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. RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos es una problematica a nivel mundial que amenaza la
salud publica. Actualmente, la medicina tradicional ha llamado la atencidon del gremio
cientifico, ya que se conoce que las plantas poseen metabolitos secundarios, los cuales son
los que les otorgan sus propiedades bioldgicas. Se han estudiado extractos vegetales y
aceites esenciales, con el objetivo de proponerlos como alternativas farmacoldgicas contra
la resistencia a los antimicrobianos. El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la
actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus cinerea contra bacterias de
importancia en salud animal durante las cuatro estaciones del afo, por medio de técnicas
bacterioldgicas para proponerlo como una alternativa de tratamiento. Los aceites
esenciales fueron extraidos mediante la técnica de arrastre de vapor. La actividad
antibacteriana se determind por medio de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
la Concentracion Minima Bactericida (CMB).EIl aceite esencial de E. cinerea obtenido de
la época de verano demostré mejor actividad sobre las bacterias Gram positivas,
especificamente sobre S. aureus, generando halos de inhibicion de 22 mm, mientras que
para E. faecium’y E. faecalis gener6 halos de 20 mm. A diferencia de las bacterias Gram
negativas sobre las cuales no se observaron halos de inhibicion relevantes, inicamente se
evidencid actividad antibacteriana sobre S. maltophilia y S. liquefaciens con medidas de
halos de inhibicion de 20 mm y 9 mm respectivamente. E. coli demostré mejor actividad
inhibitoria en la época de primavera, mientras que para S. aureus se evidencid una
actividad bactericida de 2.50 mg/mL en la misma época. Estos resultados ponen en
evidencia la capacidad antibacteriana que posee el aceite esencial de Eucalyptus cinerea
como una posible alternativa de tratamiento ante la problematica que enfrentamos

actualmente.

Palabras clave: Eucalyptus cinerea, actividad antibacteriana, aceite esencial, resistencia

antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a global problem that threatens public health. Traditional
medicine has recently attracted the attention of the scientific community, as it is known
that plants possess secondary metabolites, which give them their biological properties.
Plant extracts and essential oils have been studied with the aim of proposing them as
pharmacological alternatives against antimicrobial resistance. The aim of this research
was to evaluate the antibacterial activity of Eucalyptus cinerea essential oil against
bacteria important for animal health during the four seasons of the year, using
bacteriological techniques to propose it as a treatment alternative. The essential oils were
extracted using the vapor stripping technique. Antibacterial activity was determined using
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC). The essential oil of E. cinerea obtained during the summer season
demonstrated greater activity against Gram-positive bacteria, specifically S. aureus,
generating inhibition zones of 22 mm, while for E. faecium?2 and E. faecalis it generated
zones of 20 mm. Unlike Gram-negative bacteria, for which no significant inhibition zones
were observed, antibacterial activity was only evident against S. maltophilia and S.
liquefaciens, with inhibition zones of 20 mm and 9 mm, respectively. E. coli demonstrated
greater inhibitory activity in the spring season, while for S. aureus, bactericidal activity of
2.50 mg/mL was observed during the same season. These results demonstrate the
antibacterial capacity of FEucalyptus cinerea essential oil as a potential treatment

alternative for the current problem we face.

Keywords: FEucalyptus cinerea, antibacterial activity, essential oil, antimicrobial

resistance.



1. INTRODUCCION

Los antibioticos son farmacos utilizados para tratar y prevenir infecciones en los seres
humanos, animales y plantas, siendo de gran utilidad para preservar la salud. A lo largo
del tiempo, el uso excesivo, prolongado e indiscriminado de estos farmacos ha hecho que
las bacterias evolucionen y en consecuencia a esto sean capaces de evadir el mecanismo
de accion de estos, haciendo mas dificil establecer un tratamiento correcto. Esto se vuelve
preocupante ya que mientras mas bacterias se vuelvan resistentes mas antibidticos se
hacen ineficaces, dejando sin alternativas de tratamiento al sector salud. Debido a esta
gran problematica, las investigaciones han puesto su atencion en las plantas medicinales,
sus extractos y sus aceites esenciales como una propuesta para obtener nuevos
tratamientos (OMS, 2023).

Los aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias biolégicamente activas que
comunmente son utilizadas en productos comerciales, por ejemplo, como aromatizantes,
en la industria de la belleza e incluso en la industria farmacéutica, aunque recientemente
se ha observado que cuentan con actividad antimicrobiana, antifingica y antioxidante
(Soliman et al., 2014).

Nativo de Australia, el género Eucalipto pertenece a la familia Myrtaceae, siendo uno de
los géneros mas plantados a nivel mundial. Es cultivado principalmente por su madera,
como un arbol de ornato, y la obtencion de aceites esenciales, los cuales han presentado
propiedades medicinales y usos terapéuticos. Existen reportes que hablan de los
compuestos del aceite esencial del Eucalipto, a los que se les atribuye la actividad
antibacteriana, antiséptica, antipirética y analgésica. Dentro de las 900 especies que abarca
este género, se encuentra Eucalyptus cinerea, €l cual es un arbol de tamafio mediano-
grande, cuyo aceite esencial se ha comercializado en diversas industrias, destacando en la
industria de los perfumes y fragancias, aunque también se ha descrito y reportado que su
principal compuesto 1,8-cineol (eucaliptol) es el responsable de sus propiedades

antibacterianas (Silva et al., 2011).



De acuerdo con lo mencionado anteriormente, el objetivo de la presente investigacion fue
evaluar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus cinerea contra
bacterias de importancia en salud animal durante las cuatro estaciones del afio, por medio

de técnicas bacterioldgicas para proponerlo como una alternativa de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 Resistencia antimicrobiana

A lo largo de los ultimos afios, la resistencia antimicrobiana se ha considerado como una

crisis de salud publica a nivel mundial que dia tras dia amenaza la habilidad de combatir

exitosamente las infecciones bacterianas. La mayoria de los agentes infecciosos que

alguna vez fueron tratados con los antibidticos comunes, actualmente han adquirido

resistencia a algunos de ellos y en otros casos mas graves, a todos (McEwen & Collignon,

2018).

La aparicion de patogenos farmacorresistentes se vuelve una problemadtica alarmante, ya

que sin antimicrobianos eficaces, pacientes sometidos a cirugias o que reciben

quimioterapia se ven comprometidos en mayor grado. Ademas de ser una amenaza a la

salud publica, la resistencia a los antimicrobianos también es una problematica a nivel

econdémico, ya que las estancias intrahospitalarias se vuelven mas largas y se necesitan

farmacos mas costosos (OMS, 2021).

Se le atribuyen alrededor de 700,000 decesos anuales en todo el mundo, se teme que esta

cifra pueda aumentar a 10 millones de muertes anuales para 2050, convirtiéndose en la

primera causa de muerte. La resistencia a los antibioticos se define como la capacidad que

tienen o que desarrollaron las bacterias para evadir los mecanismos que los farmacos

tienen sobre ellas. Esto se debe al excesivo, indiscriminado y mal uso que se les ha dado

a los antibidticos (Christaki et al., 2019).

Algunos de los mecanismos por los cuales las bacterias adquieren resistencia, son los

siguientes (Figura 2):

1. Intrinseca: resistencia exhibida debido a las propiedades inherentes o naturales de la
bacteria.

2. Adquirida: esta se define como la resistencia exhibida cuando una bacteria sensible
adquiere un mecanismo de resistencia ya sea por mutacion o adquisiciéon de nuevo
material genético de una fuente externa, a esto se le conoce como transferencia

horizontal de genes.



La transferencia horizontal de genes comprende tres mecanismos principales (Figura 1):

a. Transformacion: Es la recombinacion genética en la cual fragmentos de ADN de una
bacteria muerta ingresan a una bacteria receptora integrandose en su cromosoma.

b. Transduccion: Se define como la transferencia de material genético entre una bacteria
donadora y una receptora, esto ocurre mediante un virus bacteriofago.

c. Conjugacion: Este mecanismo implica la transferencia de material genético de una
bacteria a otra por contacto directo. El ensamblaje de multiples genes de resistencia
en un solo plasmado estd mediado por elementos genéticos moéviles.

Plasmidos: La resistencia inducida por plasmidos representa la mayor parte de la

propagacion de la resistencia. Se describen como moléculas de ADN autonomas que
son capaces de autotransmitirse entre células, y que ademds cuentan con la
capacidad de movilizar las partes del cromosoma a través del proceso llamado
recombinacion de alta frecuencia (Rozwandowicz, 2018; Palma et al., 2020).

Transposones: Son capaces de cambiar su posicion dentro de la misma molécula de

ADN, aunque también puede saltar entre varias moléculas de ADN, incluyendo a
los plasmidos. Los transposones son los responsables de que el genoma microbiano

obtenga su flexibilidad (Palma et al., 2020).

Integrones: Son importantes en la propagacion de genes de resistencia en patogenos
transmitidos por el agua. Contienen un sistema de recombinacion especifico del
sitio, lo cual les permite capturar, expresar e intercambiar casetes de genes (Kaushik

etal. 2019).

Transformacion Transduccion Conjugacion

Figura 1. Mecanismos involucrados en la transferencia horizontal de genes (Elaboracion
propia)



3. Adaptativa: Es la resistencia a uno o mas antibidticos, es inducida por una sefial
ambiental especifica (estrés, estado de crecimiento, pH, etc). Este tipo de
resistencia es transitoria, es decir, vuelve al estado original una vez que se elimina

la sefial inductora.

Mecanismos de resistencia

\4 \4 l

Intrinseca Adquirida Adaptativa

A4 \4

Transformacion Conjugacion

Transduccion

A4 A4

Plasmidos Integrones

Transposones

Figura 2. Mecanismos mediante los cuales las bacterias adquieren genes de resistencia
(Elaboracion propia).

2.2 Mecanismos de resistencia a los antibioticos.
Las bacterias se vuelven cada vez mas resistentes a los antibidticos desarrollando
mecanismos de resistencia que impiden que el antibidtico ejerza su mecanismo de accion.

Destacan 4 mecanismos principales:



2.2.1 Inactivacion de farmacos

Las bacterias son capaces de sintetizar enzimas que hidrolizan al antimicrobiano. Las mas
conocidas son las betalactamasas, estas enzimas hidrolizan la unién peptidica endociclica
del anillo betalactdmico. Las betalactamasas fueron descritas en 1940, un afio antes de que
la penicilina fuera introducida a la practica médica. Existen continuas mutaciones que
producen expresion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), las cuales producen
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion. Para combatir la resistencia a estos
farmacos, se les anade un inhibidor enzimético, como por ejemplo el clavunato o el
sulbactam. También existen las enzimas modificadoras de aminoglucoésidos, estas
enzimas median la acetilacion, fosforilacion o adenilacion de los aminoglucésidos.
Alteran la estructura quimica de dichos farmacos, reduciendo asi su afinidad por su sitio
diana o impidiendo la unién ribosomal, haciendo que se vuelva ineficaz (Moreno M ef al.,

2009; Christaki et al., 2019; Gauba & Rahman, 2023).

2.2.2 Limitacion de flujo de antibioticos

Este es un mecanismo empleado por varias bacterias Gram negativas. Implica limitar el
flujo del antibidtico logrando su ineficacia. Las bacterias Gram negativas estan cubiertas
por una membrana externa que les otorga permeabilidad a diversas sustancias, incluidos
los antibidticos. La remodelacién de membrana es un proceso importante por el cual las
bacterias regulan o eliminan componentes especificos, como lipidos y proteinas para
poder adaptarse. Las principales proteinas que se van modificando son las porinas, las
cuales juegan un papel importante como via de entrada de ciertos fArmacos hidrofilicos
como lo son los betalactdmicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol (Christaki

et al., 2019; Abushaheen et al., 2020; Gauba & Rahman, 2023).

2.2.3 Modificaciones de los sitios de accion
Las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), son el principal sitio de accion de los
betalactamicos. Estas permiten la sintesis de peptidoglicano, si se produce una mutacién

en estos sitios de union, dichos fAirmacos se vuelven ineficaces. Otra modificacién que se



conoce es en los ribosomas, se describe tanto en bacterias Gram positivas como en Gram
negativas, las proteinas Qnr median la resistencia a las quinolonas, mientras que los genes
RmtA y RmtB la de los macrolidos.

La produccion masiva del sitio diana, en cuanto a este mecanismo de resistencia se ha
descrito la sobreproduccién de dihidrofolato reductasa como causa de resistencia al
trimetoprim en Escherichia coli.

Las bacterias Gram negativas han sido capaces de desarrollar enzimas modificadoras del
lipido A. Cuando se afiaden grupos de azlcar, la carga negativa del lipido A disminuye,
por lo tanto también disminuye su capacidad para unirse a los péptidos antimicrobianos
catidonicos, reduciendo de tal manera las interacciones electrostaticas, los antibidticos
como las polimixinas son dependientes de esas interacciones electrostaticas con la
membrana externa de la bacteria para alterar la membrana, por lo tanto, al modificarse el
lipido A, las bacterias evaden a eficacia de los farmacos (Moreno M et al., 2009; Christaki

et al., 2019; Abushaheen et al., 2020; Gauba & Rahman, 2023).

2.2.4 Bombas de eflujo

Las proteinas de bombas de flujo se encuentran en la membrana citoplasmatica de las
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estas bombas tienen como funcion la
sefializacion intercelular, los procesos asociados con la virulencia microbiana y la
eliminacion de metabolitos no deseados y sustancias toxicas de la célula. Las bombas
pueden ser especificas para un sustrato o transportar varios compuestos estructuralmente

diferentes (Santajit & Indrawattana, 2016; Lorusso et al.,2022).

2.3 Bacterias de importancia en salud animal

El aumento de patdgenos resistentes a los antimicrobianos asociados con infecciones
nosocomiales ha tomado importancia en la salud publica a nivel mundial. Los Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de
América y la Organizacion Mundial de la Salud han categorizado a los patogenos
resistentes a los antimicrobianos, los patégenos ESKAPE (Enterococcus faecium,

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas



aeruginosa y Enterobacter spp), gracias a la mutacion de genes y la adquisicion de genes,
estas bacterias han sido capaces de volverse resistentes a diversos farmacos como las
fluoroquinolonas, tetraciclinas, betalactamicos, carbapenémicos, glucopéptidos y
polimixinas (Santajit & Indrawattana, 2016; De Oliveira ef al., 2020).

En 2024, la Organizacién Mundial de la Salud actualiz¢ la lista de patdgenos bacterianos
que son prioritarios, dentro de esta lista hacen aparicion 15 familias de bacterias resistentes

a los antibidticos, que son clasificadas en 3 categorias (Cuadro 1)(OMS, 2024).

Cuadro 1. Lista actualizada de patdgenos prioritarios publicada por la OMS en 2024.

Prioridad Bacterias

* Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos.

* Enterobacteriales resistentes a las cefalosporinas de tercera
Critica generacion.

* Enterobacteriales resistentes a los carbapenémicos.

* Mycobacterium tuberculosis resistente a la rifampicina

* Salmonella Typhi resistente a las fluoroquinolonas.
* Shigella spp. resistente a las fluoroquinolonas.
 Enterococcus faecium resistente a la vancomicina.
* Pseudomonas aeruginosa resistente a los carbapenémicos.
Alta + Salmonelas no tifoideas resistentes a las fluoroquinolonas.
* Neisseria gonorrohoeae resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion y/o a las fluoroquinolonas.
* Staphylococcus aureus resistente a la meticilina

* Estreptococos del grupo A resistentes a los macroélidos.

* Streptococcus pneumoniae resistente a los macroélidos.
Media ¢ Haemophilus influenzae resistente a la ampicilina.

* Estreptococos del grupo B resistente a los macrélidos

2.3.1 Escherichia coli



Es una bacteria Gram negativa en forma de baston que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae; este patdogeno forma parte de la microbiota intestinal de los animales
y seres humanos (Jang et al., 2017).

Se disemina a través de las heces, siendo la responsable de enteritis, infecciones en tracto
urinario y sepsis en los seres humanos; mientras que en los animales es la causante de
infecciones que van mas allé del tracto gastrointestinal, por ejemplo; mastitis.

De acuerdo con la OMS, la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion,
fluoroquinolonas y carbapenémicos ha incrementado en diversas regiones,

particularmente en paises en vias de desarrollo (McEwen & Collignon, 2018).

2.3.2 Staphylococcus aureus

Es una bacteria Gram positiva en forma de coco que posee un caracteristico color dorado.
Al igual que Escherichia coli es un patéogeno considerado parte de la microbiota de los
animales y seres humanos (Cheung et al., 2021). Es reconocido por ser el causante de
mastitis en el ganado e infecciones dermatologicas en pequenas especies. Hoy en dia,
Staphylococcus aureus ha demostrado ser resistente a la meticilina, a la mayoria de los
betalactdmicos tradicionales como la penicilina, que es uno de los farmacos mas
utilizados. Siendo vancomicina el ultimo recurso para tratar una infeccion causada por

este patogeno (McEwen & Collignon, 2018).

2.3.3 Enterococcus spp.

Existen al menos 41 especies de este género, la mayoria se encuentra en el tracto
gastrointestinal de mamiferos y aves. Son agentes oportunistas, es decir, colonizan zonas
que se encuentran comprometidas para poder infectarlas. La morfologia de los
Enterococos es variable, puede ser esférica o un bacilo corto y son bacterias Gram
positivas. Las especies mas comunes son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium,
a las cuales se les asocia por ser las causantes de varias infecciones, incluyendo

bacteremias, endocarditis, peritonitis e infecciones urinarias.



Son Dbacterias resistentes a los betalactdmicos, aminoglicosidos, clindamicina,

fluoroquinolonas y sulfas-trimetoprim (Stewart, 2011).

2.3.4 Stenotrophomonas maltophilia

Es una bacteria Gram negativa que se encuentra ampliamente distribuida en el medio
ambiente. Es considerada como una bacteria oportunista y causante de multiples
infecciones sobretodo en los hospitales. Es frecuentemente aislada en seres humanos que
se enfrentan a enfermedades respiratorias cronicas. Es naturalmente resistente a diversos
antibidticos como los betalactdmicos, aminoglucosidos y fluoroquinolonas (Milldn-Diaz

et al., 2017; Gil-Gil et al., 2020).

2.3.5 Pseudomonas aeruginosa

Se calcula que existen mas de 200 especies y subespecies del género Pseudomonas, la
mas comun en medicina veterinaria es Pseudomonas aeruginosa. Es causante de diversas
infecciones en animales, seres humanos y plantas, en perros y gatos se asocia con otitis
externa, infecciones en el tracto urinario bajo, pioderma y ocasionalmente se puede hallar
en infecciones oculares. Es un patdégeno Gram negativo, oportunista que es capaz de
proliferar en diversos ambientes. Es mas comtn encontrarla en ambientes himedos y mal
ventilados dentro de los hospitales, especialmente en quiréfanos; por ejemplo, en las
mangueras de anestesia que no son lavadas y ventiladas correctamente.

Posee una resistencia natural a muchos antibidticos y puede mutar a cepas mas resistentes
durante el tratamiento. El principal mecanismo de resistencia de esta Pseudomonas es la
mutacion de las porinas, la alteracion de las proteinas configuran la pared de los poros con
el objetivo de impedir el flujo al interior de la célula. Otro mecanismo es la sintesis de
lactamasas, las cuales inactivan a los betalactdmicos como penicilinas, cefalosporinas y

carbapenémicos (Narayanan, 2013; Murray ef al.,2025).
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2.3.6 Serratia liquefaciens

Serratia es un género bacteriano Gram negativo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae. Este género esta compuesto por 22 especies que pueden estar en
varios ambientes y huéspedes como suelo, insectos, plantas, agua y materias primas
alimentarias. La especie mas estudiada es S. marcescens debido a su participacion en
infecciones nosocomiales. Mientras que S. liqguefaciens es una especie poco estudiada y
se encuentra estrechamente relacionada con el deterioro de los alimentos (Begrem et al.,

2021).

2.4 Plantas medicinales

Las plantas medicinales han sido usadas desde tiempos antiguos como remedios naturales
para tratar y evitar enfermedades. En México, el uso de la herbolaria medicinal es una
practica bastante accesible, normalmente se utilizan las hojas, flores, tallos y raices. Estas
pueden ser ingeridas de diversas formas; maceradas, en infusiones o tés, entre otras
formas. Si bien, son un remedio util que ofrece aliviar, curar o mantener la salud, en la
mayoria de los casos los compuestos quimicos o principios activos que se les atribuyen se
desconocen o no hay suficiente informacion al respecto, debido a esto, actualmente han
sido el enfoque de multiples estudios e investigaciones que describan a detalle los

compuestos que les otorgan estos beneficios (Guzman Maldonado et al., 2017; Romano

etal., 2021).

2.4.1 Aceites esenciales

Se considera al antiguo Egipto como el lugar en donde naci6 el uso de los aceites
esenciales, los egipcios solian utilizarlos en ceremonias religiosas, cosméticas y
medicinales. Los aceites esenciales son definidos por diversos autores como metabolitos
secundarios organicos que son obtenidos a través de la plantas, otorgandoles olor, sabor y
siendo considerados también como un mecanismos de defensa ante los depredadores. Son

producidos y almacenados en glandulas y cavidades secretoras que estan presentes en las
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hojas, tallos, flores, frutos, corteza y raiz. Normalmente se obtienen a través de la
hidrodestilacion utilizando un aparato tipo Clevenger, pero también se pueden obtener
utilizando la fermentacion, macerado o hidrélisis. Estan compuestos principalmente por
terpenos, terpenoides, fenilpropanoides y otras sustancias mas complejas, los aceites
esenciales han sido los ingredientes principales de las fragancias, aromatizantes y en la
medicina han tenido relevancia por sus variadas propiedades bioldgicas, incluyendo la

actividad antimicrobiana (Winska et al., 2019; Hoffmann, 2020).

2.4.1.1 Terpenos

Al ser mezclas de naturaleza compleja, los aceites pueden contener de 20 hasta 60
componentes en concentraciones variables, con 2 o 3 componentes en concentraciones
mas abundantes. En su mayor parte, los aceites esenciales se componen principalmente
por terpenoides lipofilicos, fenilpropanoides o derivados de hidrocarburos alifaticos de
cadena corta de bajo peso molecular. Siendo los terpenos el compuesto principal, éstos
son el grupo mas grande dentro de las fragancias naturales y su clasificacion se basa de
acuerdo con el numero de unidades de isopreno presentes en su estructura (Sharmeen

etal., 2021).

2.4.2 Eucalipto

2.4.2.1 Descripcion y distribucion

Es un arbol perenne autdctono de Australia que ha sido diseminado en todo el mundo.
Perteneciente a la familia Myrtaceae, comprende al rededor de 900 especies y se encuentra
en zonas con climas humedos y si las condiciones son favorables, estos arboles llegan a
medir hasta 100 metros de altura. Estos arboles poseen una corteza lisa y de color verde
blanquecina que se va descamando, ocasionando que se observen manchas grisaceas en el
tronco. Sus hojas son ovaladas de color grisaceo. En cuanto a los climas que favorecen su
crecimiento son calidos y tropicales, requiere de ambientes soleados, aunque la mayoria
de las especies tienen resistencia al frio, pueden resistir hasta los -12° C, siendo el

Eucalipto de nieve (Eucalyptus pauciflora) capaz de resistir temperaturas de hasta -20° C.
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En la actualidad este arbol se ha distribuido en todo el mundo y lo podemos encontrar en
zonas alrededor del Mediterraneo, Norteamérica y Latinoamérica, desde India hasta China

(Silva et al., 2011; Gobierno de México., 2025).

2.4.2.2 Clasificacion taxonomica

Perteneciente a la familia Myrtaceae, se conocen alrededor de 900 especies y subespecies
(Gilles et al., 2010).

Cuadro 2. Clasificacion taxonomica de Eucalipto dolar (Eucalyptus cinerea).

Taxonomia

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Myrtales
Familia Myrtaceae
Género Eucalyptus
Especie Cinerea

2.4.2.3 Composicion quimica del aceite esencial de Eucalipto

En diversos estudios, los autores coinciden que el componente que se encuentra en mayor
cantidad es el 1,8-cineol. Sin embargo, este compuesto no es el Gnico, también se han
encontrado alfa-pineno y limoneno (Dhakad et al., 2017). Silva et al (2011) lograron
identificar 1,8-cineol en todas las partes aéreas de Eucalyptus cinerea, alcanzando una
concentracion de 85.32%. Asi mismo Sebei et al (2015) identificaron los mismos
compuestos en 7 diferentes especies de Eucalipto, los cuales fueron Eucalyptus maideni,
Eucalyptus astrengens, Eucalyptus cinerea, Eucalyptus leucoxylon, Eucalyptus lehmani,
Eucalyptus sideroxylon y Eucalyptus bicostata, obteniendo como resultado que el

componente de mayor abundancia es el 1,8-cineol en concentraciones entre el 60 al 80%.

2.4.2.4 Propiedades medicinales
En la medicina tradicional ha sido utilizado para tratar diversos padecimientos, se ha
empleado como tratamiento para la rinitis, infeccién bronquial, para reducir la fiebre y

como expectorante. También se ha descrito que los aborigenes australianos utilizaban las
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hojas de Eucalipto para curar heridas e infecciones fungicas (Gilles et al 2010; Cmikova

etal., 2023).

2.4.2.5 Propiedades farmacologicas

Ademas de tener un valor ornamental, en la aromaterapia, en la industria de las fragancias,
entre otras, también se le han atribuido propiedades medicinales antiinflamatorias,
antitumorales, expectorantes, mucoliticas, incluyendo también la actividad antibacteriana
proponiéndolo como una alternativa a los compuestos quimicos sintéticos. En un estudio
realizado por Rodenak-Kladniew et a/ demostraron que el linalol y el 1,8-cineol inhibieron
la proliferacion celular al inducir la detencion del ciclo celular GO/G1 y/o G2/M sin afectar
la viabilidad celular de las células WI-38 de pulmén normales, y al combinar cada
monoterpeno con simvastatina increment6 la detencion del ciclo celular GO/G1 y
sensibilizo a las células a la apoptosis en comparacion con la simvastatina sola. Ambos
componentes demostraron ser prometedores agentes anticancerigenos con propiedades
antiproliferativas, antimetastasicas y sensibilizantes para el tratamiento de cancer de
pulmon.

Asi mismo, en otro estudio se reportd que el eucaliptol disminuy6 la migracion e invasion
de células de cancer de piel mediante la modulacion de la via PI3K/Akt/mTOR, tanto in
vitro como in vivo, otorgandole asi un nuevo enfoque terapéutico a este compuesto activo
(Rahaman et al).

Otros beneficios que se le atribuyen al eucaliptol es como antioxidante y antiinflamatorio,
en un estudio de 2019, se evaluo el 1,8-cineol sobre el dolor neuropatico, en el cual se
demostr6 que es capaz de inhibir los dolores neuropéticos mediados por el receptor P2X3
en el ganglio de la raiz dorsal de la médula espinal (Zheng et al., 2019).

De acuerdo con Maczka et al. (2021) el eucaliptol afecta la actividad de los cilios en el
epitelio respiratorio, mejora el transporte de secreciones ayudando asi a despejar las vias
respiratorias y facilitar la expectoracion. Este compuesto también es un ingrediente comiin
en farmacos destinados a tratar la rinitis, ayudando a depurar las secreciones de las fosas

nasales y a restaurar la funcion de las mucosas.
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También sefialan que el eucaliptol o 1,8-cineol, es el responsable de inhibir la
comunicacion entre bacterias (quorum sensing), la cual es importante en el proceso de
formacion y funcionamiento del biofilm, es importante resaltar que se ha reportado que
los terpenos, incluyendo el eucaliptol, tienen la capacidad de bloquear algunos receptores
que reciben sefiales de varios autoinductores (Hoch etal., 2023). Li etal. (2014)
describen que el 1,8-cineol cambid la estructura bacteriana, tanto para las bacterias
Grampositivas como Gramnegativas. Escherichia coli y Staphylococcus aureus que
fueron expuestas a concentraciones de eucaliptol mostraron deformacion celular y

apoptosis.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los antimicrobianos han revolucionado la medicina moderna siendo de gran ayuda para
el sector salud para el tratamiento de diversas enfermedades, debido al uso constante y
excesivo que se les ha dado y con la disminucion del desarrollo de nuevos tratamientos,
la salud publica se ha visto amenazada con la resistencia a los antimicrobianos (RAM).
Las bacterias se han vuelto capaces de producir y obtener genes de resistencia que les
confieren habilidades para inactivar fArmacos a los que antes eran sensibles. Algunas
desventajas de esta problematica son estancias mas largas en los hospitales, tratamientos
mas costosos, infecciones mas graves, aumento de la mortalidad, entre otras.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) actualizo6 su lista de patdgenos prioritarios,
con el objetivo que incentivar a la comunidad cientifica a desarrollar o descubrir nuevas
alternativas de tratamiento que puedan limitar y frenar la propagacién de bacterias
multirresistentes.

Actualmente se han llevado a cabo estudios enfocados en la evaluacion de plantas
medicinales, se han propuesto extractos y aceites esenciales como una alternativa eficaz
contra la resistencia a los antimicrobianos debido a las propiedades bioldgicas que se les
atribuyen.

Los aceites esenciales son descritos como mezclas complejas de metabolitos activos que
poseen actividades antiinflamatorias, antifingicas, antisépticas, cicatrizantes,
antibacterianas, etc. Son ampliamente utilizados también en otras industrias como en las
fragancias, cosmética y en la farmacéutica. Se proponen como una alternativa de

tratamiento debido a sus usos medicinales, bajo costo y bajo impacto ambiental.
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4, JUSTIFICACION

Con el descubrimiento y desarrollo de los antibacterianos, el gremio médico ha sido capaz
de prevenir y tratar infecciones causadas por bacterias, reduciendo considerablemente la
mortalidad de la poblacién a nivel mundial. La introduccién de todos estos farmacos
gener6 optimismo con respecto a tener la posibilidad de controlar y limitar la propagacion
de bacterias patdgenas.

Sin embargo, el uso excesivo e inadecuado de los antibacterianos por parte de la poblacion
no tardd en traer consigo consecuencias, a lo que hoy conocemos como resistencia a los
antimicrobianos (RAM), dicho fendmeno se ha convertido en una amenaza de salud
publica a nivel mundial ya que en los ultimos afios diversas organizaciones como la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) han reportado el aumento de patdgenos
resistentes a los tratamientos convencionales.

Debido a esta problematica se han estado buscando estrategias de tratamiento para dar una
solucion; y es la comunidad cientifica la que propone utilizar la medicina basada en
plantas como una alternativa de tratamiento.

La medicina basada en plantas no es una practica nueva, ni mucho menos desconocida,
ésta se practicaba hace cientos de afios por diversas civilizaciones a lo largo del mundo.
En la actualidad, se conoce que las plantas son ricas en metabolitos secundarios, los cuales
les otorgan sus propiedades medicinales.

El Eucalipto es un arbol perenne de la familia Myrtaceae, sus aceites esenciales son
ocupados por distintas industrias, desde la farmacéutica hasta la cosmética, pero también
se ha reportado que presenta compuestos como el 1-8 cineol entre otros, que le otorgan
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y antibacterianas y es debido a

esto, que se propone como una alternativa ante la resistencia a los antibacterianos.
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5. HIPOTESIS

El aceite esencial de Eucalyptus cinerea presentard su mejor actividad
antibacteriana, sobre bacterias de importancia en salud animal en una estacion del

ano.
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6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo General
Evaluar la influencia de la estacionalidad sobre la actividad antibacteriana del aceite

esencial de Eucalyptus cinerea, mediante pruebas bacteriogicas con el fin de determinar

la epoca del afio en la que presenta la mejor actividad antibacteriana.

6.2 Objetivos especificos

1. Obtener el aceite esencial de primavera, verano, otofo e invierno de las hojas secas de

Eucalyptus cinerea por medio de la ténica de arrastre de vapor.

2. Determinar la actividad antibacteriana del aceite esencial de Eucalyptus cinerea de

primavera, verano, otoflo € invierno.

3. Determinar que estacion del afio fue la que presentd mejor actividad antibacteriana

sobre bacterias de importancia en salud animal.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Material vegetal

Se recolectaron partes aéreas de Eucalipto dolar (Eucalyptus cinerea) pertenecientes a las
cuatro estaciones del afio, en el Instituto de Ciencias Agropecuarias perteneciente al
municipio de Tulancingo de Bravo, Hidalgo, México. Para la identificacion de la planta
se consultd el herbario de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), y se

verificd que la planta correspondiera a Eucalyptus cinerea IBUNAM:MEXU:873914).

7.1.1 Secado del material vegetal
El proceso de secado de las partes aéreas fue a temperatura ambiente y en ausencia de luz,
una vez verificada su deshidratacion fue triturado mecanicamente con ayuda de un molino

mecanico.

7.1.2 Extraccion del aceite esencial

La obtencion del aceite esencial fue mediante la técnica por arrastre de vapor. Se utilizaron
250 g de las hojas previamente trituradas y 2,500 ml de agua destilada. La extraccion se
llevé a cabo con la ayuda de un alambique de cobre a una temperatura de 100° C durante

3 horas. Al final se obtuvo hidrolato y el aceite esencial.

El rendimiento del aceite esencial se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Rendimiento (%): Peso AE obtenido X100

Peso material vegetal

7.2 Cepas bacterianas

Para determinar la actividad antibacteriana se utilizaron las cepas de Escherichia

coli'y Staphylococcus aureus de la coleccion Americana de Cultivos Tipo (ATCC) y las
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cepas aisladas de casos clinicos Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium!,
Enterococcus faecium?, Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas aeruginosa’,
Pseudomonas aeruginosa’, Serratia liquefaciens y Escherichia coli, pertenecientes al
laboratorio de bacteriologia del Area Académica de Medicina Veterinaria y Zootecnia del
Instituto de Ciencias Agropecuarias (ICAp), de la Universidad Autonoma del Estado de

Hidalgo. Las cepas se mantuvieron en crioconservacion a -80° C hasta su uso.

7.3 Prueba de esterilidad

Para determinar la esterilidad del aceite esencial, se tomaron 10 pl de este y se inoculd en
agar Miiller Hinton (BD Bioxon, Heidelberg, Germany), se llevo a incubacién a 37° C
durante 24 horas para la deteccion de crecimiento de microorganismos presentes en la

muestra.

7.4 Reactivacion de cepas bacterianas

Las cepas bacterianas se reactivaron a partir de la crioconservacion en agar Miiller Hinton
(BD Bioxon, Heidelberg, Germany) mediante la técnica de estria simple para obtener
colonias aisladas. Posteriormente, se realizd tincion de Gram para corroborar su

morfologia y pureza.

7.5 Preparacion del inoculo

Una vez corroborada la pureza de la cepa, se inoculd una colonia de cada cepa en caldo
nutritivo (BD Bioxon) y se incub6 durante 24 horas en agitacion constante (70 rmp) a 37°
C. Transcurrido el tiempo de incubacion los inoculos se ajustaron con caldo nutritivo al

0.5 de turbidez en escala de McFarland (150 x 106 cel/ml).

7.6 Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se determind mediante el método de Kirby-Bauer, la

Concentracion Minima Inhibitoria y la Concentracion Minima Bactericida de acuerdo con
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lo establecido por el CLSI (2012) y siguiendo lo publicado por Zaragoza-Bastida et al.
(2020).

7.6.1 Prueba de difusion en disco

En agar Miiller-Hinton se inocularon 100 pl de cada in6culo bacteriano previamente
ajustado en escala de McFarland de 0.5 y se distribuyeron sobre placas petri. Cada placa
se dejo secar durante 15 minutos. Transcurrido ese tiempo, se colocaron sensidiscos
estériles, en los cuales se impregnaron 5 pl de aceite esencial correspondiente a cada

estacion del afno. Posteriormente se incubaron a 37° C por 24 horas.

Después de la incubacion, se midieron los halos de inhibicidon en milimetros (mm) y se
clasificaron de acuerdo a lo descrito por Imane et a/ 2020 con ligeras modificaciones,
como 9 mm no sensible, 9-15 mm sensible, 15- 19 mm muy sensible y > 20 mm

extremadamente sensible.

7.6.2 Concentracion Minima Inhibitoria

Para determinar la concentracion minima inhibitoria se emple6 la tecnica de microdilucion
en placa. Las concentraciones evaluadas fueron 40.00-0.31 mg/ml; como control positivo
se empled Kanamicina (32.0- 0.25 pg/ml, AppliChem 4k10421, Darmstadt, Alemania) y
como control negativo caldo nutritivo (Becton Dickinson and Difco Company, Chicago,
IL, EE. UU.). Los tratamientos se evaluaron por triplicado.

En una placa de 96 pozos se colocaron 100 pul de las concentraciones a evaluar junto con
10 pl de la suspension bacteriana previamente ajustada. Las placas se incubaron a 37° C
durante 24 horas, una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se anadieron 20 ul de
sales de p-iodonitrotetrazolio al 0,04% (p/v) (Sigma-Aldrich 18377, St. Louis, MO, EE.
UU.) en cada pocillo y se dejo incubando a 37° C por 30 minutos. La CMI se determin6

en aquella concentracidon que se tornara rosa.
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7.6.3 Concentracion Minima Bactericida

Antes de afiadir las sales de p-iodonitrotetrazolio, 5 pl de cada pocillo fueron inoculados
en placas con agar Miiller-Hinton (DIBICO ® Ciudad de México, México) y se incubaron
a 37° C durante 24 horas. La CMB se determiné en la concentracion en la que no hubo

crecimiento bacteriano.

7.7 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana fueron normalizados (logl0) y
analizados mediante un disefio completamente al azar a través de ANOVA. Las
diferencias entre las medias se evaluaron mediante un analisis estadistico de comparacioén
por Tukey con un nivel de significancia del 95% (P=0.05), usando el programa Minitab

18.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

El rendimiento de los aceites esenciales obtenidos de cada estacion del afio se describe en

la siguiente tabla.

Cuadro 3. Rendimiento del aceite esencial de E.cinerea obtenido de las cuatro
estaciones del afno.

Estacion del afio Rendimiento (%)
Primavera 2.20%
Verano 1.85%
Otofio 0.59%
Invierno 1.87%

Los resultados correspondientes a las bacterias Gram positivas, se encontraron diferencias
significativas entre los promedios de los halos de inhibicion y las estaciones del afio
(P=0.05), sin embargo, los aceites esenciales obtenidos de verano, otoflo e invierno no
obtuvieron diferencias estadisticamente significativas contra E. faecalis (Figura 3).
Mientras que para las cepas de E. faecium’ y E. faecium’, la cepa 1 fue extremadamente
sensible (20 mm) ante los aceites obtenidos en verano y otofio (Cuadro 4) (Figura 3), en
comparacion con la cepa 2, la cual se clasifico como sensible al aceite obtenido en
primavera (13 mm) y como no sensible al aceite de otofio (0 mm) segun la clasificacion
publicada por Imane et a/ 2020.

Los aceites esenciales obtenidos de primavera y verano obtuvieron mejores resultados
sobre S. aureus ATCC, siendo extremadamente sensible (20 mm) al aceite esencial de
verano (Cuadro 4) (Figura 3). Con respecto a las bacterias Gram negativas tinicamente
S. maltophilia y S. liquefaciens fueron las que mostraron sensibilidad al aceite esencial
(Cuadro 5). El aceite obtenido en la época de otofio presentdé mejor actividad contra S.
maltophilia, generando halos > 20 mm (extremadamente sensible), mientras que el aceite
de verano no presentd actividad antibacteriana. S. liquefaciens fue sensible (9 mm) al
aceite de primavera, mientras que otofio, verano e invierno no tuvieron diferencias

significativas entre ellos (Cuadro 5).
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El aceite esencial de Eucalyptus cinerea extraido de las diferentes estaciones del afio
demostro tener mejor actividad antibacteriana sobre bacterias Gram positivas, a diferencia
de las bacterias Gram negativas, que demostraron ser menos sensibles.

En el estudio realizado por Soliman et al 2014, el aceite esencial extraido de las hojas
frescas juveniles de Eucalyptus cinerea recolectado en otono tuvo mayor actividad
antibacteriana sobre S. aureus (17 mm) y E. faecalis (18 mm), estos resultados son
similares a los obtenidos en la presente investigacion, a excepcion de que el aceite que
tuvo la mejor actividad antibacteriana sobre S. aureus fue el que se obtuvo en verano
(Figura 3). Con respecto a la actividad antibacteriana sobre E. coli y P. aeruginosa, los
autores antes mencionados reportaron los halos de inhibicion de 16 mm, resultados que
no coinciden lo reportado en el presente estudio ya que no se determinaron halos de
inhibicion para las bacterias antes mencionadas (Cuadro 5).

Por otro lado, Sebei et al 2015 evaluaron los aceites esenciales de siete especies de
Eucalipto, reportando que E. coli fue clasificada como muy sensible (16 mm), mientras
que S. aureus (10 mm) y E. faecalis (12 mm) fueron clasificadas como sensible, a
comparacion de los resultados de la presente investigacion E. coli se clasificd como no
sensible al no generar halos de inhibicion ante ninglin aceite esencial extraido de las
diferentes estaciones del afio, mientras que S. aureus y E. faecalis se clasificaron como
extremadamente sensible al aceite esencial obtenido de la época de verano (20 mm)
(Cuadro 4).

Por su parte Silva et al 2011 reportaron que el aceite esencial de las hojas secas de otoflo
obtuvieron la mejor actividad antibacteriana sobre S. aureus (13 mm), con respecto a E.
coli fue sensible al aceite esencial de invierno y P. aeruginosa no present6 sensibilidad
ante ninglin aceite esencial, al respecto en la presente investigacion unicamente S. aureus
fue sensible al aceite esencial de verano, mientras que E. coli y P. aeruginosa no se

mostraron sensibles ante ninglin aceite esencial (Cuadro 5).

25



Figura 3. Halos de inhibicion del aceite esencial de E. cinerea de las épocas del afio sobre E.
faecalis, E. faecium' 'y S. aureus. A, B,C: E. faecalis de las épocas de primavera, invierno y verano
respectivamente, D, E: E. faeciumi de las épocas de verano y otofio respectivamente, F: S. aureus

de primavera.

Para determinar la concentracion minima inhibitoria y minima bactericida, fueron
evaluados unicamente los aceites esenciales de las épocas del afio que demostraron tener

mejor actividad en la prueba de difusion en disco.

Se determin6 que el aceite esencial de E.cinerea de la época de primavera posee mejor
actividad inhibitoria sobre E. coli (0.62 mg/ml), valor inferior al determinado sobre S.
aureus (1.25 mg/ml), mientras que se determin6 una actividad bactericida de 2.50 mg/ml
sobre S. aureus en la época de primavera sin embargo no se observé actividad bactericida

de ninguna estacion del afo sobre E. coli (Cuadro 6).
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Cuadro 4. Halos de inhibicion del aceite esencial de E. sobre bacterias Gram positivas evaluadas.

Halos de inhibicion (mm + D.E)

Bacteria Primavera Verano Otoiio Invierno Valor de P
S. aureus 15.2542.0682 22.00+0.81642 0 16.25+0.958b 0.0001
E. faeciuml 8.5+£0.57¢ 20.00+ 0.004b 20.00+ 0.0A2 13.00+ 0.81B¢ 0.0001
E. faecium?2 13.54£0.57742 8.7+0.958¢ 0 9.75+0.5084 0.0001
E. faecalis 15.75+1.508 20.00+0.04° 20+0.042 20.00+0.048 0.0001
Valor de P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

ABC_ diferentes literales en mayusculas indican diferencias significativas de cada bacteria entre estaciones del afio;
+b¢; diferentes literales en minusculas indican diferencias significativas entre bacterias.

Cuadro 5. Halos de inhibicion del aceite esencial de E. cinerea sobre bacterias Gram negativas evaluadas.

Halos de inhibicion (mm=D.E)

Bacteria Primavera Verano Otoiio Invierno Valor de P
S. maltophilia 9.00+0.81B2 0¢ 20.00+0.0042 8.5+1.008 0.0001
8. liquefaciens 9.00+0.004%  7.5+£0.578>  8.25+0.504° 7.5+1.00B° 0.016
P. aeruginosa’ SA SA SA SA SA
P. aeruginosa’ SA SA SA SA SA
E. coli ATCC SA SA SA SA SA

E. coli’ SA SA SA SA SA
Valor de P 0.0001

ABCdiferentes literales en mayusculas indican diferencias significativas de cada bacteria entre estaciones del afio;
~b<diferentes literales en minusculas indican diferencias significativas entre bacterias. SA; sin actividad.
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En el estudio realizado por Silva ef al 2011 determinaron que la CMI del aceite esencial
obtenido de las hojas secas de la época de primavera fue de 1.56 mg/ml sobre S. aureus,
mientras que para para las bacterias Gram negativas como E. coli y P. aeruginosa no se
determinaron resultados, en comparacion con lo reportado en esta investigacion, se

determind una CMI menor sobre E. coliy S. aureus.

Por otro lado, Soliman et a/ 2014 evaluaron el aceite esencial de hojas juveniles de
E.cinerea recolectadas en octubre, determinaron actividad inhibitoria de 5.2 y 5.6 pl/ml
sobre E. coli y P. aeruginosa respectivamente, estas concentraciones son menores a las

determinadas en el presente estudio.

Mientras que Salem et al 2018 evaluaron los aceites esenciales obtenidos de distintas
etapas fenoldgicas de E. globulus , en el cual reportan una actividad inhibitoria de 4 mg/ml
sobre S. aureus y E. coli, concentraciones mayores a las reportadas en la presente
investigacion. Pero es importante mencionar que no se pueden comparar los resultados

debido a que las especies del genero Eucalyptus son distintas.

Cuadro 6 Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida del
aceite esencial de E.cinerea obtenido de verano y primavera sobre S. aureus 'y E. coli.

Bacteria CMI (mg/ml) CMB (mg/ml)
Primavera Verano Kanamicina* Primavera Verano Kanamicina*
S. aureus 1.254 2.504 1.00 2.50 10 2.0
E. coli 0.628 2.504 2.00 SA SA 2.0

CMI, Concentracion Minima Inhibitoria; CMB, Concentracion Minima Bactericida. *Los
resultados se muestran en pug, A-B. diferentes literales en mayusculas indican diferencias
estadisticas entre bacterias. SA, sin actividad.
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9, CONCLUSION

El aceite esencial de E. cinerea present6 los mayores halos de inhibicion en primavera y
verano sobre Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. La
mejor Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida se
determind en primavera sobre Staphylococcus aureus, por lo que la mejor época para la
extraccion del aceite esencial de E. cinerea podria ser primavera y verano, sin embargo,
sera necesario realizar estudios adicionales para identificar y cuantificar los metabolitos

que le otorgan la propiedad antibacteriana.
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SE OTORGA LA PRESENTE

CONSTANCIA A:

B. Rodriguez-Mesas, N. Rivero-Perez, R.M. Gayosso-San Juan, A.L. Morales-Ubaldo,
C.G. Sosa-Gutiérrez, J.E. Aparicio-Burgos, A. Zaragoza-Bastida
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RESUMEN
El objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de Eucalyptus cinerea y
Eucalyptus camaldulensis sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Los aceit iales de amb pecies del

género Eucalyptus se extrajeron por ¢l método de arrastre de vapor. Para evaluar la actividad antibacteriana se determinaron
las concentraciones minimas inhibitoria (CMI) y minima bactericida (CMB). Los datos obtenidos fueron normalizados y
analizados mediante un analisis de varianza y una comparacion de medias por Tukey a un nivel de confianza del 95 %,
utilizando ¢l paquete estadistico Minitab 18. Los resultados obtenidos mostraron que ¢l aceite esencial de E. cinerea presentd
mejor actividad inhibitoria frente £, coli (CMI= 0.62 mg/mL), sin embargo, dicho tr i no pr 6 actividad
bactericida frente a E. coli, contrario a lo determinado frente a S. aureus (CMB=2.50 mg/mL). Los aceites esenciales de
Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis pueden ser considerados como una alternativa farmacologica sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin embargo, serd necesario llevar a cabo estudios en donde se determiné el o los
compuestos responsables de la actividad antibacteriana.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Eucalyptus cinerea, Eucalyptus ¢ ldulensis, aceites esencial

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the antibacterial activity of essential oils of Eucalyptus cinerea and Eucalyptus
camaldulensis on Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The essential oils of both species of the genus Eucalypius were
extracted by the steam drag method. To evaluate the antibacterial activity, the minimum inhibitory concentrations (MIC) and
minimum bactericidal concentrations (MBC) were determined. Obtained data were normalized and analyzed by means of an
analysis of variance and a comparison of means by Tukey at a confidence level of 95%, using the statistical package Minitab
18. Obtained results showed that the essential oil of E. cinerea pr d a better inhibitory activity against £, coli (MIC=
0.62 mg/mL), however, this treatment did not present bactericidal activity against E. coli, contrary to what was determined
against S. aureus (MBC=2.50 mg/mL). The essential oils of Eucalyptus cinerea and Eucalyptus camaldulensis can be
considered as a pharmacological alternative treatment for Staphylococcus aureus and Escherichia coli, however, studies will
be necessary to determine the compound(s) responsible for the antibacterial.

Keywords: Antibacterial activity, Eucalyptus cinerea, Eucalyptus camaldulensis, essential oils.

INTRODUCCION
El uso constante y excesivo de antibioticos en sectores médicos, veterinarios y agricolas podria ser la causa fundamental del
desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos a nivel mundial (Samreen et al.,2021). Debido a este fendmeno se ha optado
por llevar a cabo investigaciones de diversas plantas de uso medicinal, asi como sus extractos y aceites esenciales. Los aceites
esenciales son mezclas complejas de ias biologi te activas que se utilizan como agentes aromatizantes y en
diversos productos comerciales, como en industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica que han ganado popularidad
recientemente debido a su potente actividad antimicrobiana contra algunos patogenos alimentarios, se descubrid que los
compuestos principales junto con los componentes menores de los aceites esenciales extraidos de diferentes partes de las
plantas eran responsables de la actividad antibacteriana (Madhumita et al., 2023). Existen reportes de las diversas propiedades
de las especies de eucalipto, ya que ademas de ser utilizada en la industria de los perfumes se han reportado sus actividades
biologicas como antisépticos, anupnreucos. lgési t ibacterianos (Soli et al., 2014). La actividad
antibacteriana de ocho diferentes especies de eucallpto fue reporlada en un estudio realizado por Miguel er al. (2018),
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determinado su efectividad sobre patogenos asociados con el tracto respiratorio, de manera similar Sharafati- Chaleshtori et
al. (2018) reportaron el efecto inhibitorio y bactericida del aceite esencial de E. globulus sobre cepas de Listeria spp.
resistentes a antimicrobianos, a pesar de que existen estudios que demuestran la actividad antibacteriana del género Eucalyptus
spp., la mayoria de cllos estan dirigidos a la salud humana, lo cual deja una brecha en su potencial uso dentro del sector
agropecuario. Debido a lo antes mencionado, ¢l objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana de los
aceites esenciales de Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Los aceites esenciales fucron obtenidos a través de la téenica de arrastre de vapor, para lo cual se colectaron 250 g de hojas
frescas de Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis durante la época de primavera. Una vez fueron obtenidos, se
realizaron pruebas de esterilidad, y se mantuvieron en refrigeracion hasta su posterior evaluacion antibacteriana (Silva er al.,
2011). Se utilizaron cepas indicadoras (ATCC) de Staphylococcus aureus “* y Escherichia coli *'%. Las cepas bacterianas
se reactivaron a partir de la crioconservacion en agar Miiller-Hinton (BD Bioxon, Heidelberg, Alemania) mediante la técnica
de estria simple para obtener colonias aisladas. Se realizé tincion de Gram para corroborar su morfologia y pureza. Una
colonia de cada cepa se inoculd en caldo nutritivo (BD) Bioxon) y se incubd durante 24 h en agitacion constante (70rpm) a
37°C durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion ambos indculos se ajustaron con caldo nutritivo al (.5 de turbidez
de McFarland (150 x 10 ®cel/ml.). La actividad antibacteriana se determind mediante la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB) siguiendo las especificaciones del CLSI (2012) y a lo publicado por
Zaragoza-Bastida e al. (2020). Para determinar la CMI se utilizo la técnica de microdilucion en placa. Las concentraciones
evaluadas fueron 40.0-0.31 mg/ml.: como control positivo se empled Kanamicina (32.0- 0.25 pg/ml., AppliChem 4k10421,
Darmstadt, Alemania) y como control negativo se utilizé caldo nutritivo (Becton Dickinson and Difco Company, Chicago,
I, EE. UU.). Los tratamientos se evaluaron por triplicado.En una placa de 96 pozos se agregaron 100 pl. de las
concentraciones a evaluar junto con 10 pL del indeulo previamente ajustado. Las placas sc incubaron a 37 °C durante 24 h.
Una vez transcurrido ¢l periodo de incubacion, se afadicron 20 puL de una solucion de p-iodonitrotetrazolio al 0,04% (p/v)
(Sigma-Aldrich 18377, St. Louis, MO, EE. UU.) en cada pocillo y s¢ incubd durante 30 minutos, la CMI se determino por la
concentracion a la que la solucion vird a rosa.Para determinar la concentracion bactericida minima (CBM) antes de la adicion
de la solucion de p-iodonitrotetrazolio, se¢ inocularon 5 pL de cada pocillo en agar Miller-Hinton (DIBICO ® Ciudad de
México, México) y sc incubaron a 37°C durantc 24 h. La CBM sc determiné como la concentracion a la que no se produjo
crecimiento visible de las bacterias. Los resultados de CMI y CMB se normalizaron utilizando logl0 y s¢ analizaron mediante
un discfio complelamente alealorizado a través de ANOVA ulilizando ¢l modelo lincal general (GLM). Las diferencias entre
las medias se evaluaron mediante analisis estadistico de comparaciones maltiples de Tukey con un nivel de signilicancia p=
0.05 utilizando ¢l programa Minitab 18.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis mostrd diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos evaluados (Cuadro 1). Determinandose que el
aceite esencial de E. cinerea (AE-Ecin) en comparacion con el aceite esencial de E. camaldulensis (AE-Ecam) presentd mejor
efecto inhibitorio, la mejor actividad de AE-Fcin (p 0.0001). Se presentd sobre £, coli al determinarse actividad inhibitoria
a una concentracion de 0.62 mg/mL, valor inferior al determinado frente a S, aurens (MIC=1.25 mg/mL). Con respecto al
cfecto bactericida de los aceites, inicamente ¢l AE-Ecin presento electo sobre 8. aureus considerindose de esta forma como
¢l mejor tratamiento bactericida evaluado (p=0.0001, CMB=2.50 mg/mL). La actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de diferentes especies del género Eucalyptus spp., ha sido reportada previamente, Sebei er afl. (2015) evaluaron a
través de la téenica de dilusion en disco la actividad de E. cinerea frente a cuatro cepas bacterianas, incluidas £. coli y §.
aureus, determinando halos de inhibicion de 16.0 y 10.0 mm, respectivamente, al igual que en presente estudio los autores
reportaron mejor actividad sobre la cepa Gram negativa,

Cuadro 1. Concentracion Minima Inhibitoria y Concentracion Minima Bactericida de los aceites esenciales de Eucalyptus
cinerea y Eucalyptus camaldulensis sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli (mg/ml)

Bacteria Concentracion Minima Inhibitoria Concentracion Minima Bactericida
AE-Ecin AE-Ecam Kanamicina* AE-Ecin AE-Ecam Kanamicina*
S.aureus 1,254 100" 1.0 2.50% SA 2.0
L. coli 0.62M SA 2.0 SA SA 2.0
AE-Cin, aceite esencial de E. cinerea; AE-Cam, aceite esencial de E. ¢ ldulensis; *® difi literales en mintsculas indican diferencias estadisticas

significativas entre bacterias; *" diferentes literales en maylsculas indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; *Valores expresados en

pg/mL.
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En un estudio similar Silva er al. (2011) reportaron que el aceite esencial de hojas de E. cinerea colectadas en primavera
presenté actividad inhibitoria sobre S. aureus a una concentracion de 1.56 mg/mL, valor similar al determinado en el presente
estudio (CMI=1.25 mg/mL). Con respecto a la actividad antibacteriana de E. camaldulensis, Dogan et al. (2017) reportaron
que el aceite esencial a una concentracion de 30 pg/mL generd halos de inhibicion de 17.0 y 25.0 mm sobre S. aureus y E.
coli, respectivamente, por su parte Knezevic et al. (2016). determinaron una CMI de 1.0 uL/mL sobre E. coli y S. aureus,
valor inferior a los determinados en el presente estudio. Pocos son los estudios que reportan la actividad bactericida del género
de los eucaliptos, sin embargo, recientemente Santos ef al. (2024) determinaron la Concentracion Minima Bactericida de
Eucalyptus radiata sobre cepas de E. Coli, determinando actividad a concentraciones de entre 500 pL/mL y 1000 uL/mL, s1
bien las técnicas y en algunos casos las especies vegetales empleadas en los ensayos previamente discutidos no fueron
similares a las de nuestro estudio, estos conlirman la potencial actividad antibacteriana de los aceites del género Eucalyptus
Spp.

CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos muestran que los aceites esenciales de Evcalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis pueden ser
considerados como allernativa farmacologica sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin embargo, serdn necesarios
cstudios posteriores para delerminar ¢l o los compuestos responsables de la actividad antibacleriana.
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RESUMEN

La resistencia a los antimicrobianos ha surgido en humanos, animales y el ambiente como
una grave preocupacion mundial en el siglo X3¢k Debido a este fendmeno se ha optado por
llevar a cabo investigaciones de diversas plantas de uso medicinal, asi como sus extractos
y aceites esenciales con la finalidad de proponer alternativas de tratamiento eficaces,
econdmicas y de bajo impacto ambiental. Debido a lo antes mencionado el objetivo del
presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales de
Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis sobre Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. Los aceites esenciales de ambas especies del género Eucalyptus se extrajeron por el
método de arrastre de vapor. Para evaluar la actividad antibacteriana se determiné la
concentracion minima inhibitoria. Los resultados obtenidos mostraron que el aceite esencial
de E. cinerea presenté mejor actividad en comparacion con E. camaldulensis siendo mas
activo frente a E. coli. Los resultados obtenidos muestran que los aceites esenciales de
Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis pueden ser considerados como alternativa
de tratamiento sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin embargo, sera
necesario llevar a cabo estudios en donde se determiné el o los compuestos responsables
de la actividad antibacteriana.

Palabras clave: Actividad antibacteriana, Eucalyptus cinerea, Eucalyptus camaldulensis,
aceites esenciales.

ABSTRACT

Antimicrobial resistance has emerged in humans, animals, and the environment as a serious
global concemn in the 21* century. Due to this phenomenon, it has been decided to carry out
research on various plants for medicinal use, as well as their extracts and essential oils to
propose effective, economical treatment alternatives with low environmental impact. The
aim of the present study was to determine the antibacterial activity of the essential oils of
Eucalyptus cinerea and Eucalyptus camaldulensis on Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. The essential oils of both species were extracted by the steam drag
method. To evaluate the antibacterial activity the minimal inhibitory concentration was
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determined, obtained results showed that E. cinerea essential oil was more active than E.
camaldulensis essential oil, being more active on E. coli. Obtained results showed that the
essential oils from Eucalyptus cinerea and Eucalyptus camaldulensis can be considered as
an alternative treatment for Staphylococcus aureus and Escherichia coli, nevertheless, it will
be necessary to carry out studies in which compounds responsible for the antibacterial
activity will be determined.

Keywords: Antibacterial activity, Eucalyptus cinerea, Eucalyptus camaldulensis, essential
oils.

INTRODUCCION

La resistencia a los antimicrobianos ha surgido en humanos, animales y el medio ambiente
como una grave preocupacion mundial en el siglo XXh(Saroese et al., 2021). Debido a este
fenémeno se ha optado por llevar a cabo investigaciones de diversas plantas de uso
medicinal, asi como sus extractos y aceites esenciales. Los aceites esenciales son mezclas
complejas de sustancias bioldgicamente activas que se utilizan como agentes
aromatizantes y en diversos productos comerciales, como en industrias alimentaria,
cosmeética y farmacéutica que han ganado popularidad recientemente debido a su potente
actividad antimicrobiana contra algunos patégenos alimentarios, se descubrié que los
compuestos principales junto con los componentes menores de los aceites esenciales
extraidos de diferentes partes de diversas especies de plantas eran responsables de la
actividad antibacteriana (Madhumita et al., 2023). Existen reportes de las diversas
propiedades de las especies de eucalipto, ya que ademas de ser utilizada en la industria de
los perfumes se han reportado sus actividades biolégicas como antisépticos, antipiréticos,
analgésicos y agentes antibacterianos (Soliman et al., 2014). Debido a lo antes mencionado
el objetivo del presente estudio fue determinar la actividad antibacteriana de los aceites
esenciales de Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis sobre Staphylococcus
aureus y Escherichia coli.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales fueron obtenidos a través de la técnica de arrastre de vapor, para lo
cual 250 g de hojas frescas de Eucalyptus cinerea y Eucalyptus camaldulensis. Una vez
que fueron obtenidos, se realizaron pruebas de esterilidad, posteriormente se mantuvieron

en refrigeracion hasta la evaluacion antibacteriana (Silva et al., 2011).
Prueba de esterilidad

En agar Miiller-Hinton se colocaron 5 microlitros de cada tratamiento y posteriormente se
llevaron a incubar a 37°C durante 24 horas.

Material biolégico
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Para evaluar la actividad antibacteriana se utilizaron cepas indicadoras (ATCC) de
Staphylococcus aureus 5% y Escherichia coli *52'%, Una colonia pura de cada bacteria fue
inoculada en caldo nutritivo, el cual se incubé en agitacion constante (70 rpm) a 37°C
durante 24 horas. Transcurrido el tiempo ambos inéculos se ajustaron con caldo nutritivo al

0.5 de turbidez de McFarland (150 x 10 ®cel/mL).
Actividad antibacteriana

La actividad antibacteriana se determind mediante la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) siguiendo las especificaciones del CLSI (2012) y a lo publicado por Zaragoza-Bastida

et al. (2020). Para la determinacion de la CMI se utiliz6 el método de microdilucion en placa,
se evalud un rango de concentraciones de 40.0 a 0.31 mg/mL, cada tratamiento se evalué

por triplicado en una placa de 96 pozos, agregando 100 pL de cada una de las diluciones

mas 10 pL de la suspension bacteriana previamente ajustada. Una vez realizada la
inoculacion la placa se incubd a 37°C durante 24 horas en agitacion constante (70 rpm), el

control positivo fue Kanamicina (AppliChem 4K10421) a concentraciones de 64-0.25 pg/mL.
Se utilizé caldo nutritivo como control negativo.

Para determinar el punto final de la CMI se empled un método colorimétrico basado en el

uso de sales de tetrazolium. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se agregaron 20
uL de una solucién al 0.04% (w/v) de p-iodonitrotetrazolium en cada pozo, se incubd por 30

minutos a 37°C y se realizo la lectura, determinando que la concentracion minima inhibitoria
es la concentracion a la cual la solucion vird a rosa.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron normalizados y analizados mediante un analisis de varianza y

una comparacion de medias por Tukey a un nivel de confianza del 95 %, el paquete
estadistico Minitab 18.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos mostraron que el aceite esencial de E. cinerea (AE-Ecin) presentd
mejor actividad sobre ambas cepas en comparacion con el aceite de E. camaldulensis (AE-
Ecam), siendo E. coli la cepa mas sensible a AE-Ecin, esto al determinarse una CMI de
0.62 mg/mL, concentracion inferior a la determinada para S. aureus (1.25 mg/mL)

Tabla 1. Concentracion de los aceites esenciales de Eucalyptus cinerea y Eucalyptus
camaldulensis sobre S. aureus y E. coli (mg/mL)

“Bacteria AE-Ecin AE-Ecam Kanamicina*
S. aureus 1.25/¢ 10.0° 10
E. coli 0.62% SA 20

AE-Cin, aceite esencial de E. cinerea; AE-Cam, aceite esencial de E. camaldufensis;, ** diferentes literales en
mindsculas indican diferencias estadisticas significativas entre bacterias; *® diferentes literales en mayGsculas
indican diferencias estadisticas significativas entre tratamientos; *Valores expresados en pg/mL.
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DISCUSION

La actividad antibacteriana de los aceites esenciales de diferentes especies del género
Eucalyptus spp. ha sido reportada previamente, en el estudio realizado por Sebei et al.
(2015), se reportd la actividad antibacteriana de E. cinerea frente a cuatro cepas
bacterianas, incluidas E. coli y S. aureus determinando halos de inhibicion de 16.00 y 10.00
mm respectivamente, al igual que en nuestro estudio, dichos autores reportaron mayor
actividad antibacteriana frente a E. coli. En otro estudio Silva et al. (2011), determind que el
aceite esencial de hojas de E. cinerea colectadas en primavera presento actividad inhibitoria
sobre S. aureus a una concentracion de 1.56 mg/mL, valor similar al determinado en el
presente estudio, cabe mencionar que nuestro material vegetal también fue colectado en
primavera. Con respecto a la actividad antibacteriana de E. camaldulensis, Dogan et al.
(2017), reportaron que dicho aceite a una concentracion de 30 pg/mL generd halos de
inhibicion de 17.0 y 25.0 mm sobre S. aureus y E. coli, respectivamente. Knezevic et al.
(2016), determinaron una CMI de 1.0 yL/mL sobre E. coli y S. aureus, valor inferior a los
determinados en el presente estudio. A pesar de que los estudios antes mencionados
respaldan nuestros resultados, estos no pueden ser del todo discutidos puesto que las

técnicas empleadas fueron diferentes.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que los aceites esenciales de Eucalyptus cinerea y
Eucalyptus camaldulensis pueden ser considerados como alternativa de tratamiento sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, sin embargo, sera necesario llevar a cabo
estudios en donde se determiné el o los compuestos responsables de la actividad
antibacteriana.
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