UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“Dr. FRANCISCO BATTISTINI CASALTA"
COMISION DE TRABAJOS DE GRADO

ACTA
TG-2024-02-34

Los abajo firmantes, Profesores: Prof. IVAN AMAYA Prof. YTALIA BLANCO y Prof. FERNANDO
LINARES, Rgunigdos en:

a la hora:
Constituidos en Jurado para la evaluacién del Trabajo de Grado, Titulado:

SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp y

Pseudomonas aeruginosa A ACEITES ESENCIALES DE HOJAS DE UN GRUPO DE Eucalyptus
globulus

Del Bachiller Cruz Centeno Cainely Elianis C.1.: 28112648, como requisito parcial para optar al Titulo de
Licenciatura en Bioanalisis en la Universidad de Oriente, acordamos declarar al trabajo:

VEREDICTO
APROBADO MENCION APROBADO MENCION
REPROBADO APROBADO HONORIFICA PUBLICACION ( N

En fe de lo cual, firmamos la presente Acta.

En Ciudad Bolivar, a los 03 dias del mes de W de 207 ?’

Prof. 1 AYA
Miem tor

Prof:. LINARES
Miembro Principal

Miembro Principal

Prof. IVAN
Coordinador comi

4 o W
DEL PUEBLO VENIMOS / HACIA EL PURBID VAMOS
. " ilva- Sector Barrio Ajuro- Edificio de Escucla Ciencias de la Salud- Planta Baju- Ciudad Bolivar- Edo. Bolivar- Venezuela
Avenida José Méndez elc Columbo Silva- Sec Teléfono (0285) 6324976



UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. FRANCISCO BATTISTINI CASALTA”
COMISION DE TRABAJOS DE GRADO

ACTA
TG-2024-02-34

Los abajo firmantes, Profesores: Prof. IVAN AMAYA Prof. YTALIA BLANCO y Prof. FERNANDO

LINARES, Reynidos en: ) ) -
%M/!}\ /2 /2 Wit o ph .
ala hora: el S o= J / [ J

Constituidos en Jurado para la evaluacién del Trabajo de Grado, Titulado:

SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp y

Pseudomonas aeruginosa A ACEITES ESENCIALES DE HOJAS DE UN GRUPO DE Eucalyptus
globulus

Del Bachiller Navarrete Villarroel Maria Eugenia C.1: 28032067, como requisito parcial para optar al
Titulo de Licenciatura en Bioanilisis en la Universidad de Oriente, acordamos declarar al trabajo:

VEREDICTO
APROBADO MENCION APROBADO MENCION
REPROBADO APROBADO HONORIFICA PUBLICACION ><

En fe de lo cual, firmamos la presente Acta.

En Ciudad Bolivar,alos £ dias del mes de W e 2_07,?

d
Prof. IVA AYA
Miembrg Thitor
Prof. YTALI ANCO Prof. ANDO LINARES

Miembro Principal e Miembro Principal
OO DES

. 0 BO %

Prof. IVAN AMAYF ROPRI

DEL PUEBLO VENIMOS / lHACIA EL PUEBLO VAMOS
Avenida José Méndez c/e Columbo Silva- Sector Barrio Ajuro- Edificio de Escucla Ciencias de la Salud- Planta Baja- Cji i :
Teléfono (0285) 6324976 aja- Ciudad Bolivar- Edo. Bolivar- Venczucla.



UNIVERSIDAD DE ORIENTE
Nucleo Bolivar
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD

“Dr. Francisco Battistini”

DEPARTAMENTO DE PARASITOLOGIA Y MICROBIOLOGIA

SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa A
ACEITES ESENCIALES DE HOJAS DE UN GRUPO DE
Eucalyptus globulus

Tutor académico: Trabajo de Grado Presentado por:

Lcdo. Amaya, Ivan Br: Cruz Centeno, Cainely Elianis

Co-tutor: C.I: 28.112.648

Lcdo. Gonzalez, Cruz Br: Navarrete Villarroel, Maria Eugenia
C.I: 28.032.067

Como requisito parcial para optar por el titulo de Licenciatura en Bioanalisis

Ciudad Bolivar, abril 2024



INDICE

INDICE ..ottt iv
AGRADECIMIENTOS ...t Vi
DEDICATORIA ..ottt sttt Xi
RESUMEN .....oiiiiiiiit ettt anas Xiii
INTRODUGCCION ..ottt 1
JUSTIFICACION ....oooiiiiiccietts et 10
OBUIETIVOS ...ttt sttt ettt nesne e 12
ODBJELIVO GENETAL......ccuiieiceieciece et 12
ODbjetivos €SPECITICOS ......cuiiiiiiiiiie e 12
METODOLOGIA.......ooviieieiciceeeesese et 13
TIPO A€ ESTUAIO......eeeieeie ettt 13
POBIACION ..o 13
IMIUBSTI ...ttt snb e e e nnn e e nnneeea 13
ConfecCion de 10S dISCOS ......cveverieireiecie e 15
Control de Calidad..........coveieiiiiieiece s 16
Preparacién de los discos de sensibilidad.............cccccoovveiiiiiiiiiiece e, 16
PreparaCion 0 AQAr .......ccoveiieieee ettt sre e sre e 17
RESULTADOS ...ttt et e e e e e nnee s 19
Recoleccidn de la planta e identificacion botanica.............ccccocevevivivieenenene 19
Procesamiento de 1S MUESLIAS .........ccveieierierinie e 20
POF AECOCCION L. .iiiiieiieieiesie ettt 20
POF TECOCCION 2.ttt esre e enne e e 21
POI MACEIAUOD ......c.veeeieiiieie ettt ste et este e ereestaeneeenaesneeneeas 21
POF Ola de PreSION .....cueevieieie ettt eneas 23
Preparacion de las distintas dilUCIONES ...........cccevieieiieiecie e 24
Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad................ccccven... 24



Impregnacion de los discos de sensibilidad............ccccooeviiiiniiniiiiicns 24

INOCUIACION BN AGAT......ccieieieiecie et 26
Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados..............cccccvevvvrnnee. 26
Uso del Aceite COMErCIAl..........cccoiiiiiiiieieese e 27
Esterilizacién y autoclavado de los discos de sensibilidad................c........... 27
Impregnacion de los discos de sensibilidad............ccccooeviiiiniiniiiiicns 27
INOCUIACION BN AQAN......ccuiiieiieii et e e s 28
Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados..............cccccvevvruenee. 29
DISCUSION ..ottt 31
CONCLUSIONES ... .ottt 36
RECOMENDACIONES .....coiiiiiierieiee et 37
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooveviveveieeeieeesieeesesessen s sessenenns 38



AGRADECIMIENTOS

A Dios todopoderoso, por ser mi mejor compafiia en todo este camino
sirviéndome como guia y protector en cada momento, por darme fuerzas cuando las

necesitaba y por brindarme las herramientas necesarias para alcanzar mis suefios.

A mis padres, Carlos Cruz y Yaneli Centeno, por ser mis maestros de la vida,
ensefiandome y aconsejandome no solo con palabras sino también con hechos. Por el
amor, la perseverancia y los esfuerzos. Por cada palabra de motivacion, por
ensefiarme que puedo con mas de lo que creo y por hacerme ver que lo importante no
son las caidas sino el poder afrontarlas, levantarme y aprender de las mismas. Por
cada abrazo, por cada beso, por cada despedida que tuvimos para poder estar hoy acé
cumpliendo no solo uno de mis suefios sino también el de ustedes, porque juntos lo

estamos logrando.

A mis hermanos; Rainelys, por ser mi compariera en todo este recorrido, por
darme las palabras de aliento necesarias cuando sentia que no podia mas y, por
hacerme reir y regalarme momentos que siempre voy a llevar como un tesoro en mi
corazén. A mi querido Moisés, por ser la pieza clave que faltaba en nuestra familia y

por todas las alianzas entre nosotros para nuestras travesuras de hermanos.

Al resto de mi familia, por apoyarme, por sentir mis triunfos propios y porque

su amor ha sobrepasado la distancia.

A mi novio, Jhoan Martinez, por amarme, respetarme, apoyarme Yy
acompariarme en este camino. Por todos los almuerzos que me llevaste cuando tenia
clases. Por ser fundamental en mi vida, por darme paz, por ser mi pafio de lagrimas,

por todo lo vivido y por lo que falta también.

Vi



A mis suegros, Dalida Guzman y Franco Martinez; a mis cufiados, Simdn, Jeam
y Eliansys, por hacerme sentir parte de su familia, por brindarme su amor y alegrarse

por cada uno de mis triunfos.

A mis tutores de tesis, Lcdo. Ivdn Amaya, por su constancia, dedicacion y
carifio brindado vy, al Lcdo. Cruz Gonzalez por ser desde el sexto semestre mi ejemplo
de grandeza, ensefiarme con amor y demostrarme que cada dia se puede ser mejor

estudiante y mejor persona para en un futuro ser un gran profesional.

A mi compafiera en todo este camino desde el dia uno, Maria Eugenia
Navarrete. Gracias por todos los momentos vividos, por brindarme tu apoyo, carifio,
hermandad y por abrirme las puertas de tu casa. Este recorrido no hubiera sido lo
mismo sin ti, lo hiciste divertido, mas facil, méas agradable. Siempre agradecida

contigo y con tu familia.

A mi grupo de amigas, Keila, Leocelys, Venecia, Vismarbys, Mayrianibel;
gracias por ser incondicionales, por demostrarme su amistad, por todos los momentos
vividos tanto los increibles como los nostalgicos que siempre atesorare en mi
corazén. A mis amigos Daniel Lupi, René y Antony por contagiarme con sus risas,
por sus ocurrencias que le alegran el dia a cualquiera y por sentir suyos cada uno de

mis triunfos.

A mis vecinos, Oswaldo Medina, Yuleima Martinez, Oswaldo José, Oriana,
Manuel Pereira, Cira Cafia y Pedro Gil, gracias por siempre tenderme su mano, por la
confianza, por abrirme las puertas de su casa, por hacerme parte de su vida y de su
familia. A mi vecina Libianis Leon, gracias por todos los consejos académicos, por

responder a mis dudas y por toda la ayuda brindada a lo largo de este camino.

Vil



A las auxiliares del laboratorio de Parasitologia y Microbiologia “Socrates

Medina”, gracias por su apoyo, su dedicacion y entrega durante los tltimos meses.

A la Universidad de Oriente, por ser el lugar que me brindd las herramientas
necesarias para lograr esta meta, estoy profundamente agradecida, siempre llevaré en
alto su nombre y en donde pise mi pie me sentiré orgullosa de decir que me formé en

la casa mas alta de oriente.

Cainely Cruz

viii



AGRADECIMIENTOS

A Dios todo poderoso, por estar presente en cada paso de este largo camino y
siempre darnos las fortalezas para seguir adelante y hacerse presente con una

respuesta.

A mis padres, Luis Alonso e llse, mis mas grande tesoros, guias, maestros y
apoyo incondicional en todo momento.  Gracias por todos sus sacrificios,
perseverancia, palabras de aliento, abrazos y un “claro que pueden, solo confien”
Gracias por darme a entender que de las caidas y malos momentos siempre se

aprende y que solo debemos buscarle la vuelta para salir de ellos y seguir adelante.

A mis hermanos, Maria Claudia y Julio César, por ser siempre participe de cada
uno de los bellos y malos momentos de este camino, por ser nuestros fieles
comparfieros de aventuras y de aprendizajes, por siempre sacarnos una sonrisa cuando

mas lo necesitamos y por su apoyo incondicional.

A mi familia y a los que en el camino también se han convertido en una, gracias
por siempre estar presente en todo momento, por ser espiritu de bondad, carifio y

alegria, muchas gracias.

A nuestros tutores, Lcdo. Ivan Amaya y Lcdo. Cruz Gonzalez, por siempre
creer en nosotras, por aceptar ser nuestros guias de aprendizaje y de realizacion de
este gran proyecto que esta por culminar, por ser tan pacientes y brindarnos tanto
tiempo, gracias por ser ejemplo de que se puede ser grande y ensefiar desde el amor y
de que la ensefianza es mas que impartir solo conocimientos inspirando siempre a sus

alumnos, muchas gracias.



A las auxiliares del laboratorio de Parasitologia y Microbiologia “Socrates
Medina”, por ser unos de los pilares fundamentales en este proyecto, gracias por su
dedicacion, por impartir sus conocimientos y por ser ejemplo para nosotros y para

muchos de que todo lo que hagamos con amor, valdra la pena.

A mis amigas, Ariadna, Nicole, Keila, Leocelys, Venecia, Vismarbys,
Mayrianibel y Zué mis fieles comparieras, gracias por ser simplemente ustedes, por
entenderme en todo momento, por sus consejos, aprendizajes, palabras de aliento y
momentos inmemorables, gracias por ensefiarme que en la unidn esta la fuerza y que
en la vida habra dias buenos y no tan buenos, pero seran mejores si los compartes con

los que mas quieres y admiras, gracias muchas gracias.

A mi compariera de este gran proyecto, Cainely Cruz, gracias por haber querido
recorrer esta gran aventura conmigo, no pude haber escogido una mejor compariera,
gracias por ser paciente, nunca perder la fe y siempre aspirar a mas, gracias por tan

hermosos momentos juntas, muchas gracias.

Maria Eugenia Navarrete V.



DEDICATORIA

A Dios todopoderoso, por ser mi sendero de luz, mi fiel compafiero y mi guia

en todo momento.

A mis padres, Carlos Cruz y Yaneli Centeno, por darme vida, por su amor
incondicional, por los consejos y por apoyarme para cumplir mis metas. Por cada
esfuerzo realizado y porque sé que puedo contar con ustedes en todo momento.

A mis hermanos, Rainelys y Moisés, por regalarme momentos de alegria, por la
complicidad y por ser los mejores compafieros de aventuras que Dios me pudo
regalar.

Al resto de mi familia, por todo su apoyo aun en la distancia.

A mi novio, Jhoan Martinez, por apoyarme y acompafiarme en mis proyectos

personales y académicos, por amarme, respetarme y por traer paz a mi vida.

A mis amigos, por todo lo que hemos logrado juntos y por todo lo que nos falta

alcanzar.

Cainely Cruz

Xi



DEDICATORIA

A Dios todopoderoso por ser luz y guia en todo momento y simbolo de todo lo

bueno y maravilloso.

A mis padres, Luis Alonso e llse, por darme la vida, por sus consejos,

ensefianzas, aprendizajes y palabras de aliento.

A mis hermanos, Maria Claudia y Julio Cesar, mis mejores compafieros de

vida.

A mi Familia, mi méas grande tesoro.

A mis amigas, mis mejores complices, por mas afios juntas a su lado.

Maria Eugenia Navarrete V.

xii



SUSCEPTIBILIDAD IN VITRO DE CEPAS DE Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa A ACEITES
ESENCIALES DE HOJAS DE UN GRUPO DE Eucalyptus globulus.

Lcdo. Ivan, Amaya Lcdo. Cruz, Gonzéalez
Br. Cruz Centeno, Cainely Elianis.
Br. Navarrete Villarroel, Maria Eugenia.

RESUMEN

Una planta medicinal se define como cualquier especie vegetal que contiene
sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos. El aceite esencial
de estas posee una gran variedad de propiedades y aplicaciones donde se incluyen
como analgésicos, antipiréticos, bactericidas, fungicidas, entre otras. Es por esto, el
interés de realizar un estudio para demostrar la susceptibilidad in vitro de aceites
esenciales de hojas de un grupo de Eucalyptus globulus contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa. Para ello, se
efectud un estudio experimental con un disefio multifactorial, en el cual se extrajo el
aceite esencial de eucalipto por métodos de decoccion, macerado y olla de presion,
utilizando como medio de cultivo para la realizacion de pruebas de sensibilidad Agar
Miller-Hinton y para la determinacion de la sensibilidad bacteriana a los
antimicrobianos el método de Kirby- Bauer. Entre los resultados obtenidos solo en las
cepas de Escherichia coli hubo presencia de halo de inhibicion con un diametro de 9
mm con el uso del aceite comercial en concentraciones puras, las demas cepas en
estudio no hubo presencia de halo de inhibicién, evidenciando que solo existe
susceptibilidad in vitro de cepas de Escherichia coli al aceite puro comercial de

eucalipto.

Palabras claves: Aceite, esencial, eucalipto, susceptibilidad, sensibilidad,

inhibicién.
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales se remota a la antigiedad pues, los pueblos
primitivos empleaban diferentes sustancias que obtenian de las plantas para la cura de
enfermedades. La importancia médica de las plantas estaba ampliamente difundida de
manera verbal resultando de interés y muy importante tanto asi que en Babilonia el
rey Mardukapalidine 1l (772-710 a. C), mandé a construir un jardin donde se
cultivaban especies de plantas medicinales. En la antigua Mesopotamia el
conocimiento sobre estas plantas se expandid a varios paises hasta llegar dos mil afios
més tarde al nuevo mundo. En Egipto las plantas medicinales se empleaban de
manera controlada mientras que, en China, la aplicacion de estas plantas se comenz6
a practicar cerca del afio 5000 a. C. por su parte, en la India se emplearon algunas

formulas farmacéuticas con diferentes plantas (Garcia et al., 2012).

A lo largo del tiempo las plantas se tuvieron que diferenciar entre las que
podian ser Utiles y las que podian ser perjudiciales para el ser humano, las Utiles
servirian para distintos fines, uno de ellos es el ambito medicinal; desde el punto de
vista tradicional, las plantas medicinales han sido aprovechadas por distintas culturas
y sociedades como una alternativa terapéutica con la finalidad de mejorar y aliviar
cualquier signo o sintoma que este presentando el ser humano asociado a una
enfermedad o dolencia y son consideradas responsables de actividades
farmacoldgicas en el organismo para controlar, prevenir, y a veces curar distintas
enfermedades (Meléndez et al., 2012).

En la década de los noventa, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la
Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) determinaron que
aproximadamente el 80% de la poblacién mundial recurre a la medicina tradicional

con el objeto de solventar sus dificultades en el orden clinico (Figueroa et al., 2009),



la cual se basa fundamentalmente en el uso de plantas medicinales (UICN, 1993). Y
mas del 40% de las medicinas derivan de las plantas. Algunas se utilizan
directamente, como las hierbas tradicionales. Otras se originan en el mundo vegetal,

pero sufren complicados procesos de transformacién (Meléndez et al., 2012).

Se han reportado alrededor de 50.000 especies de plantas que tienen algun uso
medicinal, correspondientes aproximadamente a un 10% de todas las que existen en
el mundo. Aungue su uso nunca ha dejado de estar vigente, el avance de la ciencia y
la tecnologia ayudd a que los principios activos contenidos en esas plantas sean
sintetizados quimicamente, haciéndolos disponibles para uso farmacéutico. La
Organizacion Mundial de la Salud-OMS (Zhang et al., 2002) estima que el 80% de la
poblacién mundial depende de la medicina tradicional para sus necesidades de

atencion primaria en salud (Maldonado et al., 2020).

La importancia que tienen las plantas medicinales es mucho mayor en paises en
vias de desarrollo. En Pakistan se estima que un (80%) dependen de éstas para
curarse de enfermedades, un (40%) en China, en Asia y América Latina se siguen
utilizando como componentes de las creencias culturales. En paises tecnoldgicamente
avanzados como los Estados Unidos se estima que un (60%) de la poblacién hacen
uso habitual de las plantas medicinales, en Canada (70%), Australia (48%), Bélgica
(38%), y Francia (75%), en Japdn existe mayor uso de plantas medicinales que de

medicinas oficiales, son usadas como una tendencia al crecimiento (Martinez, 2006).

La OMS (1979) define una planta medicinal como cualquier especie vegetal
que contiene sustancias que pueden ser empleadas para propositos terapéuticos o
cuyos principios activos pueden servir de precursores para la sintesis de nuevos

farmacos (Bermudez et al., 2005).



El uso de las plantas medicinales como medida de tratamiento ante diversas
enfermedades sigue estando presente sobre todo en aquellas poblaciones rurales
donde el acceso a medicamentos farmacoldgicos es restringido por diferentes razones,
lo cual los hace optar por la medicina herbaria que esta a su alcance (Martinez et al.,
2013).

Las plantas medicinales se pueden utilizar en decocciones, en infusiones o
incluso para extraer sus aceites, todos ellos para fines terapéuticos. La decoccion se
caracteriza por usar agua comun Yy la planta de interés medicinal, se calienta hasta
ebullir y se deja hervir por 2 a 5 minutos, luego se deja en maceracion, se cuela y se
consume rapidamente, preferiblemente caliente. Se utiliza para preparar tisanas a base
de partes duras de las plantas (raices, cortezas, semillas), que precisan de una

ebullicion mantenida para liberar sus principios activos (Lopez, 2002).

Por otra parte, los aceites esenciales son sustancias liquidas aromaticas que se
obtienen de flores, tallos, raices, hojas, frutos y semillas; (Worwood et al., 2012)
decia que estos aceites poseen una gran variedad de propiedades diferentes lo que ha
Ilevado que su uso tenga diversas aplicaciones, donde se incluyen, como astringentes,
analgeésicos, antidepresivos, antipiréticos, antivirales, bactericidas, bacteriostaticos,

desodorantes, estimulantes, fungicidas, fungistaticos e insecticidas (Moraz, 2021).

Para la extraccion de los aceites existen diversos métodos empleados, uno de
estos es el arrastre con vapor de agua, siendo el método mas comun para la obtencion
de aceites esenciales. Se trata de un proceso de separacion por el cual, mediante el
uso de vapor de agua, se vaporizan los componentes volatiles de la materia vegetal
(Casado, 2018).

Asi mismo existe otro método para la obtencion de estos aceites, la

hidrodestilacion, esta técnica consiste en que el material a extraer se encuentra en



contacto en el mismo recipiente con el agua con la cual se va a realizar la extraccion
y todo en conjunto se calienta por ebullicion y el vapor que sale del baldn se conduce
a través del tubo de vidrio hasta el condensador, donde cambia de fase y los vapores
resultantes son condensados como en el caso de las sustancias volatiles y

posteriormente son separados (Ruiz, 2020).

Existen numerosas plantas medicinales con poderosos efectos antibidticos, una
de estas es el eucalipto, considerado un arbol de porte muy elevado; es proveniente de
Australia, Tasmania y Nueva Guinea y puede alcanzar los 40 metros de altura
(Carretero et al., 2018).

El eucalipto cuenta con alrededor de 700 especies la mayoria provenientes de
Australia y Nueva Guinea, aunque en la actualidad se encuentra distribuida por todo
el mundo. En cuanto a su taxonomia, segun (Garcia, 2015), pertenece al reino
Plantae, division Magnoliophyta, clase Manoliopsida, orden Myrtales, familia
Myrtaceae, género Eucalyptus, entre algunas de sus especies se encuentran
Eucalyptus globulus (cuyo nombre cientifico es Eucalyptus globulus subsp. labill),
Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus gunnii, Eucalyptus robusta, Eucalyptus

rostrata, Eucalyptus cinerea, entre otras especies (Arauz, 2019).

En cuanto a su morfologia, el arbol se caracteriza por ser siempre verde, de gran
porte, con un tronco retorcido, liso o con flecos. Las glandulas oleiferas que posee
pueden encontrarse en las hojas juveniles y las adultas, las juveniles son verdes
claras, opuestas, sésiles y dispuestas sobre ramitas cuadrangulares; las adultas,
alternas, oscuras, lanceoladas de 10 a 20 cm de largo. Contiene flores blancas,
solitarias. Un fruto conico, truncado de 2 a 3 cm de diametro, rugoso con un verde
claro con el borde superior saliente, redondeado y con las valvas poco notables.
(Renobales et al., 2001).



Las plantaciones de eucalipto se han distribuido en més de 90 paises en el
mundo, la mayoria en zonas tropicales y subtropicales, tales como: Esparfia, Portugal,
Estados Unidos, La India, Venezuela, Brasil, Ecuador y Bolivia, entre otros; con fines
industriales para la obtencidn de pulpa para papel y madera para elaborar paletas,
estantillos, entre otros productos (Aranguren et al., 2014). En la industria maderera
las hojas son desechadas o incineradas debido a que las glandulas oleiferas son las

que segregan los aceites esenciales, las cuales producen el olor caracteristico.

Esta planta posee numerosas ventajas en el ambito agricola y mayormente en el
ambito medicinal, diversos paises han optado por recomendarlo incluso como terapia
farmacoldgica, por ejemplo el Gobierno de Chile (2010), recomienda a los individuos
realizar infusiones con el uso de las hojas adultas, para tratar afecciones respiratorias
de diversa indole: bronquitis, asma, faringitis, amigdalitis, gripes y resfriados;
también para el control de la diabetes, cistitis y vaginitis (en forma oral o duchas
locales), y dermatitis de cualquier origen. En los casos de males respiratorios es
comun utilizar esta planta en forma de “vahos” (vaporizaciones). En el ambito
farmacoldgico tiene propiedades hipoglucemiantes, ademas de poseer capacidad
inhibitoria de gérmenes patdgenos, lo cual justifica su uso como antiséptico de las

vias respiratorias y urinarias.

En Venezuela, se cuenta con esta planta y es usada para fines comerciales y
medicinales, su produccion nacional se inici6 en la década de los 80 y en la
actualidad constituye un importante renglon agricola que abastece de pulpa a la
industria nacional del papel. Con respecto a la actividad industrial de plantaciones de
eucalipto segun (Minea, 2015) se ha realizado principalmente en la region oriental
(estados Anzoategui y Monagas) y en segundo lugar en los llanos occidentales
(estados Guarico, Portuguesa, Yaracuy, Cojedes y Lara). El eucalipto es la segunda

plantacion forestal en términos de produccion en Venezuela y el estado Portuguesa es



el tercer estado con mayor produccién acumulada (Observatorio de Ecologia Politica
de Venezuela, 2018).

Las hojas de eucalipto, se han destacado por sus propiedades curativas de
impacto beneficioso sobre la salud publica, influyendo también en el incremento del
potencial del sistema inmunoldgico de la persona, al reducir o eliminar la presencia
de agentes patogenos en el organismo. Las hojas se utilizan para realizar inhalaciones
de vapor de agua con eucalipto (Eucalyptus globulus), tomar infusiones o
preparaciones de jarabes; estas terapias o productos registran importantes usos por
parte de la poblacion. Es necesario mencionar que el eucalipto se ha empleado como
medicina tradicional de preferencia para tratamientos de enfermedades bronquiales y
afecciones respiratorias. Debido a sus cualidades medicinales, el eucalipto alivia
algunos sintomas de las enfermedades del tracto respiratorio, como enfermedades de
los bronquios, asma y otras afecciones respiratorias (Villareal et al., 2022).

El eucalipto tiene muchos usos entre los cuales se encuentran la decoccion,
infusion y maceracion; sin embargo, el uso mas estudiado es el de los aceites
esenciales. Definiéndose asi que, el aceite esencial del eucalipto es una mezcla de
varias sustancias quimicas biosintetizadas por el arbol de eucalipto como producto del

metabolismo secundario, responsables del aroma caracteristico (Garcia et al., 2013).

En cuanto a su composicion quimica, las hojas poseen como principal
responsable el aceite esencial (1-3,5%) mayoritariamente constituido por 1,8-cineol o
eucaliptol (70-85%). Ademas, contiene terpineol, hidrocarburos monoterpénicos (o y
B-pineno, p-cimeno, limoneno, etc.), aldehidos (mirtenal) y cetonas (carvona) y
pequefias cantidades de sesquiterpenos. Unas 20 especies del género Eucalyptus
contienen mas de un 70% de cineol. Se han identificado también en las hojas taninos

(>11%), flavonoides (derivados del quercetol, del kenferol, etc.), acidos fendlicos



(caféico, ferdlico, galico), triterpenos y derivados del floroglucinol (euglobales y
macrocarpales) (Carretero et al., 2018).

Para la extraccion de estos aceites esenciales del eucalipto existen muchos
métodos uno de los més empleados es el de arrastre por vapor donde una vez que las
hojas de eucalipto se colocan dentro de un equipo de acero inoxidable, se inyecta
vapor de agua por la parte inferior el tiempo suficiente para que, en contacto con el
material vegetal se rompa los tricomas glandulares y extraiga el aceite esencial. En
seguida se condensa la mezcla vapor agua-aceite que sale por la parte superior del
equipo. Posteriormente, se separan la fase oleosa y la acuosa por la diferencia en sus
densidades (Garcia et al., 2013).

Por otro lado, el método de hidrodestilacién consiste en poner a hervir agua,
bien sea por fuego directo, camisa de vapor o camisa de aceite, en la cual se ha
sumergido previamente el material vegetal puede ser cortado en trozos pequefios
(molido o triturado si se trata de semillas) preferiblemente en polvo, ya que en este
método al usar altas temperaturas provoca que algunos compuestos presentes en las
plantas se degraden y se pierdan. Se agrega agua destilada hasta la mitad del matraz y
se comienza a calentar cuidadosamente hasta ebullir, asegurandose que el reflujo sea
el adecuado, el aceite poco a poco se va separando, se deja enfriar y se recoge en un

matraz Erlenmeyer de 50 ml (Ticona, 2019).

En cuanto a la actividad antimicrobiana del eucalipto Carretero (2018) realiz6
un estudio sobre el extracto metandlico de las hojas del eucalipto sobre bacterias
patogenas aisladas en pacientes hospitalizados afectados con faringitis y otras
infecciones respiratorias, en dos hospitales de Iran, en este estudio lograron aislar
cepas de Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae

y de Haemophilus influenzae. Obteniendo como resultados la presencia de actividad



antibacteriana con una inhibicion del crecimiento en el 50% de las muestras
(Carretero et al., 2018).

En Nicaragua, en un estudio sobre el efecto inhibitorio del Eucalyptus globulus
en vacas con mastitis ocasionada por patdgenos como Staphyloccocus aureus,
Escherichia coli y algunas especies de Streptoccocus y de Klebsiella spp,
demostraron el poder antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico de E. globulus
principalmente en las bacterias Gram positivas estudiadas ya que el halo de inhibicién

de estas fue de mayor didmetro que en las Gram negativas (Ferraro et al., 2021).

En Perd, en la Universidad Nacional de Trujillo demostraron el efecto
antimicrobiano in vitro del aceite esencial de Eucalyptus globulus (Eucalipto) en
cepas de Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasas de espectro extendido,
la investigacion la llevaron a cabo por dos métodos, el primero fue evaluando la
susceptibilidad de la cepa frente a los aceites esenciales mediante el método de
difusion en pozos de agar y el segundo fue evaluando la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) del aceite esencial del eucalipto contra Klebsiella pneumoniae
mediante el método de macrodilucion, los dos métodos fueron comparados con el

grupo control (Meropenem), (Solar et al., 2019).

En Monagas, en la Universidad de Oriente se realiz6 un estudio para evaluar los
extractos acuosos de diferentes especies vegetales para el control in vitro de
Xanthomonas axonopodis pv. Manihotis aislada en hojas de yuca. Demostrando que
los extractos acuosos de ajo, rosa de berberia, mamon, eucalipto y cebolla mostraron
efectividad en la inhibicion del crecimiento de Xanthomonas axonopodis pv.
manihotis. Sin embargo, los extractos acuosos de mamon y cebolla presentaron los
mayores halos de inhibicion del crecimiento de la bacteriosis vascular de la yuca
(Rivero et al., 2013).



Son escasos los estudios nacionales y locales sobre este tema, a pesar que el uso
de las plantas medicinales ha sido investigado desde mucho tiempo atras. Tomando
en cuenta que, en afios recientes, se ha mencionado los grandes beneficios que poseen
las plantas como también los efectos secundarios de las mismas, por lo cual se
amerita que las plantas sean estudiadas desde un enfoque terapéutico, quimico,
toxicologico como en otras posibles aplicaciones que la misma pudiera tener.

Es por ello, que es de interés investigar estos aspectos de Eucalyptus al ser una
de las plantas medicinales méas usadas en el d&mbito medicinal y teniendo como
enfoque principal la estandarizacion para la extraccion del aceite esencial del
eucalipto aplicando una de las técnicas mas comunes para su extraccion como lo es
arrastre por vapor de agua para asi poder demostrar y ensayar su actividad
antimicrobiana y antimicética frente a las bacterias y hongos mas frecuentes que
suelen causar infecciones en humanos como lo son Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa.



JUSTIFICACION

Desde afios atras, la humanidad hizo de la naturaleza parte de ella adaptandose
a la misma, fue por lo mismo que comenzaron a cultivar plantas con la finalidad de

poder obtener los beneficios que estas podrian brindarles.

Desde el 2002, la OMS ha realizado distintas estrategias sobre medicina
tradicional, estas describen terapias y técnicas tradicionales utilizadas corrientemente.
Esta estrategia de la OMS sobre medicina tradicional contribuye con las distintas
autoridades sanitarias a encontrar soluciones gque propicien una visién mas amplia
respecto a mejorar la calidad de vida, la salud y la autonomia de los pacientes (OMS,
2003).

Para millones de personas, los tratamientos tradicionales a base de hierbas y las
préacticas de las medicinas tradicionales representan la principal fuente de atencién
sanitaria, y a veces suele ser la Unica. Esta forma de atencion esta proxima a los
hogares, es accesible y asequible. Ademas, es culturalmente aceptada, ensayada y en

ella confian muchisimas personas (Gallegos, 2016).

Una de las multiples caracteristicas que presenta el género Eucalyptus es la
actividad bactericida y antifungica, debido a la extraccion de sus aceites se generan
efectos citotdxicos en el microorganismo causando dafio a la membrana celular,
ademas contienen sustancias que guardan relacion con los fenoles y monoterpenos,
estos son capaces de tener una interaccion directa con el citoplasma del patdégeno o
bien, gracias a su hidrofobicidad, pueden incorporarse a los lipidos de la membrana
celular bacteriana, en donde ocurre una fuga de iones y otros compuestos de la
bacteria (El Asbahani, 2015).
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Actualmente es muy comdn al nivel nacional el uso de plantas medicinales para
tratar diversas enfermedades puesto que, el acceso de algunos farmacos es
complicado haciendo esto que la poblacion recurra a otras técnicas para tratar las
patologias que presentan. En nuestro pais existe una planta del género Eucalyptus
procedente de Australia y Nueva Guinea. (Observatorio de Ecologia Politica de
Venezuela, 2018)

En el estado Bolivar existen diversas especies de eucalipto entre estas
Eucalyptus globulus, dicha planta es utilizada por gran parte de la poblacion para
tratar infecciones generalmente respiratorias. Sin embargo, en el mismo estado no
existen estudios que demuestren la efectividad de especies de Eucalyptus como

agente antimicrobiano ni las condiciones en las cuales este debe ser preparado.

Debido a lo mencionado anteriormente, se propone esta investigacion para
demostrar la susceptibilidad antimicrobiana de un grupo de Eucalyptus globulus en
cultivos de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas

aeruginosa a fin de aportar datos para posteriores aplicaciones terapéuticas a futuro.



OBJETIVOS

Objetivo general

Demostrar la susceptibilidad in vitro de aceites esenciales de un grupo de
Eucalyptus globulus contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp y

Pseudomonas aeruginosa.

Objetivos especificos

1. Estandarizar la extraccién de aceites esenciales de un grupo de
Eucalyptus globulus por distintos métodos.

2. Ensayar el efecto antimicrobiano y antimicético del aceite esencial de
un grupo de Eucalyptus globulus contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa.

3. Senalar efecto antimicrobiano y antimicético de diluciones seriadas de
aceites esenciales de un grupo de Eucalyptus globulus contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp y Pseudomonas

aeruginosa.
4. Comparar la sensibilidad in vitro de aceites esenciales comerciales y

caseros contra cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Candida spp y Pseudomonas aeruginosa.
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METODOLOGIA

Tipo de Estudio

El estudio es de tipo Experimental con un disefio Multifactorial.

Poblacion

Recoleccidn de la planta e identificacion boténica:

Las hojas frescas de Eucalyptus globulus fueron recolectadas en el mes de
septiembre del afio 2023, en la troncal 16, via a Soledad, Ciudad Orinoco, estado
Anzoategui. La planta fue identificada por el uso de un software denominado
PlantNet, esta aplicacion nos ayudo a confirmar que las hojas recolectadas eran
pertenecientes al grupo Eucalyptus globulus (Eucalipto), las mismas fueron cortadas
y transportadas al laboratorio a temperatura ambiente, sin desecar, exponer al sol o

lavar hasta el momento de la extraccidn de sus aceites.

Muestra

Extraccion del aceite por el Método de Decoccion:

Las hojas frescas de eucalipto se cortaron y se seleccionaron las mas nuevas
debido a que estudios afirman que mientras mas nuevas Yy tiernas mayor
concentracion de aceite esencial tendran, se pesaron 200gr de hojas y 2 litros de
Agua destilada, se utilizaron 2 recipientes de metal en cada recipiente se colocaron
100 gr de hojas y 1 litro del agua hasta cubrirlas, con la ayuda de un mechero se

calentaron poco a poco hasta ebullicion con el fin de liberar todos sus componentes
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esenciales, el primero estuvo hirviendo por 15 minutos tapado y el segunda por 18
minutos, para el primer recipiente se utiliz6 un tamiz para separar las hojas del
extracto y este se trasvasé en un frasco de vidrio previamente lavado y esterilizado,

tuvo una temperatura inicial de 17°C y una temperatura final de 187°C.

Extraccion del aceite por el Método de Macerado:

En un mortero se colocaron 200 gr de hojas de Eucalipto frescas las cuales se
maceraron en el transcurso de 1 hora, pasado el tiempo se fue agregando poco a poco
100 ml de agua destilada y se mezcld. Posteriormente, en un embudo se colocaron
gasas estériles y 2 discos de papel filtro, esto con el fin de realizar un sistema de
filtrado. Luego, se colocd sobre estos todo el extracto obtenido en conjunto con las
hojas maceradas para obtener al final un extracto libre de residuos, este se colocé en
dos matraces aforados. Teniendo en cuenta que este procedimiento se repitio 2 veces,
es decir, se paso dos veces por el sistema de filtro que se realizd. El segundo matraz
se dejo durante toda la noche con las gasas y los discos de papel filtro y se sostuvo

con la ayuda de un soporte universal.

Extraccion del aceite por el Método de Olla de Presion:

En una olla de presion se colocaron 100 gr de hojas de Eucalipto frescas a estas
se les agregd 2 litros de agua destilada de manera que, las hojas quedaran cubiertas
completamente por el agua. Posteriormente, se llevo a fuego bajo durante 2 horas,
una vez transcurrido este tiempo se bajo del fuego y se dejé reposar 30 minutos
luego, se abrio la olla logrando evidenciar un liquido color marrén oscuro. Después,
se trasvasd con ayuda de un tamiz a un recipiente previamente esterilizado
observandose en la superficie una pelicula de aceite. EI volumen final obtenido fue de
200mL.
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Todos los aceites puros obtenidos se refrigeraron de 14 a 24°C, luego se
realizaron las diluciones correspondientes a partir de la solucion pura y de
concentracion ya conocida, comenzamos desde la méas alta hasta la méas baja:
1/80,1/40,1/20,1/10 dichas diluciones se realizaron en las cuales fueron rotuladas y
conservados con su dilucién correspondiente para luego ser usadas en los discos de

sensibilidad.

Confeccién de los discos

Para la realizacién de los discos, se tomaron todas las medidas de bioseguridad
establecidas por la norma ISO 15189 (2007) para evitar cualquier tipo de
contaminacion antes y durante del procesamiento y mantener las instalaciones y
condiciones ambientales adecuadas, utilizamos batas de laboratorio, caretas,

tapabocas y guantes de latex.

Se tomaron discos de sensibilidad ya vencidos donados por el laboratorio de
microbiologia y parasitologia “Socrates medina”, estos se lavaron 3 veces con agua
destilada y se llevaron a esterilizar en el autoclave a 15 libras por 15 minutos, pasado
el tiempo se llevaron al horno por 24 horas a 121° C con el fin de secarlos
completamente e impedir que se activen los antibidticos impregnados en los discos;
todo esto proceso se llevé a cabo en el presente laboratorio, la cual cuenta con las

instalaciones idéneas de esterilidad y de bioseguridad.

En una camara de flujo, se prepararon 40 discos de sensibilidad, se comenzé
con una solucion madre y luego con las diluciones siguientes, cada disco fue
impregnado con 100 lambdas de cada una de las soluciones, se llevaron a la estufa a
35°C por 24 horas.
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Control de calidad

Se realiz6 una observacion de los discos para verificar el control de calidad de
los mismos, se evalu6 forma, didmetro y la cantidad de hebras de papel, se
descartaron y rechazaron cualquier anomalia presente como rasgaduras o mal corte,

debido a que esto les impide cumplir su funcién para la cual fueron disefiados.

Los discos en buen estado se ubicaron de manera ordenada en placas de Petri,
se taparon con cinta testigo de esterilidad teniendo en cuenta la manera correcta de
colocar los discos dentro de las placas, es decir, se ubicaron de manera que nos
permita contarlos para tener mas control y seguridad en el procedimiento. Luego de
ordenarlos se esterilizaron con calor seco en el autoclave tipo estufa a 140°C por un

lapso de 2 horas.

Preparacion de los discos de sensibilidad

Se seleccionaron al azar la solucion pura y las diluciones 1/80; 1/40; 1/20; 1/10,
para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.

Una vez preparada la dilucion, sobre los discos estériles y luego que estos
pierdan el calor de la estufa, se impregn6 cada papel con la solucion formandose
entonces los discos de sensibilidad. Se mantuvo higienizado el espacio y se verifico el
uso de los implementos de laboratorio, para asi evitar cualquier tipo de contaminacion
cruzada y garantizar la calidad. Para llevar a cabo esta etapa se esteriliz6 la punta de
una pinza, con el calor directo de la llama del mechero, la funcion de esta sera mover

los discos, con el fin de acomodarlos en las placas de Petri a disposicion.

Se utilizd una micropipeta calibrada, previamente graduada con la cantidad de

solucion requerida en funcion de la capacidad de absorcion de cada disco de igual
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manera se utilizaron puntas amarillas descartables para mayor precision, debido a que

la cantidad a descargar sobre los discos es pequefia.

Primero se prepararon e identificaron 6 placas de Petri con las soluciones
correspondientes, con la micropipeta con punta amarilla se tomé agua destilada que
se us6 como control y se impregnaron los discos de la primera placa, luego se
impregnaron los discos de la segunda placa con la solucion madre, se repitieron los
pasos anteriores con las respectivas soluciones 1/80; 1/40; 1/20; 1/10, y se vaciaron
sobre cada uno de los discos de las placas siguientes. Una vez que se tuvo la certeza
de que todos los discos del lote se encuentren impregnados, se procedi6 al secado por
calor, se taparon las placas de Petri y fueron envueltas con papel film, para luego ser
depositadas dentro de la estufa del laboratorio a temperatura controlada de 35 °C por
24 horas.

Al culminar el proceso de secado, se almacenaron los discos en la nevera a
temperaturas 5 a 8 °C. Al momento de usarlos deben dejarse reposar tapados fuera de

la nevera, hasta llegar a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo los ensayos en donde se estudié la reproducibilidad en los
discos de sensibilidad elaborados, se prepararon previamente los insumos. Entre
ellos, las placas de petri servidas con el medio de cultivo, agar Miller-Hinton, las
cuales permanecieron preservadas en refrigeracion a una temperatura no mayor a
15°C.

Preparacion de Agar
Para realizar el estudio del antibiograma existen varios métodos, pero el

estandarizado y el que se us6 en el presente trabajo es el método por difusion de

Agar, mejor conocido como método de Kirby- Bauer, donde el National Committe
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for Clinical Laboratory Standars (CLSI) lo recomienda para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. (Picazo, 2000).

En el método de Kirby Bauer, el microorganismo es inoculado en la superficie
de una placa de agar, sobre el cual se colocan discos impregnados con una
concentracion conocida del antibiotico. Las placas se incuban por 20 horas a 35-
37°C. Durante la incubacion, el antibiotico difunde radialmente desde el disco a
través del agar, por lo que su concentracion va disminuyendo a medida que se aleja
del disco. En un punto determinado, la concentracion del antibidtico en el medio es
incapaz de inhibir al germen en estudio. El didmetro del &rea de inhibicion alrededor
del disco puede ser convertido a las categorias de sensible, intermedio o resistente (S,
I, 0 R) de acuerdo al (CLSI), (Aulacio, 2002).

El medio cultivo que se utilizo para la realizacién del antibiograma fue Agar
Miiller-Hinton, pues este posee concentraciones bajas de iones, este medio es el
recomendado por la (CLSI) porque en él crecen bien la mayor parte de las bacterias
patdgenas, lo que ayuda a lograr una estandarizacion entre los laboratorios y la
trazabilidad, ademds, no contiene timina o timidina, que son inhibidores de

sulfamidas y del trimetoprim.



RESULTADOS

Recoleccion de la planta e identificacion botanica

Las hojas frescas de Eucalyptus globulus fueron recolectadas en el mes de
septiembre del afio 2023, en la troncal 16, via a Soledad, Ciudad Orinoco, estado
Anzoéategui, el suelo era franco arenoso con bajo contenido de materia organica por
estar cerca del rio Orinoco, habia abundante maleza de tipo Andropogon y Digitaria,
el nivel freatico del suelo era alto, la direccion del viento se dirigia hacia el Este. La
planta fue identificada por el uso de un software denominado PlantNet, esta
aplicacion ayud6 a confirmar que las hojas recolectadas eran pertenecientes al grupo
en estudio Eucalyptus globulus (Eucalipto), las mismas fueron cortadas y
transportadas al laboratorio a temperatura ambiente, sin desecar, exponer al sol o

lavar hasta el momento de la extraccion de sus aceites.

S ‘- i g A

Arbol de Eucalyptus globulus Eucalyptus globulus

19



20

Procesamiento de las muestras

Por decoccién 1

En dos recipientes se utilizaron 200gr de hojas ya seleccionadas y pesadas y 2
litros de Agua destilada, en cada olla se colocaron 100 gr de hojas y 1 litro del agua
hasta cubrirlas, la primera estuvo hirviendo por 15 minutos tapada y la segunda por
18 minutos, para el primer recipiente se utilizé un tamiz para separar las hojas del

extracto y este se trasvasé en un frasco de vidrio previamente lavado y esterilizado.

Para el segundo recipiente con la ayuda del tamiz, se colocd el 80 % de la
decoccion y se almacend en un frasco de vidrio estéril, el 20% del extracto restante se
macerd por 10 min en la misma vasija y se llevé a un frasco esteéril, este resulté ser el
mas puro de los 3 frascos debido a que el tiempo de coccion fue superior a las otras y

por la presion generada al macerar las hojas.

Hojas de Eucalipto Frascos identificados Colado de la decoccion

en el recipiente
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Por decoccion 2

Para este método se utilizd 1,7Kg de hojas frescas de Eucalipto las mismas
fueron sumergidas en 3 litros de agua por 30 minutos con el fin de hidratarlas.
Posteriormente, en el recipiente se colocaron 2,5 litros de agua (esta cantidad daba
para cubrir la mitad de su capacidad), las hojas ya hidratadas se agregaron en esta y se
llevé al fuego hasta completarse su punto de ebullicion. La decoccion se dejé
reposando por 15 minutos y luego las hojas se maceraron poco a poco por 15 minutos
con su mismo liquido resultante y se reservaron en un recipiente (el procedimiento se
repitid 6 veces). Una vez culminado el macerado se trasvaso a un recipiente con la

ayuda de un tamiz.

Decoccion 2 Colado de la decoccién 2

Por Macerado

En un mortero se colocaron 200 gr de hojas de Eucalipto frescas las cuales se
maceraron en el transcurso de 1 hora, pasado el tiempo se fue agregando poco a poco
100 ml de agua destilada y se mezclé. Posteriormente, en un embudo se colocaron
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gasas estériles y 2 discos de papel filtro esto con el fin de realizar un sistema de
filtrado. Luego, se colocd sobre estos todo el extracto obtenido en conjunto con las
hojas maceradas para obtener al final un extracto libre de residuos, este se coloco en
dos matraces aforados. Teniendo en cuenta que este procedimiento se repitio 2 veces,
es decir, se paso dos veces por el sistema de filtro que se realizé. El segundo matraz
se dejo durante toda la noche con las gasas y los discos de papel filtro y se sostuvo

con la ayuda de un soporte universal.

Hojas de Eucalipto Macerado Macerado con agua destilada

¥

Filtrado Macerado 1 Macerado 2
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Por Olla de Presién

En una olla de presion se colocaron 100 gr de hojas de Eucalipto frescas a estas
se les agrego 2 litros de agua destilada de manera que, las hojas quedaran cubiertas
completamente por el agua. Posteriormente, se llevo a fuego bajo durante 2 horas,
una vez transcurrido este tiempo se bajo del fuego y se dejé reposar 30 minutos
luego, se abrid la olla logrando evidenciar un liquido color marron oscuro. Después,
se trasvaso con ayuda de un tamiz a un recipiente previamente esterilizado
observandose en la superficie una pelicula de aceite. EI volumen final obtenido fue de
200mL.

Hojas de Eucalipto frescas Luego de dos horas
con agua destilada

Extracto acuoso en recipiente estéril Aceite



24

Preparacion de las distintas diluciones

Teniendo en cuenta que las diluciones se realizaron en el aceite puro se tiene
que, se prepararon los siguientes titulos de dilucién a partir de la solucién madre,

1/80; 1/40; 1/20; 1/10, para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.
Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad
Se lavaron los discos 3 veces con agua destilada y se llevaron a la autoclave

dentro de una placa de Petri. Para asegurar la inactivacion de esos antibidticos y

correcto secado de los discos se llevé al horno a 35°C por 24h.

Lavado de discos Esterilizacion

Impregnacion de los discos de sensibilidad

Se impregnaron 40 discos de sensibilidad con 25uL de la solucion madre y de
cada dilucidon correspondientemente. (ACEITE PURO).



25

Se impregnaron 40 discos de sensibilidad con 25uL de cada una de las

preparaciones realizadas, los discos se distribuyeron en 6 placas de Petri, cada una

identificada con una leyenda:

v
v

Decoccidn 1 contiene: Parte de la Decoccion.

Decoccion 2 Contiene: Parte de la decoccidn y la otra mitad hojas
machacadas con un manduco.

Decoccion 3 Contiene: Decoccidn con hojas prehidratadas por 3
minutos y luego se realizé una decoccion, agua sin cubrir, aqui fueron
1.700 kg, fue el més puro.

Macerado 1 Contiene: Macerado con hojas frescas y se usé un mortero,
filtro de papel y gasas.

Macerado 2 Contiene: Macerado con hojas frescas en un mortero, filtro
de papel y gasas, se estuvo filtrando toda la noche con un soporte
universal, color mas intenso que el anterior.

Olla de Presion Contiene: 2 litros de agua con 100 gramos de hojas

cocinadas por dos horas.

Impregnacioén de discos
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Inoculacion en agar

En el laboratorio se prepar6 agar Mieller Hinton, se llevo a autoclave vy al salir,
y estar en una temperatura de 51C°, se vertio en las placas (10 mL por placa) y se
dejo reposar hasta solidificar a temperatura ambiente. Una vez sélido el agar, al dia
siguiente, se inocularon las cepas en estudio: Candida albicans, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Posterior a la inoculacion se
realizaron los antibiogramas con los discos de sensibilidad previamente ya

impregnados con cada uno de los métodos realizados.

Siembra de las cepas Inoculacién

Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados

Se realizaron 32 placas de agares, de los cuales se utilizaron 24 puesto que, los
8 restantes se dejaron para confirmar los resultados de aquellos donde hubiera
sensibilidad a los distintos métodos. A cada cepa le correspondian 6 placas de agares,
esto debido a los 6 métodos empleados. Se inocularon las cepas por el método de
siembra por agotamiento en estria, es decir, por los 4 lados de la placa, usando un

hisopo estéril para cada placa de agar, los discos se agarraron con una pinza estéril, se
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cubrieron las placas con papel film para sellarlos y luego fueron llevados al horno por
20 horas.

Transcurrido el tiempo se retiraron todas las placas de agar del horno para
visualizar el resultado obtenido notdndose que ninguno de los métodos utilizados

tuvo sensibilidad (presencia de Halo de Inhibicidn) contra las cepas de estudio.

N/1: No hubo presencia del Halo de Inhibicion.

S/1: Si hubo presencia del Halo de Inhibicion.

Uso del Aceite Comercial

Preparacion de las distintas diluciones.

Se prepararon los siguientes titulos de dilucion a partir de la solucién madre,

1/80; 1/40; 1/20; 1/10, para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.
Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad

Se lavaron los discos 3 veces con agua destilada y se llevaron a la autoclave
dentro de una placa de Petri. Para asegurar la inactivacion de esos antibidticos y
correcto secado de los discos se llevo al horno a 35°C por 24h.

Impregnacién de los discos de sensibilidad

Se impregnaron 40 discos de sensibilidad con 25uL del aceite puro y de cada

dilucioén correspondientemente.
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Decoccion | Decoccion | Decoccion | Macerado | Macerado | Olla de
Cepa i0
1 2 3 1 2 presion
Pseudomonas N/I N/I N/I N/I N/I N/I
aeruginosa
Candida spp N/I N/I N/I N/I N/I N/I
Escherichia N/I N/I N/I NI NI NI
Staphylococcus N/I N/I N/I N/I N/I N/I
aureus

Inoculacion en agar

Impregnacion de los discos

Se prepararon agares MuellerHinton, se llevaron al autoclave y al salir, y estar

en una temperatura de 51C°, se vertio sobre las placas y se dejaron reposar hasta

solidificar. Una vez sélido el agar, se inocularon las cepas en estudio: Candida

albicans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Posterior a la inoculacion se realizaron los antibiogramas con los discos de

sensibilidad previamente ya impregnados con el aceite puro y cada una de las

diluciones realizadas.
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Inoculacion en agar

Antibiogramas por discos de sensibilidad impregnados

Se realizaron 4 placas de agares correspondientes a las 4 cepas en estudio. Se
inocularon por el método de siembra por agotamiento en estria, es decir, por los 4
lados de la placa, usando un hisopo estéril para cada agar, los discos se agarraron con
una pinza estéril, se cubrieron las placas de agares con papel film para sellarlos y
luego fueron llevados al horno por 20 horas.

Transcurrido el tiempo se retiraron todos los agares del horno para visualizar el
resultado obtenido:

Antibiogramas
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Cepa Dilucién | Dilucion | Dilucion | Dilucion PUTO
P 110 1/20 1/40 1/80
Pseudomonas N/I N/I N/I N/I N/I
aureginosa
Candida spp N/I N/I N/I N/I N/I
Escherl_chla N/ s/| N/ N/ S/, _dlametro del
coli disco 9 mm
Staphylococcus | N/I N/I N/I N/I
aureus

N/I: No hubo presencia del Halo de Inhibicién.

S/1: Si hubo presencia del Halo de Inhibicion.




DISCUSION

La medicina tradicional remonta desde la antigiedad, las poblaciones se
beneficiaban de ella por estar continuamente expuestos a multiples enfermedades que,
debido a factores ambientales, familiares y estilos de vida, perjudicaban la salud de
las personas. Segun la OMS (2023), se ha convertido en un fenémeno mundial, ya
que los pacientes prefieren una atenciébn mas compasiva y personalizada. Para los
habitantes de zonas rurales, es la primera opcion para la salud, supone una

oportunidad mas asequible y aceptable desde un punto de vista cultural y econémico.

En numerosos paises manejan la herbolaria como atencion primaria de salud,
segun Montalvo (2013), la utilizacién de farmacos en adultos mayores ha aumentado
considerablemente en los Ultimos afios, principalmente los antiinflamatorios,
analgesicos, laxantes, vitaminas, antidepresivos, tranquilizantes y protectores
gastricos. Sin embargo, la poblacion rural, ain usa tratamiento con plantas
medicinales, basando sus curaciones en conocimientos heredados de pueblos

aborigenes, quienes sabian exactamente qué planta utilizar para cada enfermedad.

Garcia (2004), indica que no todas las plantas medicinales son del todo
beneficiosas para enfrentar enfermedades, las personas al desconocer las dosis de
administracion, en ocasiones, combinan varias plantas para combatir el dolor,
aumentando asi los riesgos de intoxicacion. La medicina alternativa utiliza medios
cultivados en la comunidad, activando defensas del organismo para la cura natural de
la enfermedad. Mientras que el tratamiento convencional complementa esta mejoria

con la ayuda de farmacos y procedimientos quirurgicos.
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En la medicina convencional, a medida que la farmacorresistencia se propaga,
los antibidticos son cada vez més ineficaces, lo que conduce a mé&s infecciones
dificiles de tratar y al aumento de la mortalidad. Esta resistencia es un fendmeno que
aparece de forma natural con el tiempo, los organismos resistentes a los
antimicrobianos estan presentes en las personas, los animales, los alimentos, las
plantas y el medio ambiente (agua, suelo y aire). Entre los principales factores de la
resistencia a los antimicrobianos se encuentran: el uso indebido y excesivo de
antimicrobianos, la falta de acceso a agua limpia, la adopcion de medidas deficientes
de prevencién y control de las enfermedades y las infecciones en los centros de
atencion de salud. (OMS, 2021)

Para las infecciones bacterianas comunes, como las infecciones urinarias,
septicemia, infecciones de transmision sexual y algunas formas de diarreas, se han
observado en todo el mundo tasas elevadas de resistencia a los antibidticos utilizados
habitualmente en los tratamientos, esto hace que los antibidticos comunes ya no den
una buena respuesta. En algunos paises, los antibidticos carbapenémicos ya no son
eficaces en més de la mitad de los pacientes con infecciones por Klebsiella
pneumoniae debido a su resistencia al igual que los tratamientos contra la resistencia
de E. coli a las fluoroquinolonas. (OMS, 2021)

Se trabajé con hojas de un grupo de Eucalyptus globulus para evaluar la
susceptibilidad in vitro de cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida
spp y Pseudomonas aeruginosa a aceites esenciales de hojas de un grupo de
Eucalyptus globulus. Se realizaron diferentes métodos de extraccidén usando técnicas
culturales para evaluar la posible respuesta antimicrobiana y antimicotica, sin
embargo, en los metodos que fueron probados y estandarizados no se encontrd
respuesta inhibitoria contra las cepas en estudio, pero al probar con aceite comercial

de Eucalipto se evidenci6 una susceptibilidad solo contra la cepa de Escherichia coli.
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Los resultados obtenidos en esta investigacion mediante el uso del método por
macerado difieren con los estudios realizados por Pérez, (2014) quien en sus
investigaciones logro extraer el aceite de Eucalyptus por el método de macerado
utilizando hojas secas y pulverizadas, les coloco alcohol hasta cubrir el mortero y las
dej6 macerando por 7 dias obteniendo asi, un extracto hidroalcohdlico de eucalipto el
cual tuvo actividad antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus.

Asi mismo, los resultados obtenidos difieren con el estudio realizado por
(Flores et al., 2021) en el cual usaron extracto hidroalcohélico de la planta Eucalyptus
globulus contra diferentes cepas, entre estas Staphylococcus aureus y observaron

zonas de inhibicion en el crecimiento de la misma.

Por otro lado, el estudio presentado difiere del realizado por Echeverria (2017)
para evaluar el efecto antifungico in vitro del aceite de Eucalyptus globulus en el cual
lograron determinar que el aceite esencial de eucalipto presenta efecto inhibitorio

contra Candida albicans.

Otro método empleado para la extraccion de aceites esenciales fue usado por
Ticona, (2019) quien en sus estudios utilizo la técnica por arrastre de vapor, indica
que el objetivo de este es que el vapor entre en contacto con las células de la planta,
se rompan, liberen su esencia y queden atrapadas en el vapor de agua para luego ser
condensadas en el destilador. Utilizé 5 kg de hojas, dos matraces, olla de presion para
generar vapor y agua destilada hasta la linea de aforo, su procedimiento tardo de 2 a 3

horas.

Para este método se trabajo solo con la olla de presion, las hojas (200gr) las
cuales se seleccionaron las méas turgentes ya que, de acuerdo a varios estudios
mientras mas fresca este la hoja méas cantidad de aceite tendrd y agua destilada (2

litros) para debatir la técnica que comdnmente utilizan las personas al combatir una
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enfermedad, se logrd extraer los aceites esenciales sin embargo al usarlo contra las
cepas en estudio no origino ningun halo de inhibicion a diferencia del usado por

Ticona, (2019) el cual si origino pero un minimo halo de inhibicion.

En esta investigacion se replicaron los métodos que cominmente son utilizados
por las personas en sus hogares, tratando de controlar y estandarizar la extraccion de
la misma con el fin de evidenciar si, las maneras de preparacion popularmente
conocida por el hombre para la extraccion de las propiedades de Eucalipto para el

consumo humano poseian efectos antimicrobianos y antimicoticos in vitro.

En la misma no se evidencio la susceptibilidad antimicrobiana ni antimicotica
in vitro, lo cual desacuerda de la creencia de las personas puesto que, usan la planta
de estudio para tratar diversas infecciones sobre todo de tipo respiratorias. Sin
embargo, al extraer sus aceites esenciales es importante tomar en cuenta las
propiedades fisicoquimicas que tienen, tales como la volatilidad, pueden presentar
inestabilidad ante la luz y el oxigeno, y ante la presencia de oxidantes, reductores,
medios con pH extremos, o trans de metales que pueden catalizar reacciones de

descomposicion, etc. (Cuervo, 2008).

Esta diferencia de resultados puede deberse al grupo de Eucalytus globulus con
el cual se trabajo puesto que, existen diversas variantes de la especie mencionada
entre las cuales se encuentran Eucalyptus globulus subsp. globulus, Eucalyptus
globulus subsp. maidenii, Eucalyptus globulus subsp. bicostata y Eucalyptus globulus

subsp. pseudoglobulus, (Pathauer et al., 2003).

Ahora bien, Jiménez (2022) menciona que la composicién quimica conocida
para Eucalyptus globulus, tiende a cambiar en dependencia del metabolismo que
presente cada especie y subespecie de esta planta, ocasionando que haya un cambio

en la concentracion de cada componente presente en el aceite esencial de eucalipto.
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En esta investigacion se trabajo con un grupo de Eucalyptus globulus, es por
ello, que al existir una gran variedad de subespecies de E. globulus y, como no se
realizd una caracterizacion botanica la cual permite identificar a que variante
especificamente pertenece la especie en estudio, resulta casi imposible garantizar que
los componentes del aceite esencial obtenido en este estudio por los diversos métodos
caseros se encontraran en las mismas proporciones que en los aceites esenciales de

eucalipto obtenidos en las investigaciones previas.

Torres (2018) evaluo la fertilidad de los suelos franco arenosos y determind que
estos por ser ligeros y poco retentivos de la fertilizacion y la humedad, no son fértiles.
El suelo donde se recolectaron las hojas de Eucalipto era de tipo franco arenoso y con
bajo porcentaje de materia organica, estos tipos de suelos hacen que las plantas
durante su crecimiento no sean fértiles y no reciban la cantidad de nutrientes
necesarios para mantenerse en el tiempo, también al estar localizadas en las afueras
de la Ciudad, no reciben suficientes cantidades de agua lo cual puede originar falta de

oxigeno en ellas, un factor importante tanto para su estabilidad y para su extraccion.

Ademas, Alds (2014) define la resistencia a los antibioticos, como la capacidad
de un microrganismo para sobrevivir en concentraciones de antibiotico que inhiben a
otras de la misma especie. Las cepas ensayadas fueron de origen clinico esto hace,
que presenten mayor resistencia limitando la actividad antimicrobiana al emplear
antibidticos que, en este caso es el aceite esencial de hojas de un grupo de Eucalyptus

globulus.

Por dltimo, al establecer una comparacion con los resultados obtenidos del
aceite extraido por métodos caseros y el aceite comercial que se extrae por métodos
industriales, se evidencia que durante la extraccion comercial existe menos perdida de
componentes volatiles presentes en el aceite esencial de eucalipto a diferencia de

cuando es extraido por los otros métodos ensayados en esta investigacion.



CONCLUSIONES

El aceite esencial de hojas de grupo de Eucalyptus globulus obtenido
por los métodos caseros ensayados no presentd respuesta inhibitoria in
vitro sobre cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Candida spp

y Pseudomonas aeruginosa.

El aceite comercial de eucalipto en concentracion pura y en dilucion

1/20 tuvo una actividad antimicrobiana sobre cepas de Escherichia coli.

El aceite comercial de Eucalyptus spp no tuvo una respuesta inhibitoria
sobre Staphylococcus aureus, Candida spp y Pseudomonas aeruginosa.

El estudio demostro que los métodos caseros utilizados por las personas

normalmente en sus hogares para la extraccion de aceites esenciales de

eucalipto no presentan efectos antimicrobianos ni antimicéticos in vitro.
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RECOMENDACIONES

Promover la educacion en la comunidad en general sobre el uso

adecuado de plantas medicinales.

Concientizar a la poblacion sobre el grado de toxicidad de los
componentes del aceite por medio de procesos de decoccion y

vaporizacion.

Fomentar el estudio de analisis toxicologicos que permitan identificar

los componentes activos presentes en Eucalyptus spp.

Incentivar la investigacion sobre posibles aplicaciones terapéuticas de
Eucalyptus spp que puedan ser utilizadas en condiciones de salud

especificas.

Motivar a la comunidad cientifica a continuar investigando sobre el uso
de plantas medicinales, con el fin de potenciar los beneficios y

minimizar riesgos.
Para estudios posteriores, se recomienda ensayar la actividad

antimicrobiana del aceite esencial de Eucalyptus globulus contra otro

tipo de cepas.
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