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RESUMEN

Introduccién. En el Peru se ha mostrado una notable atencidn respecto al estudio de plantas
de uso tradicional, utiles para el desarrollo y sintesis de antibacterianos. Objetivo. Determinar
la actividad antibacteriana in vitro de los extractos acuosos liofilizados de hojas de Eucalyptus
globulus y corteza de Cinnamomum zeylanicum frente a Enterococcus faecalis, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus. Materiales y métodos. Estudio experimental in vitro. Los
extractos acuosos liofilizados de E. globulus y C. zeylanicum se evaluaron a concentraciones
de 600, 700 y 800 mg/mL frente a las cepas de Enterococcus faecalis, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Utilizando como control positivo a la Gentamicina y como control
negativo al suero fisiolégico usando el método de difusién de Kirby-Bauer y se hallaron las
concentraciones minimas inhibitorias por el método de macro diluciéon en medio liquido. Se
realizd un tamizaje fitoquimico. Se usé la prueba de ANOVA para comparar medias y el post
hoc de Bonferroni. Se considerd un p<0,05 como estadisticamente significativo. Resultados.
Se observé halos de inhibicion mayores al control negativo en los grupos experimentales
(p>0,05), esto en todas las dosis evaluadas. Asi mismo, las concentraciones minimas
inhibitorias de E. globulusy C. zeylanicum para E. coli, E. faecalis y S. aureus fueron 16 mg/ml,
16 mg/mLy 32 mg/ml; y 64 mg/ml, 32 mg/mly 64 mg/ml; respectivamente Conclusiones:
Los extractos acuosos liofilizados de las hojas de E. globulus y la corteza de C. Zeylanicum
tienen actividad antibacteriana frente a E. coli, E. faecalis y S. aureus.

Palabras clave: eucalipto; canela; actividad antibacteriana; Escherichia coli; Enterococcus
faecalis; Staphylococcus aureus [Fuente: DeCS/MeSH].

ABSTRACT

Introduction. In Peru, notable attention has been shown regarding the study of plants of traditional
use, useful for the development and synthesis of antibacterials. Objective. To determine the in vitro
antibacterial activity of lyophilized aqueous extracts of Eucalyptus globulus leaves and Cinnamomum
zeylanicum bark against Enterococcus faecalis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Materials
and methods. In vitro experimental study. The lyophilized aqueous extracts of E. globulus and C.
zeylanicum were evaluated at concentrations of 600, 700 and 800 mg/mL against Enterococcus
faecalis, Escherichia coli and Staphylococcus aureus strains. Using Gentamicin as a positive control
and physiological serum as a negative control using the Kirby-Bauer diffusion method and the
minimum inhibitory concentrations were found by the method of macro dilution in liquid medium.
Phytochemical screening was performed. The ANOVA test was used to compare means and the
Bonferroni post hoc. A p<0.05 was considered statistically significant. Results. Inhibition halos
greater than the negative control were observed in the experimental groups (p>0.05), this in all the
doses evaluated. Likewise, the minimum inhibitory concentrations of E. globulus and C. zeylanicum
for E. coli, E. faecalis and S. aureus were 16 mg/ml, 16 mg/ml and 32 mg/ml; and 64mg/ml, 32mg/ml
and 64mg/ml; respectively Conclusions. The lyophilized aqueous extracts of the leaves of £. globulus
and the bark of C. Zeylanicum have antibacterial activity against E. coli, E. faecalis and S. aureus.

Keywords: eucalyptus; cinnamon; antibacterial activity;, Escherichia coli; Enterococcus
faecalis; Staphylococcus aureus [Source: DeCS/MeSH)].
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INTRODUCCION

La resistencia a antibidticos constituye un problema de salud
publica creciente en todo el mundo debido al proceso de
mutacion ocurridas al azar en la poblacion bacteriana. Las
mutaciones ocurridas responden a distintos factores como
el uso indiscriminado de medicamentos y antibidticos, uso
de inmunosupresores, la saturacion del sistema de atencion
primaria. Estos factores influyen, ademas, al aumento de
patologias infecciosas las cuales son responsables del 70% de
muertes prematuras en paises en vias de desarrolloy constituyen
la tercera causa de muerte prematura en el mundo®=.

Debido a que los antibacterianos sintéticos no alcanzan las
concentraciones necesarias para un efecto bactericida en
el sitio de infeccién se ha observado que, en paises como
Estados Unidos, existe un deceso anual de aproximadamente
23 000 personas por infecciones de bacterias resistentes
a antibidticos*”. Esto ha llevado a que los consumidores
eviten el uso de antibacterianos sintéticos buscando nuevas
alternativas®.

En el Perd, a pesar de ser un pais con una amplia biodiversidad
de flora, no se habia estudiado las propiedades quimicas y
farmacoldgicas de gran relevancia para el desarrollo y sintesis
de nuevos medicamentos, limitando el reconocimiento de
ciertas especies como fitofarmacos”. Actualmente, debido al
aumento de las limitaciones de los antibacterianos sintéticos se
ha observado un notable interés del estudio y andlisis de plantas
de uso tradicional, por lo cual la necesidad de realizar un estudio
para observar el potencial bactericida de los aceites esenciales y
extractos de distintas especies se ha vuelto imperativo.

Si bien es conocido el gran potencial antibacteriano de los
aceites esenciales y extractos de Eucalyptus globulus (E.
globulus) y Cinnamomum zeylanicum (C. zeylanicum) sobre
Staphylococcus aureus®®, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa®, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis™V, Salmonella typh™® y Streptococcus mutans™ poco
se conoce acerca de la actividad de éstas especies en otras
cepas bacterianas. Es por ello que el objetivo del estudio fue
determinar la actividad de los extractos acuosos liofilizados de
Eucalyptus globulus (E. globulus) y Cinnamomum zeylanicum
(C. zeylanicum) sobre cepas de Escherichia coli, Enterococcus
faecalis y Staphylococcus aureus™.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y area de estudio

Estudio cuasi experimental, analitico y prospectivo. Realizado
en los laboratorios del Instituto de Medicina Tradicional del
Seguro Social de Salud (IMET-EsSalud), en la ciudad de Iquitos,
provincia de Maynas.

Villacrés-Vallejo J & Barreto-Salcedo CE

Poblacion y muestra

La poblacién del estudio estuvo conformada por las siguientes
cepas bacterianas: E. coli ATCC 25992, E. faecalis ATCC
29212 y S. aureus ATCC 25923. El aislamiento, purificacion e
identificacion de dichas cepas, fue realizado por el Instituto
Nacional de Salud (INS), con sede en la ciudad de Lima y
enviadas al IMET-EsSalud con cuatro meses de anticipacion a
la ejecucion del experimento.

Variables e instrumentos

La variable independiente fue el tratamiento con los extractos
acuosos liofilizados de Eucalyptus globulus y Cinnamomum
zeylanicum a concentraciones de 600 mg/mL, 700 mg/mLy
800 mg/mL. La variable dependiente fue el efecto inhibitorio
sobre E. coli, E. faecalis y S. aureus, medido mediante los
siguientes indicadores: 1) las medidas del halo de inhibicién
(HI) comparadas entre los grupos control gentamicina 10ug y
suero fisioldgicoy valorados a través de la Escala de Duraffourd:
nula <8mm, sensible 9-14 mm, muy sensible 15-20 mm
y sumamente sensible >20 mm®¥, Y, 2. La concentracion
minima inhibitoria (CMI), para ello se utilizaron extractos
acuosos liofilizados a concentraciones de 512, 256, 128, 64,
32,16, 8,4,2,1mg/mL. Los resultados también se expresaron
en escala de concentracion minima inhibitoria (mg/mL) de los
extractos vegetales sobre los microorganismos patégenos,
segun el método de Kirby-Bauer.

Procedimientos

Material vegetal

Las hojas de Eucalyptus globulus (Registro de Herbarium
41464) y corteza de Cinnamomum zeylanicum (Registro
de Herbarium 20234) fueron colectadas del distrito Puerto
Bermudez, provincia Oxapampa, Cerro de Pasco, altitud 257
msnm, latitud:-10,2975, longitud:-74,9356. Dos meses antes
de la ejecucion del experimento fueron enviadas al IMET-
EsSalud, La identificacion de las muestras vegetales se realizd
en el Herbarium Amazonense de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana (UNAP).

Preparacion del pulverizado vegetal

El material biolégico seleccionado e identificado
taxondmicamente, se secod a una temperatura de 60°C por
120 horas; se pulverizé en una licuadora de cuchillas de acero
inoxidable y se pesé en una balanza analitica (Mettler Toledo
AG 204). El pulverizado se guardd en frascos oscuros. A partir
de los pulverizados de hojas y corteza, se prepararon los
extractos acuosos al 10% (P/V), a una temperatura entre 70 a
80°C durante dos horas; se filtraron en papel filtro (Whatman
Cat No 1440 150) y se guardaron en refrigeracién a 5°C. Se
concentraron en rotavapor (MRC ROVA- 100) y se congelaron
a -20°C en frascos especiales para su posterior liofilizado
(SCIENTZ-50N, Labotec) a una temperatura de -40°C y una
presion de 1,33 x 10-3 mbar durante 72 horas. Los extractos
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liofilizados fueron guardados en frascos de vidrio a 5°C,
protegidos de la luz hasta su posterior uso en las pruebas.

Caracterizacion de los extractos

Los extractos fueron sometidos a un tamizaje cualitativo para
la deteccidn de los principales grupos fitoquimicos empleando
métodos establecidos(15), los cuales se realizaron en el
Laboratorio de Farmacognosia del IMET-EsSalud.

Preparacion de los extractos a diferentes concentraciones
Se pesod 2,5 g de extracto liofilizado y se disolvié en 2,5 mL de
agua destilada estéril para obtener la solucion stock con una
concentracion de 1000 mg/mL. A partir de esta solucién stock
se procedié a preparar las siguientes concentraciones: 600,
700, 800 mg/mL.

Preparacion de los discos de sensibilidad con los extractos
vegetales

Los discos de sensibilidad se prepararon utilizando papel
Whatman Cat No 1440 150, seguidamente se esterilizaron en
autoclave (CISA S.p.A) a 121°C en 15 libras de presién por 15
minutos. Luego se procedid agregar a cada uno de los discos
10 pL de las concentraciones de los extractos vegetales, las
gue se dejé secar a 45°C por espacio de 24 horas.

Prueba de sensibilidad

Se prepard agar tripticasa de soya (TSA) para obtener cepas
jovenes de S. aureus, E. faecalis y E. colj, incubandose en
estufa a 372 C por 24 horas. Estos microorganismos fueron
inoculados en la superficie de agar Mueller-Hinton, estriando
con un hisopo en tres direcciones. Se colocaron los discos
con gentamicina de 10 pg, suero fisioldgico y extractos de
E. globulus y C. zeylanicum a concentraciones de 600, 700 y
800 mg, sobre la superficie del medio con ayuda de una pinza
estéril presionando ligeramente para asegurar el contacto
uniforme. Los discos fueron colocados a una distancia de 2,5
cmuno del otroy a 1,5 cm del borde de la placa. Se invirtieron
las placas y fueron incubadas a 37°C durante 18 horas. Con
un vernier calibrado se midieron los didmetros de las zonas de
inhibicién completa (incluyendo el didametro completo). Las
pruebas se realizaron por triplicado. Este método esté basado
en el método de Kirby- Bauer®®, es uno de los métodos que
el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) recomienda para la determinacion de la sensibilidad
bacteriana a los antimicrobianos.

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

El medio de cultivo utilizado fue el caldo Mueller Hinton, donde
setrabajé conelindculoal 1% (suspension bacterianaen solucion
salina al 0,9% a partir del cultivo en agar tripticasa de soya de
18 — 24 h de incubacion), ajustando la turbidez equivalente al
estandar 0,5 de la escala de Mc Farland, aproximadamente
106 ufc/mL. Los tubos de ensayo conteniendo el extracto
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acuoso liofilizado de E. globulus y C. zeylanicum se prepararon a
concentraciones de 512; 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4, 2;1;0,5;0,25
mg/mL. Mientras que el grupo control estaba conformado por
tubos de ensayo que contenian el medio de cultivo y el inéculo
(bacteria). Se incubaron los tubos a 372C durante 18 horas, y se
calculd la CMI al observar la turbidez de cada dilucion.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron en el programa estadistico SPSS
version 18.0. Se calcularon la media, desviacion estandar y
normalidad de los didmetros de los halos de inhibicion. Luego,
se compararon los resultados con el andlisis de varianza de
una via (ANOVA), con un nivel de significancia de p<0,05;
y las diferencias entre medidas de cada grupo se analizaron
mediante el test de comparaciones multiples. El valor p<0,05
fue considerado significativo

Aspectos éticos

Esta investigacion fue aprobada y autorizada por el Comité
de Investigacién y Etica de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana. Ademas, se consideraron los principios de
bioseguridad de la Declaracion de Helsinki.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se expone los metabolitos encontrados en E.
globulusy C. zeylanicum, |os cuales fueron alcaloides, azicares
reductores, saponinas, fenoles y taninos.

La Tabla 2 muestra que E. globulus tuvo similar efecto inhibitorio
contra los tres microorganismos estudiados E. colj, E. faecalis y S.
aureus. C. zeylanicum tuvo mayor efecto inhibitorio contra E. faecalis
y S. aureus, y menor efecto contra E. coli. Ademas, E. globulus tuvo
mayor efecto inhibitorio comparado con la solucién salina y C
zeylanicum contra E. coli, E. faecalis y S. aureus, pero menor efecto
que la gentamicina. El valor de p de la prueba de ANOVA para cada
una de las tres cepas bacterianas fue menor a 0,05.

Finalmente, la Tabla 3 presenta la concentraciéon minima
inhibitoria de los extractos acuosos liofilizados de E. globulus
y C. zeylanicum.

DISCUSION

Las bacterias multirresistentes a los medicamentos son un
problema creciente en los hospitales de todo el mundo. A E.
coli, se le considera una bacteria intrinsecamente susceptible a
casi todos los antibidticos relevantes, pero con alta capacidad
de adquirir genes de resistencia por transferencia genética
horizontal™. Asimismo, la infeccion por Enterococcus resistente
a vancomicina (ERV), sobre todo por las especies E.
faecium (77%) y E. faecalis (9%), se asocia a una mayor tasa de
mortalidad™®. Por otro lado, S. aureus resistente a meticilina,
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Tabla 1. Tamizaje fitoquimico de los extractos acuosos liofilizados de E. globulus y C. zeylanicum

Metabolitos

Eucalyptus globulus

Cinnamomum zeylanicum

H,0Ex

Alcaloides (Drangerdorff) +++ +++
Triterpenos y esteroides (Liebermann- burchard) Nd Nd
Quinonas (Borntrager) Nd Nd
Cumarinas (Baljet) Nd Nd
Aceites y grasas (Sudan Il1) Nd Nd
Azlcares reductores (Fehling) +++ 4+
Saponinas (Espuma) +++ +

Fenoles y taninos (Cloruro férrico) ++ +++
Aminoacidos y aminas (Ninhidrina) Nd Nd
Glicosidos Cardiotonicos (Kedde) Nd -

Glicosidos (Molish) + -

(#), (++) y (+++) indican presencia e intensidad; (-) indica ausencia; (Nd) no determinado; (Ex) extracto; (Et) etanol; (DCM) diclorometano y (H20) agua.

produce, en el 93% de los casos, leucocidinapanton-valentine
(exotoxina causante de la destruccion rapida de los leucocitos
polimorfonucleares); fascitis y neumonia necrosante grave™.
Ante esta problematica creciente, se estan investigando especies
vegetales como agentes antimicrobianos, una alternativa eficaz
en el tratamiento de diversas patologias.

Nuestros hallazgos demuestran que el extracto acuoso
liofilizado de E. globulus, tiene actividad antibacteriana, segun
la Escala de Duraffourd, contra E. colj, E. faecalis y S. aureus, a
concentraciones de 600, 700y 800 mg/ml, coincidiendo con los
resultados de los extractos hidroetandlicos?® y acuosos®?Y; y de
manera similar, con los extractos hidroalcohdlicos®?y aceites

esenciales®?¥, Estos resultados avalarian el uso de E. globulus
para tratar problemas diarreicos y afecciones respiratorias de
naturaleza infecciosa, sobre todo en E. coli por su alta capacidad
de adquirir genes de resistencia por el uso de farmacos®”;
debido a los diferentes compuestos quimicos de sus hojas, tales
como, globulol, 1-8 cineol, trans-inocarveol, entre otros).

Por otro lado, la respuesta de E. coli fue menos sensible,
segun la Escala de Duraffourd, al extracto acuoso liofilizado
de C. zeylanicum. Asimismo, se encontré menor actividad
antibacteriana de este extracto comparado con E. globulus
contra E. faecalis y S. aureus en todas las concentraciones
analizadas. Esto se explica por la presencia de aceites
esenciales®® y abundantes compuestos fendlicos®?”. Otro

Tabla 2. Sensibilidad antimicrobiana producida por los extractos acuosos liofilizados de E. globulus y C. zeylanicum

E. coli ATCC 25932

E. faecalis ATCC 29212

Cepas bacterianas

S. aureus ATCC 25923

Extractos
mm
E. globulus
600 mg/mL 15,33+0,57 80,7 <0,001* 15,00 +0,00 62,5 <0,001* 14,66+0,57 66,6 <0,001*
700 mg/mL 15,66 + 0,57 82,4 <0,001*  15,33+0,57 63,9 <0,001* 14,66 +0,57 66,6 <0,001*
800 mg/mL 15,66 + 0,57 82,4 <0,001*  16,33+0,57 68,0 <0,001*  15,00+0,57 68,2 <0,001*
C. zeylanicum
600 mg/mL 8,00 £ 0,00 42,1 <0,001* 11,16 +0,57 55,8 <0,001* 10,00+ 0,00 45,5 <0,001*
700 mg/mL 9,00 £ 0,00 47,4 <0,001* 12,00+ 0,00 60,0 <0,001* 13,00+ 0,00 59,1 <0,001*
800 mg/mL 9,00 £0,00 47,4 <0,001* 11,00 + 0,00 550 <0,001* 12,50+0,57 56,8 <0,001*
Gentamicina 19,00 + 0,00 100 <0,001* 24,00 +0,00 100  <0,001*  22,00+0,00 100 <0,001*
10 pg
Suero fisiolégico 6,00 + 0,00 30 6,00 + 0,00 30 6,00 £ 0,00 30

*En comparacion con el suero fisioldgico.

Halos de inhibicién expresados en media + desviacion estandar (mm) y porcentaje de inhibicion (%).
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Tabla 3. Concentracién minima inhibitoria de los extractos acuosos liofilizados de E. globulus y C. zeylanicum a diferentes concentraciones

Cepas bacterianas

Extractos E. coli E. faecalis S. aureus
ATCC 25932 ATCC 29212 ATCC 25923
E. globulus 16 mg/mL 16mg/mL 32 mg/mL
C. zeylanicum 64 mg/mL 32mg/mL 64 mg/mL
estudio demostrd la buena actividad de los extractos acuosos [Internet]. 2007 [citado 4 de enero de 2022];23(1):0-0.
frente a E. coli?®, sin embargo, nuestros resultados muestran Disponible en: http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_
poca actividad frente a dicha bacteria (40 — 50%). abstract&pid=50864-21252007000100001&Ing=es&n-

rm=iso&ting=es.
Por otro lado, las CMI del extracto acuoso liofilizado de las hojas 3. Rebollo Garcfa L, Rincén Elvira EE, Leén Gémez VE,

deE. Glo.bu.IL.Js oscilan entre 16 mg/mly 32 mg/ml ydgl extracto Garcia Murciego MEG. Las enfermedades emergentes y
acuoso liofilizado de la corteza de C. Zeylanicum oscilan entre reemergentes del siglo XXI. SANUM. 2021;5(1):48—61.
32 mg/mly 64 mg/ml, evidenciandose menor actividad en ésta

dltima en comparacion al E. Globulus ; estas CMI hacen dificilsu 4. Aslam B, Wang W, Arshad M, Khurshid M, Muzammil S, Ra-

extrapolacion en la practica clinica, sinembargo, son unindicador sool MH, et al. Antibiotic resistance: a rundown of a global
de la actividad in vitro de estos extractos. Las diferencias entre crisis. IDR. 2018;11:1645-58. doi:10.2147/IDR 5173867.

la CMI necesaria para su actividad puede atribuirse al tibo de 5 marston HD, Dixon DM, Knisely JM, Palmore TN, Fauci AS.
extracto, ya que en otro estudio se realizd el ensayo con aceites Antimicrobial Resistance. JAMA. 2016;316(11):1193-204.
esenciales de las hojas y frutos de E. globulus mostrando una doi:10.1001/jama.2016.11764.

moderada actividad frente a S. aureus, B. subtilis, E. coliy P
aeruginosa, con una CMI entre 3- 4 mg/mL®. De igual modo,
el aceite esencial de la corteza de C. zeylanicum muestra una
buena actividad antibacteriana frente a S. aureus y S. typhi con
una CMl entre 0,4519 mg/mL-9,9418 mg/mL"9,

6. Yafiez Rueda X, Cuadro Mogollén OF. Composicidn
guimica y actividad antibacteriana del aceite esencial de
las especies Eucalyptus globulus y E. camaldulensis de
tres zonas de Pamplona (Colombia). Bistua Rev Fac Cienc
Basicas. 2012;10(1):52—61. Disponible en: https://www.

o, . , » redalyc.org/articulo.0a?id=90326398003
La limitacién del estudio se encontrd en las pocas repeticiones

de cada ensayo, las cuales fueron tres por cada especie, esto 7. Gallegos-Zurita M. Las plantas medicinales: principal alter-

podria disminuir la precision de los resultados. Sin embargo, nativa para el cuidado de la salud, en la poblacién rural de
los hallazgos siguen siendo de gran relevancia ya que son una Babahoyo, Ecuador. An. Fac. med. [Internet]. 2016 [citado
potencial alternativa para el gran problema de salud publica el 4 de enero de 2022]; 77(4): 327-332. Disponible en:
que la resistencia bacteriana representa. http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttex-
t&pid=51025-55832016000400002&Ing=es.
CONCLUSIGN 8. Bey-Ould Si Said Z, Haddadi-Guemghar H, Boulek-
bache-Makhlouf L, Rigou P, Remini H, Adjaoud A, et al.
En conclusion, los extractos acuosos liofilizados de las hojas Essential oils composition, antibacterial and antioxidant
de E. globulus y la corteza de C. Zeylanicum tienen actividad activities of hydrodistillated extract of Eucalyptus glob-

ulus fruits. Industrial Crops and Products. 2016;89:167—

antibacteriana in vitro sobre el crecimiento de E. colj, E. faecalis X !
75. doi:10.1016/j.indcrop.2016.05.018.

y S. aureus. Aunque la actividad bactericida fue menor en los
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