eucalipto”.

Foto 3: Equipo extractor de arrastre de vapor perteneciente al Laboratorio de
Farmacognosia - Farmacoboténica de la Facultad de Farmacia y

Bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo.

Foto 4: Aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”, obtenido mediante
método de arrastre de vapor, fue separado en la pera de decantacién en
sus dos fasesinmiscibles (acuosa, oleosa) para luego serenvasado en un

frasco ambary conservado a temperatura de 4 — 8 °C.

42



Obtencién y sembrado de las cepas Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

Foto 5: Seleccion de las colonias de las cepas de E. coli y S. aureus, que
fueron sembrados en una placa de agar Mac Conkey, para luego ser
transferidas a los tubos de ensayo que contienen caldo BHI y ser

incubados a temperaturade 37 °C.

Foto 6: Inoculacion de las cepas de E.coliy S. aureus en las placas de agar
Mueller Hinton, con ayuda del hisopo se estri6 en diferentes

direcciones para asegurar una distribucion uniforme de los inéculos,

se dejaron secar, para luego colocar los discos.
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Dilucién del aceite esencial de Eucalyptus globulus “eucalipto™.

Foto 7: Aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”, obtenido por
método de arrastre de vapor, que fue diluido a las concentraciones de

100, 50, 25% parael desarrollo de la presente investigacion.

Foto 8: Preparacion de las diluciones del Aceite esencial de Eucalyptus globulus
“Eucalipto”, se diluy6 de manera proporcional, utilizando como
solvente alcohol etilico 96° y se colocaron en 3 tubos protegidos con

papel aluminio.
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Evaluacion del efecto antibacteriano.

Foto 9: La técnica que se utilizd fue el Método de difusion en discos, se
colocaron los discos elaborados con papel kraf en la superficie de cada

una de las placas sembradas con E.coliy S. aureus.

Foto 10: En cada placa sembradas con las cepas bacterianas se colocaron los
discos impregnados de aceite esencial de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” a concentracién de 100%, 50%, 25%. Se rotularony se

realizaron 5 repeticiones
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Foto 11: Colocacionde losdiscos de sensibilidad de los antibioticos Ceftriaxona
y Ciprofloxacino que se utilizaron como grupo control para
comparar el efecto antibacteriano del aceite esencial de

Eucalyptus globulus “Eucalipto”.

posterior lectura e interpretacion de resultados.
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Lectura e interpretacion de resultados.

Foto 13: Placa Petri que contiene E. coli y se le agrego aceite esencial de
Eucalyptus globulus “Eucalipto” al 100% dando como resultado

promedio un halo de inhibicién de 51.3mm

Foto 14: Placa Petri que contiene E. coli y aceite esencial de Eucalyptus
globulus “Eucalipto” al 50% como resultado el halo de inhibicion midio
27.5mm
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Foto 15: Placa Petri que tiene E. coli y aceite esencial de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” al 25% cuya medida del halo de inhibicion fue 15.9mm

como promedio.

Foto 16: Se muestra la Placa Petri que tiene S. aureus y aceite esencial de
Eucaliptus globulus “Eucalipto” al 100%; tras ser medido el halo de
inhibicion dio como resultado 40.75 mm como promedio.
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Foto 17: Se observaunaPlacaPetri con S. aureusy aceite esencial de Eucaliptus
globulus “Eucalipto” al 50 %; la medido del halo de inhibicion

obtenida es de 18.9mm

Foto 18: Se logra visualizar que el halo de inhibicién de la Placa Petri que
contiene S. aureus y aceite esencial de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” al 25% midi6 18.7 mm.
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Foto 19: Se observa los halos de inhibicién de los discos de sensibilidad de
Ceftriaxona frente a S. aureusy midieron 33.7 mm en promedio.

Foto 20: Se muestran los halos de inhibicién de los discos de sensibilidad de
Ciprofloxacino a E. coli y se obtuvo como medida promedio 28.17

mm.
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12.2. Apéndices

Apéndice A: Identificacion Taxondmica de las hojas e Eucalyptus globulus

labill “Eucalipto”
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Apéndice B: Extraccidn del aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto”.

Condictones de efriperacion
ded-¥°

RECOLECCION DE HOIAS DE
Evealptusglobulus lail
“EUCALIPTO’

!

SELECCION Y PESADO

* S utllzaron 10 Kg de hojas

Tietdes,

'

LAVADO Y DESINEECCION

— Con Hipoclonto de sodio

|

0.05%y agua comin

EXTRACCON DEL ACEITE
ESENCIAL

— S somefe aetullcon y e
evapora | agua el aete

|

DECANTACION

— Separacton por dierencia de
densided

|

—

ALMACENAMIENTO

| filrdo y envaado en
faseo ambr.
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Apéndice C: Reactivacion de las Cepas bacterianasy Sembrado en las placas de

Agar Mueller Hinton.

Escherihio coli (ATCC29922)
/ijij>

Sembrado en placas

Caldo Infusion de Agar Mueler
cerehro corazon (BH)) Hinton
Seincubana 37°C, Seincubas
verfcar turbder temperatura 37 C

Staphylococcus aureds subsp,
oureus (ATCC 25923-MINFPACK)
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Apéndice D: Método de Difusion en Agar para prueba de susceptibilidad
antimicrobiana.

Acerte \'A? 1. r ﬁi
esencial ’ | ‘ [
| = 3nLdeAlololgs’ 450 Aokl 9
== (L deAR ,_‘ 3L AR o 1.5mL AR
| U U
0o 100% 0% 5%

Se sumergen los discos elaborados con papel kraf en cada uno de los tubos de ensayo que conttenen
las diluctones, y luego son colocados en Las placas sembradas con las cepas de . coliy §. aureus,

Incubar a 37° por 24 horas
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Apéndice E: Colocacion de los discos de sensibilidad de Ceftriaxona y

Ciprofloxacino frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli

respectivamente.

CEPADE
Staphilococcus
aureus

DISCOS DE
SENSIBILIDAD DE
CEFTRIAXONA

INCUBAR A TEMPERATURA DE 37° POR 24HORAS

SE REALIZARAN 3

DISCOS DE REPETICIONES

SENSIBILIDAD DE
Ciprofloxacino

CEPA DE

Escherichia coli

INCUBAR A TEMPERATURA DE 37° POR 24HORAS
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