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Lista de Abreviaciones:
e ATCC: American Type Culture Collection
e CMI: Concentracion Minima Inhibitoria
e CMB: Concentracion Minima Bactericida
e AEE: Aceite Esencial de Eucalipto
e AEJ: Aceite Esencial de Jengibre
e AEC: Aceite Esencial Combinado
e MH: Agar Mueller Hinton
e DIRESA: Direccion Regional de Salud de Cajamarca
e OH: Alcohol
e S: Sensible
e I: Intermedio
e R: Resistente
e SN: Sensibilidad Nula
e SB: Sensibilidad Baja
e SM: Sensibilidad Media

e SA: Sensibilidad Alta



Glosario:
e Aceite esencial: Mezcla natural de compuestos volatiles extraidos de plantas, con
propiedades aromaticas y medicinales.
e Antibacteriano: Sustancia que inhibe el crecimiento o elimina bacterias.

e Concentracion minima inhibitoria (CMI): Menor concentracion de un

antimicrobiano que impide el crecimiento visible de una bacteria.

e Concentracion minima bactericida (CMB): Menor concentracion de un

antimicrobiano que mata el 99.9% de una poblacion bacteriana.

e Multidrogorresistente: Bacteria resistente a tres o mas clases de antibioticos.

¢ Kirby Bauer: Método de prueba para evaluar la sensibilidad bacteriana a antibioticos
mediante discos en agar.

e Heteroresistencia: Presencia de subpoblaciones bacterianas resistentes dentro de una
cepa generalmente sensible.

¢ Fitoconstituyentes: Compuestos quimicos naturales presentes en plantas con actividad

bioldgica, como alcaloides, flavonoides o terpenoides.



Evaluacion del efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus
globulus “Eucalipto” y Zingiber officinale “jengibre” en Pseudomonas aeruginosa

multidrogorresistente, Cajamarca, 2024



Resumen:

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto antibacteriano in
vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus (Eucalipto) y Zingiber officinale
(jengibre) frente a aislamientos de Pseudomonas aeruginosa MDR (MDR) obtenidos del
Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica de Cajamarca. El efecto inhibitorio se
evalu6 mediante la metodologia de Kirby-Bauer (a concentraciones del 50%, 75% y 100%) y
se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Bactericida (CMB) por
microdiluciéon en medio liquido. Los resultados mostraron una clara disparidad: el Aceite
Esencial de Jengibre (AEJ) demostrd una eficacia superior en la difusion en disco, alcanzando
hasta sensibilidad alta (media de 22.004+3.00 mm) en una cepa y en la demas sensibilidad media.
En contraste, el Aceite Esencial de Eucalipto (AEE) fue el menos activo. Esta diferencia se
confirmé en los ensayos de Concentracion Minima Inhibitoria y Concentraciéon Minima
Bactericida: el AEE carecié de efecto bactericida (CMB >41.1936 mg/ml) contra todas las
cepas, mientras que el AEJ y el AEC lograron la CMB en 3 de 6 cepas a concentraciones entre
36.0976 mg/ml y 40.2912 mg/ml. Ademaés, las cepas con fenotipo pigmentado
(pioverdina/pigmento verde) demostraron ser las mas resistentes a la accion de todos los aceites
esenciales. Se concluye que el aceite esencial de jengibre es el compuesto con mayor actividad
antibacteriana in vitro, mostrando un claro efecto bactericida en la mitad de las cepas MDR

estudiadas.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, Multidrogorresistente, Aceites Esenciales, Zingiber

officinale (jengibre), Eucalyptus globulus (Eucalipto)



Abstract:

The present research aimed to determine in vitro, the antibacterial effect of the essential
oils of Eucalyptus (Eucalyptus globulus) and Ginger (Zingiber officinale) against multidrug-
resistant (P. aeruginosa MDR) isolates obtained from the Regional Public Health Reference
Laboratory of Cajamarca. The inhibitory effect was assessed using the Kirby-Bauer disk
diffusion method (at concentrations of 50%, 75%, and 100%) and the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) were determined by
microdilution in liquid medium. The results showed a clear disparity: Ginger essential oil
(GEO) demonstrated superior efficacy in the disk diffusion assay, reaching up to High
Sensitivity (mean of 22.00+3.00 mm) in one strain and Medium Sensitivity in the rest. In
contrast, Eucalyptus essential oil (EEO) was the least active, primarily exhibiting Low
Sensitivity. This difference was confirmed in the MIC/MBC assays: EEO lacked a bactericidal
effect (MBC >41.1936 mg/mL) against all strains, while GEO and the Combined essential oil
(CEO) achieved the MBC in 3 out of 6 strains at concentrations between 36.0976 mg/mL and
40.2912 mg/mL. Furthermore, strains with a pigmented phenotype (pyoverdine/green pigment)
proved to be the most resistant to the action of all essential oils. It is concluded that Ginger
essential oil is the compound with the highest in vitro antibacterial activity, showing a clear

bactericidal effect in half of the studied MDR strains.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, Multidrug-resistant, Essential Oils, Zingiber officinale

(Ginger), Eucalyptus globulus (Eucalyptus).
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

Las bacterias patdgenas representan un desafio constante para la salud publica debido
a su capacidad de generar enfermedades infecciosas que van desde leves hasta potencialmente
mortales. El uso indiscriminado de antibidticos ha favorecido la seleccion y propagacion de
cepas resistentes, lo que compromete la eficacia de los tratamientos convencionales. Entre estas
bacterias, Pseudomonas aeruginosa destaca por su alta capacidad de adaptacion, formacion de
biopeliculas y resistencia a multiples antimicrobianos, lo que la convierte en un patégeno
oportunista de gran importancia clinica, especialmente en pacientes inmunocomprometidos,
quemados o con enfermedades respiratorias cronicas'’"?. La aparicion de cepas MDR de P.
aeruginosa constituyen una amenaza grave, ya que limita significativamente las opciones
terapéuticas, incrementando la mortalidad hospitalaria y los costos en el sistema de salud G4,
En este contexto, surge la necesidad urgente de explorar alternativas terapéuticas que puedan

contribuir al control de infecciones resistentes.

El uso de plantas medicinales como fuente de compuestos bioactivos con propiedades
antimicrobianas es una estrategia tradicional que ha cobrado gran relevancia en la investigacion
cientifica moderna. Los aceites esenciales, obtenidos por destilacion de partes especificas de
plantas, contienen una mezcla compleja de metabolitos secundarios como terpenoides, fenoles
y aldehidos, que han mostrado capacidad inhibitoria frente a diversos microorganismos,
incluidas cepas resistentes a antibidticos ). En estudios in vitro, estos aceites han demostrado
ser una alternativa prometedora para combatir bacterias patdégenas, ya que act@ian sobre
multiples blancos celulares, dificultando la generacion de resistencia bacteriana®”- Ademas,
su facil obtencidn, bajo costo relativo y origen natural los convierten en una opcidn atractiva
para el desarrollo de terapias complementarias y estrategias de control de infecciones

nosocomiales.
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Dentro del amplio repertorio vegetal, Eucalyptus globulus (eucalipto) y Zingiber
officinale (jengibre) son especies ampliamente reconocidas por sus propiedades medicinales.
El eucalipto, utilizado tradicionalmente como expectorante y antiséptico, posee un aceite
esencial rico en eucaliptol (/,8-cineol), compuesto con demostrado efecto antimicrobiano
contra bacterias Gram positivas y Gram negativas ®. Por su parte, el jengibre, empleado desde
la medicina tradicional asiatica, contiene gingeroles y shogaoles con actividad antiinflamatoria,
antioxidante y antibacteriana ®. Diversos estudios han evidenciado que los aceites esenciales
de estas plantas pueden alterar la permeabilidad de la membrana bacteriana, inhibir la sintesis
de proteinas y desestabilizar procesos metabolicos clave en bacterias resistentes (%1, Estas
propiedades hacen de ambos aceites esenciales candidatos viables para la evaluacion de su
eficacia frente a Pseudomonas aeruginosa MDR, especialmente en contextos donde el acceso

a antibiodticos de ultima linea es limitado.

En ese marco, la presente investigacion titulada "Evaluacion del efecto antibacteriano
in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus “Eucalipto” y Zingiber officinale
“jengibre” en Pseudomonas aeruginosa multidrogorresistente, Cajamarca, 2024", tiene como
finalidad determinar el efecto antibacteriano de estos aceites esenciales en distintas
concentraciones (100%, 75% y 50%) contra cepas clinicas de Pseudomonas aeruginosa MDR,
las cuales fueron obtenidas del Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica de
Cajamarca. Asimismo, se evalu6 la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de ambos aceites, con el fin de establecer su efectividad en el control
del crecimiento bacteriano in vitro. antimicrobianos alternativos frente a bacterias resistentes,

promoviendo una vision integradora entre medicina tradicional y ciencia moderna.
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Objetivos

Objetivo general

e [Evaluar el efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus
“Eucalipto” y Zingiber officinale “Jengibre” contra cepas de Pseudomonas aeruginosa

multidrogorresistente obtenidas del laboratorio Regional de Salud de Cajamarca, 2024

Objetivos especificos

e Determinar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones (100%, 75% y 50%)
de aceite esencial de Eucalyptus globulus “Eucalipto” contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa multidrogorresistente obtenidas del laboratorio Regional de Salud de
Cajamarca, 2024.

e Determinar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones (100%, 75% y 50%)
de aceite esencial de Zingiber officinale “Jengibre” contra cepas de Pseudomonas
aeruginosa multidrogorresistente obtenidas del laboratorio Regional de Salud de
Cajamarca, 2024.

e Determinar el efecto antibacteriano de diferentes concentraciones (100%, 75% y 50%)
de la combinacion de ambos aceites esenciales contra cepas de Pseudomonas aeruginosa

multidrogorresistente obtenidas del laboratorio Regional de Salud de Cajamarca, 2024.
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e Determinar la CMI y CMB de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus “Eucalipto”

y Zingiber officinale “Jengibre” y la combinacion de ambos aceites.

e (Comparar la susceptibilidad de cepas pigmentadas y cepas no pigmentadas de P.

aeruginosa MRD frente a los aceites esenciales mediante la prueba de difusion en disco.

Hipotesis:

Los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale tienen efectividad
significativa en la inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro contra cepas de Pseudomonas

aeruginosa multidrogorresistente, Cajamarca, 2024
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

Ibarra C. (2023)"? realizé en Chile un estudio de la actividad antimicrobiana de aceites
esenciales y extractos de origen natural frente a bacterias MDR. En esta investigacion se realizd
pruebas de diversas muestras vegetales, entre ellas Zingiber officinale. El estudio del efecto
antibacteriano de este ultimo aceite esencial, se realiza mediante métodos de difusion en pozos
de agar y de difusion en discos. Los resultados de sensibilidad que presentan las cepas MDR
frente al aceite esencial de Zingiber officinale en una concentracion al 100% es para
Escherichia coli es de 20 mm, para Staphylococcus aureus es de 18 mm y Pseudomonas
aeruginosa 19 mm. Finalmente concluyd que luego de la revision bibliografica se infiere que
el uso de productos naturales como aceites esenciales es una prometedora alternativa para el

tratamiento de bacterias MDR.

Van L. et al. (2022)"3 evaluaron la actividad antibacteriana del aceite esencial de
Thymus vulgaris (tomillo), Eucalyptus globulus (eucalipto), Salvia officinalis (salvia) y Tea
Maleleuca alternifolia (té) contra Pseudomonas aeruginosa MDR. Se utilizaron 36 cepas en
total, dos cepas compradas y 34 cepas aisladas de infecciones clinicas de dos grandes unidades
hospitalaria de Bucarest y aguas residuales, Rumania. Para medir la susceptibilidad a los
antibidticos se utilizo el método de Kirby-Bauer de difusion en disco. Los resultados mostraron
que las cepas analizadas presentan resistencia a imipenem, gentamicina, aztreonam Yy
ceftazidima. Determinaron también que a pesar de que los cuatro aceites esenciales presentan
efecto inhibitorio frente a la cepa de P. aeruginosa, dentro de los aceites esenciales que usados
en menor concentracion son mas efectivos estan el de té (0538 al 0,759%) y de tomillo (0,246
al 0,470%), comparado con el aceite esencial de eucalipto que es de 2,361 al 3,214%.

Finalmente concluyeron que los aceites esenciales de arbol del té y tomillo demostraron mayor
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eficacia contra cepas de P. aeruginosa que los aceites esenciales de eucalipto y salvia,
incluyendo las resistentes a antibidticos, sugiriendo su potencial como alternativas terapéuticas
prometedoras. Estos resultados respaldan la exploracion futura de compuestos vegetales para

desarrollar antimicrobianos efectivos y ecologicos.

Regalado R. y Rodriguez S. (2021)1% realizaron un estudio en Perti con el objetivo de
determinar in vitro el efecto antibacteriano de extractos de Eucalyptus globulus (EG) y
Eucalyptus viminalis (EV) frente a cepas de Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa. La metodologia se basd en el screening fitoquimico para identificar grupos
funcionales (fenoles, taninos, etc.) y la posterior determinacion de la Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) a partir de extractos etanolicos de las plantas. Los resultados mostraron que
el extracto etanolico de hojas de Eucalyptus globulus present6 actividad antibacteriana contra
Pseudomonas aeruginosa, registrando un valor de CMI de 3.58 mg/mL, mientras que el
extracto de tallos de EG tuvo una CMI de 2.32 mg/mL contra la misma bacteria. La conclusioén
principal fue que los extractos etandlicos de ambas especies de eucalipto exhibieron actividad
antibacteriana significativa sobre los patogenos estudiados, confirmando el potencial de
Eucalyptus globulus como agente antibacteriano, si bien se not6 que la K. pneumoniae era mas

susceptible que la P. aeruginosa.

Armas E. (2019)"9 evaluo la eficacia del aceite esencial de Eucalyptus globulus contra
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 en un estudio in vitro, comparandolo con gentamicina a 10 pg. Se utilizo el método de
disco difusion de Kirby-Bauer para evaluar concentraciones del aceite (100%, 75%, 50% y
25%), con 9 repeticiones por concentracion, ademas de gentamicina y agua destilada como
controles. Se observo que el aceite esencial de Eucalyptus globulus fue efectivo contra MRSA
en concentraciones del 75% y 100%, con halos de inhibicion de 16.22 y 19.56 12 mm
respectivamente, superando el valor de sensibilidad (>15 mm). Sin embargo, no fue efectivo
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contra Pseudomonas aeruginosa, mostrando solo una leve actividad en concentracion del
100% (9 mm). En conclusidn, el aceite esencial de Eucalyptus globulus es eficaz contra MRSA

en concentraciones del 75% y 100%, pero no contra Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Cabrera C. y Marin L. (2016)'®, en un estudio realizado en Cajamarca, Perq, tuvieron
como objetivo demostrar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial del rizoma de
Zingiber officinale Roscoe “Jengibre” en cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Pseudomonas aeruginosa (cepas ATCC). La metodologia se centr6 en la extraccion del aceite
esencial por hidrodestilacion (arrastre con vapor) y la evaluacion de la actividad antibacteriana
mediante el método de difusion en disco (Kirby Bauer) y el método de los pocillos, utilizando
diluciones del aceite al 10%, 50% y 100%. Los resultados mostraron que, a través de la difusion
en disco, el aceite esencial de jengibre al 100% produjo halos de inhibicion de 11 mm para P.
aeruginosa, siendo esta actividad menor en comparacion con los antibioticos de control
(Amikacina y Ciprofloxacino). La conclusion principal fue que el aceite esencial de Zingiber
officinale si presenta efecto antibacteriano in vitro sobre Pseudomonas aeruginosa, lo que
justifica su investigacion como alternativa natural, a pesar de que la potencia demostrada fue

inferior a la de los antibidticos convencionales.
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2.3. Bases teoricas

2.3.1 Infecciones nosocomiales

Las infecciones nosocomiales, también conocidas como infecciones intrahospitalarias,
se refieren a aquellas adquiridas durante la estancia en un hospital. Sin embargo, el alcance de
las infecciones relacionadas con la asistencia sanitaria ha evolucionado mas alla del ambito
hospitalario debido a los avances tecnologicos que permiten la atencidon médica en entornos no
hospitalarios. La prevencion de estas infecciones es de suma importancia, dado que la
implementacion de programas preventivos puede evitar un alto porcentaje de ellas, salvando

vidas y reduciendo costos. Ademds, se destacan los principales tipos de infecciones
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nosocomiales abordados en el articulo, como las del tracto respiratorio, localizacion quirargica
y urinaria 7. El impacto de las infecciones nosocomiales es significativo, ya que conllevan
una elevada mortalidad, prolongan la estancia hospitalaria y aumentan los costos asistenciales.
Segin estimaciones del National Nosocomial Infection Surveillance System (NNIS) de
Estados Unidos, se registraron mas de 1,7 millones de infecciones nosocomiales y alrededor
de 100.000 muertes anuales a causa de ellas. Estas infecciones figuran entre las 10 causas mas
frecuentes de muerte en el pais. En Peru, la epidemiologia de las infecciones nosocomiales
presenta particularidades propias del contexto sanitario y socioecondémico del pais. Se requiere
un estudio exhaustivo para comprender los factores que contribuyen a su incidencia y

prevalencia, asi como para disefiar estrategias efectivas de prevencion y control ¥

2.2.2. Resistencia a los antibiéticos: ¥

La resistencia a los antibioticos, también conocida como resistencia antimicrobiana, es un
fenomeno que amenaza la eficacia de los tratamientos médicos y la salud publica en todo el
mundo. Este problema surge cuando los microorganismos, como bacterias, virus y hongos,
desarrollan la capacidad de resistir los efectos de los antibidticos y otros medicamentos
antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento de las infecciones asociadas y puede resultar en
consecuencias graves, incluida la muerte. La resistencia antimicrobiana es considerada una de
las mayores amenazas para la salud global y tiene profundas implicaciones en la medicina
moderna y la atencion médica. Las causas de la resistencia a los antibidticos son diversas e

incluyen:

e Uso inapropiado de antibidticos: La prescripcion y el uso indebido de antibidticos,
como tomar dosis inadecuadas o no completar el ciclo de tratamiento, pueden fomentar

el desarrollo de resistencia.
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e Uso excesivo de antibioticos: El uso excesivo de antibioticos en la atencidon médica, la
agricultura y la ganaderia ha contribuido a la propagacion de la resistencia a nivel
mundial.

e Transmision de resistencia: Las bacterias resistentes a los antibidticos pueden
transmitirse de persona a persona y propagarse en entornos de atencion médica y
comunitarios.

e Falta de nuevos antibioticos: La investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos se
han ralentizado en las ultimas décadas, lo que limita las opciones de tratamiento cuando

las infecciones resistentes a los antibidticos se vuelven mas comunes.

En el contexto de Peru, la resistencia a los antibidticos es un problema relevante que
requiere atencion urgente debido a la alta prevalencia de bacterias resistentes a multiples
antibidticos observada en diferentes entornos, desde hospitales hasta comunidades rurales. Esta
situacion se ve agravada por factores como la automedicacion y la falta de acceso a atencion
médica de calidad en ciertas regiones del pais. La resistencia antimicrobiana plantea desafios
graves para la atenciéon médica, ya que las infecciones que eran tratables en el pasado pueden
volverse intratables. Por lo tanto, es fundamental llevar a cabo estudios y vigilancia de la
resistencia antimicrobiana para comprender la magnitud del problema y desarrollar estrategias
efectivas de control y prevencion. Para abordar este desafio, es esencial promover el uso
responsable de antibidticos y realizar inversiones en investigacion y desarrollo de nuevos
medicamentos, incluyendo aquellos basados en fitoconstituyentes presentes en plantas, como

los aceites esenciales.
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2.2.3. Tipos de resistencia bacteriana (1°2%

Resistencia Natural (Intrinseca): este tipo de resistencia es innata y se encuentra en
todas las cepas de una especie bacteriana. No es adquirida por mutacion o por
transferencia de genes. La resistencia de Pseudomonas aeruginosa a la penicilina G
debido a la impermeabilidad de su membrana externa.

Resistencia Adquirida: este tipo de resistencia se desarrolla en una bacteria que
inicialmente era sensible al antibiotico, generalmente a través de mutaciones o
adquisicion de genes de resistencia. La resistencia de Staphylococcus aureus a la
meticilina (MRSA) debido a la adquisicion del gen mecA.

Resistencia Cruzada: ocurre cuando una bacteria adquiere resistencia a multiples
antibidticos que tienen mecanismos de accién similares. La resistencia de
Enterobacteriaceac a multiples betalactimicos debido a la produccion de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE).

Resistencia por Mutacion: se debe a cambios en el material genético de la bacteria que
alteran la diana del antibiotico, la permeabilidad de la membrana o la expresion de
bombas de expulsion. La resistencia de Mycobacterium tuberculosis a la rifampicina
por mutaciones en el gen rpoB.

Resistencia Mediada por Plasmidos: los plasmidos son fragmentos de ADN
extracromosOdmico que pueden transferirse entre bacterias, llevando genes de
resistencia. La resistencia a los aminoglucésidos en Enterobacteriaceae debido a
plasmidos que portan genes de modificacion enzimatica.

Resistencia por Bombas de Expulsion: las bombas de expulsion son proteinas que
expulsan el antibidtico fuera de la célula bacteriana, reduciendo su concentracion
intracelular y eficacia. La resistencia de Pseudomonas aeruginosa a multiples

antibioticos debido a la sobreexpresion de bombas de expulsion como MexAB-OprM.
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e Resistencia por Alteracion del Sitio de Accion: Las bacterias pueden modificar el sitio
de accion del antibiotico, impidiendo su union y efecto. La resistencia de Streptococcus
pneumoniae a los macrélidos por metilacion del ARN ribosomal que impide la union

del antibiotico.

2.2.4. Bacterias MDR

Son microorganismos que han desarrollado resistencia a multiples clases de antibioticos,
haciendo que las opciones de tratamiento sean limitadas y complejas. Estas bacterias poseen
mecanismos de resistencia que les permiten sobrevivir a las concentraciones de antibidticos
que normalmente matarian o inhibirian su crecimiento. La resistencia puede ser intrinseca,
adquirida a través de mutaciones, o mediante la adquisiciéon de genes de resistencia por

transferencia horizontal.

A. Pseudomonas aeruginosa MDR (MDRPA) @V

Es una bacteria Gram-negativa oportunista, aerdbica, que se encuentra en diversos
entornos, incluidos suelos, agua y ambientes hospitalarios. Es conocida por su
capacidad de adaptacion a diferentes condiciones y su habilidad para causar infecciones
nosocomiales y comunitarias, especialmente en pacientes inmunocomprometidos o con
dispositivos médicos. Esta bacteria produce una amplia gama de enzimas y toxinas, lo
que contribuye a su virulencia y resistencia a los antibioticos.

La resistencia antibiotica en Pseudomonas aeruginosa es un problema significativo en
el ambito clinico, ya que la bacteria puede desarrollar resistencia a multiples clases de
antibidticos, incluidos los carbapenémicos y los antibidticos de Gltimo recurso, como
las polimixinas. Esta resistencia se debe a mecanismos intrinsecos de la bacteria, como
la expresion de bombas de eflujo y la produccion de enzimas que modifican o degradan
los antibidticos, asi como a la capacidad de adquirir genes de resistencia a través de la
transferencia horizontal de genes.
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La epidemiologia de Pseudomonas aeruginosa varia segin la region y el entorno. A
nivel mundial, es una de las principales causas de infecciones nosocomiales, como
neumonia asociada a ventilador, infecciones del tracto urinario y sepsis. En Peru,
Pseudomonas aeruginosa también representa una preocupacion, especialmente en
entornos hospitalarios donde se ha observado una alta prevalencia de cepas resistentes
a los antibioticos. El control de la propagacion de estas cepas requiere una vigilancia

epidemioldgica continua y estrategias de prevencion y control de infecciones efectivas.

2.2.5. Pruebas bioquimicas

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, bacilo movil (flagelo polar)
y no esporulada, que se caracteriza por su metabolismo oxidativo, pero no fermentativo de
carbohidratos. Entre las pruebas bioquimicas fundamentales para su identificacion se incluyen
la tincion de Gram (obtiene bacilos rosados bajo microscopio), la motilidad, la prueba de
oxidasa (positiva), catalasa (positiva), y la capacidad de oxidar glucosa en medio OF
(Oxidation-Fermentation) pero sin fermentar azticares como lactosa, maltosa, sacarosa u otros
que suelen ser fermentados por enterobacterias. Se utiliza también la prueba de utilizacion de
citrato (positiva), la produccion de gelatinasa y la hidrdlisis de gelatina (gelatinasa positiva), y
la actividad de reduccidn de nitratos (positiva), lo que distingue a P. aeruginosa de muchas

otras bacterias no fermentadoras®?.

Otra prueba importante para confirmar la especie es el crecimiento a 42 °C, el cual P.
aeruginosa suele tolerar, mientras que muchas especies no fermentadoras cercanas no lo hacen
o lo hacen de forma muy débil. Este rasgo unido al uso de medios selectivos como agar
cetrimida, que favorece el crecimiento de P. aeruginosa y ayuda a destacar sus pigmentos
caracteristicos (como la piocianina: pigmento azul-verde soluble, y la pioverdina: amarillo-
verde fluorescente bajo luz UV), refuerza el diagndstico. También se utilizan pruebas negativas

como Voges-Proskauer (VP), Indol, Methyl Red, produccion de HS, fermentacion de azucares
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que no son oxidados; todos estos ayudan a diferenciar P. aeruginosa de otros bacilos Gram

negativos®?.

2.2.6. Eucalyptus globulus

Comunmente conocido como eucalipto azul, es una especie de arbol perteneciente al
género Eucalyptus originaria de Australia, aunque se ha naturalizado en otras regiones del
mundo como en nuestra region de Cajamarca, siendo una especie habitual de ver en nuestro
entorno rural. Es un arbol grande y perenne que puede crecer hasta alturas de 30 a 55 metros.
Su tronco es recto y cilindrico, y su corteza se desprende en tiras, revelando una corteza
subyacente de color mas claro. Las hojas son lanceoladas, de color verde azulado o verde
grisaceo, y tienen un aroma distintivo a eucalipto, provocado por los aceites esenciales que
contiene. Las flores son pequefias, de color blanco a crema, y se agrupan en inflorescencias del

tipo umbela 42,

El eucalipto (Eucalyptus) es conocido por contener una variedad de fitoconstituyentes, que
son compuestos quimicos naturales que se encuentran en las plantas. Los fitoconstituyentes del
eucalipto varian segun la especie especifica de eucalipto, pero algunos de los fitoconstituyentes

comunes que se pueden encontrar en varias especies de eucalipto incluyen ?%27:

» [,8-cineol (eucaliptol): Es el compuesto més abundante en el aceite esencial de eucalipto
y es responsable de su aroma distintivo a eucalipto. También es conocido por sus
propiedades expectorantes y antiinflamatorias, lo que lo hace util para aliviar la
congestion y problemas respiratorios.

* a-Pineno: Es otro terpeno que contribuye al aroma fresco y limpio del eucalipto. Tiene

propiedades antibacterianas y antiinflamatorias.
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* Limoneno: Este compuesto se encuentra en muchas plantas citricas, y en el aceite
esencial de eucalipto, aporta una nota citrica al aroma. También tiene propiedades
antimicrobianas y se utiliza en la fabricacion de productos de limpieza.

» a-Terpineol: Un alcohol terpénico que aporta un aroma agradable y refrescante al aceite
esencial de eucalipto. Se le atribuyen propiedades antisépticas y expectorantes.

* Piperitona: Este compuesto es responsable de la sensacion de frescura y menta que se
asocia a algunas variedades de eucalipto.

+ o-Citronelal: Contribuye a las notas citricas del aroma del aceite esencial de eucalipto y
también tiene propiedades repelentes de insectos.

* Globulol: Otro componente importante del aceite esencial de eucalipto, que contribuye a

sus propiedades antibacterianas y antiinflamatorias.

2.2.7. Zingiber officinale

Comunmente conocida como jengibre o kidon, es una planta herbacea perenne
perteneciente a la familia de las Zingiberdceas. Es nativa del sudeste asidtico y es ampliamente
cultivada en regiones tropicales y subtropicales por sus rizomas aromaticos que son utilizados

en la cocina y la medicina tradicional ?%2%,

El rizoma de Zingiber officinale es la parte subterranea de la planta, de color marron
claro por fuera y amarillento por dentro, grueso, ramificado y con una textura fibrosa, y es la

parte mas utilizada tanto fresca como seca para diversas aplicaciones culinarias y medicinales.
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Los tallos son erectos, de 1 a 1.5 metros de altura, formados por vainas foliares envolventes
que crean pseudotallos. Las hojas son alternas, lineares o lanceoladas, de color verde brillante,
alcanzando hasta 20 cm de largo y 2 cm de ancho, con una base envainadora que rodea el tallo.
Las flores, de color amarillo verdoso con puntas plrpuras, se agrupan en inflorescencias
compactas en espiga que emergen directamente del rizoma, son hermafroditas y poseen un

aroma distintivo 9.

Los principales componentes del jengibre incluyen aceites esenciales como el zingibereno,
curcumeno, beta-bisaboleno, geraniol, linalool y cineol. Entre los compuestos fenélicos, los
gingeroles son los mas abundantes en el jengibre fresco, destacando el /6/-gingerol; durante el
secado y almacenamiento se forman los shogaoles, siendo el [6/-shogaol uno de los mas
importantes. Los paradoles también contribuyen al sabor picante del jengibre. Otros
componentes incluyen la zingerona, formada durante el cocinado y con propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, ademas de los terpenoides, que aportan al aroma y

propiedades medicinales, y los flavonoides, conocidos por sus propiedades antioxidantes ?*3D.

26



2.2.8. Aceites esenciales

Son productos obtenidos por extraccion de materias primas vegetales, en los que se
encuentran concentrados sabores y aromas caracteristicos. Estan compuestos por mezclas
complejas de hidrocarburos, compuestos oxigenados y residuos no volatiles. Se encuentran en
glandulas o vesiculas secretoras inmersas en los tejidos de las hojas, flores, cascara y semillas
de los frutos de muchas especies vegetales 2. Los aceites esenciales son conocidos por sus
propiedades antimicrobianas, lo que significa que tienen la capacidad de combatir
microorganismos, como bacterias, virus y hongos. Estas propiedades antimicrobianas pueden
hacer que los aceites esenciales sean utiles en una variedad de aplicaciones relacionadas con la

salud y la higiene 339,

* Accion Bactericida: tienen propiedades bactericidas, lo que significa que pueden matar
o inhibir el crecimiento de bacterias patdogenas. Por ejemplo, el aceite de arbol de té y el
aceite de orégano, el aceite esencial de eucalipto y de jengibre son conocidos por sus
propiedades antibacterianas.

* Accion Virucida: pueden ser efectivos contra virus. El aceite esencial de eucalipto, por
ejemplo, se ha utilizado tradicionalmente para ayudar a aliviar los sintomas del resfriado
y la gripe debido a sus propiedades antivirales.

* Accion Fungicida: pueden combatir infecciones por hongos. El aceite de clavo, por
ejemplo, tiene propiedades antifungicas y se ha utilizado para tratar infecciones por
hongos en las ufias y la piel.

* Higiene Oral: el aceite de menta, se utilizan en pastas de dientes y enjuagues bucales
debido a sus propiedades antibacterianas y refrescantes.

* Cicatrizacion de Heridas: Algunos aceites esenciales, como el aceite de lavanda, se han
utilizado en la terapia de heridas para ayudar a prevenir infecciones y promover la

cicatrizacion.
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2.2.9. Fitoconstituyentes de los aceites esenciales

Los aceites esenciales contienen una variedad de fitoconstituyentes, que son
compuestos quimicos naturales que se encuentran en las plantas y que les confieren sus
propiedades aromaticas y terapéuticas. Estos fitoconstituyentes varian segun la especie
especifica de la planta y pueden incluir hidrocarburos, compuestos oxigenados y otros
componentes bioactivos. Uno de los fitoconstituyentes mas comunes en los aceites esenciales
es el 1,8-cineol, también conocido como eucaliptol, que es el compuesto mas abundante y
responsable del caracteristico aroma a eucalipto y que ademds podemos encontrarlo presente
en el aceite esencial de jengibre. El 1,8-cineol tiene propiedades expectorantes y

antiinflamatorias, lo que lo hace til para aliviar la congestion y problemas respiratorios ¢23%,

Ademéds del 1,8-cineol, otros fitoconstituyentes comunes en los aceites esenciales
incluyen el a-pineno, el limoneno, el a-terpineol, la piperitona, el a-citronelal y el globulol,
entre otros. Estos compuestos tienen una variedad de propiedades terapéuticas, que van desde
propiedades antibacterianas y antifingicas hasta propiedades calmantes y analgésicas. Por
ejemplo, el a-pineno y el limoneno tienen propiedades antibacterianas y antiinflamatorias,
mientras que el a-ferpineol y la piperitona tienen propiedades antisépticas y expectorantes.
Estos fitoconstituyentes actlian sinérgicamente para proporcionar los beneficios terapéuticos
de los aceites esenciales y pueden ser utilizados en una variedad de aplicaciones, como

aromaterapia, cuidado de la piel, y tratamiento de enfermedades respiratorias y digestivas ¢,

2.2.10. Métodos de extraccion

2.2.10.1. Método de arrastre por vapor

La destilacion por arrastre de vapor es uno de los métodos mas antiguos y ampliamente
utilizados para extraer aceites esenciales de plantas aromaticas. Este proceso implica el uso de
vapor de agua para liberar los componentes volatiles de las partes de la planta, como las flores,
hojas o tallos. La planta se coloca en una camara de destilacion junto con agua, y se calienta
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hasta que el vapor de agua atraviesa la planta, llevandose consigo los aceites esenciales. El
vapor que contiene los compuestos volatiles pasa luego a través de un condensador, donde se
enfria y se convierte nuevamente en agua y aceites esenciales. Estos dos liquidos se separan
posteriormente, y el aceite esencial, que es menos denso que el agua, flota en la superficie y se

recoge®?.

Uno de los aspectos clave de la destilacion por arrastre de vapor es el control preciso de
la temperatura y la presion. Es importante mantener la temperatura lo suficientemente alta
como para liberar los aceites esenciales de la planta, pero no tan alta como para dafiar los
compuestos sensibles al calor. Ademas, la presion del vapor debe ser ajustada para garantizar
que se produzca una extraccion eficiente de los aceites esenciales. Este método es
particularmente efectivo para plantas con altas concentraciones de compuestos volatiles, como
la lavanda, el eucalipto y la menta. La destilacion por arrastre de vapor es una técnica versatil
que permite obtener aceites esenciales puros y de alta calidad, que se utilizan en una amplia
gama de aplicaciones, desde la aromaterapia hasta la fabricacion de productos cosméticos y

farmacéuticos®?.

2.2.11. Eucaliptol (1,8 cineol)

Es un monoterpeno biciclico que se encuentra en varios aceites esenciales de plantas
como el Eucalyptus globulus, el Rosmarinus officinalis, el Origanum vulgare, el Thymus
vulgaris, el Coriandrum sativum y el Zingiber officinale. El 1,8-cineol induce estrés oxidativo
en las células bacterianas al aumentar la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS).
Cuando se trataron cepas de SARM con diversas dosis de /,8- cineol, se produjo un aumento
de la generaciéon de ROS en comparacion con las células no tratadas. La afluencia de ROS
generadas afecta a la actividad de las enzimas antioxidantes y ataca a las macromoléculas, lo

que provoca dafios bacterianos y la muerte celular %)
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El 1,8-cineol ha demostrado su potencial como agente antimicrobiano con diversas
aplicaciones. Algunas de las aplicaciones potenciales del [,8-cineol como agente

antimicrobiano incluyen %40

* Tratamiento de infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM):
El 1,8-cineol ha demostrado una fuerte actividad antibacteriana contra cepas de MRSA,
incluyendo tanto cepas de referencia como aislados clinicos. Se ha demostrado que inhibe
el crecimiento del SARM vy altera la integridad de la membrana bacteriana, provocando
la muerte celular “V,

* Actividad antibiopelicula: Se ha descubierto que el 1,8-cineol posee actividad
antibiopelicula frente a cepas de SARM. Puede inhibir la formacion de biopeliculas y
reducir la viabilidad de las preformadas, lo que lo convierte en un agente potencial para
combatir las infecciones asociadas a biopeliculas %42,

* Alternativa a los antibioticos convencionales: Debido a la aparicion de bacterias
resistentes a los medicamentos y a la disminucion de la eficacia de los antibidticos
tradicionales, se necesitan agentes antimicrobianos alternativos. El 7,8-cineol, como
compuesto natural, ofrece una alternativa potencial a los antibioticos convencionales para
el tratamiento de infecciones bacterianas.

* Terapia combinada: E/ /,8-cineol ha mostrado efectos sinérgicos cuando se utiliza en
combinacion con antibidticos convencionales como la oxacilina contra cepas de SARM.
Esto sugiere que podria utilizarse como terapia complementaria para mejorar la eficacia
de los antibioticos existentes.

» Potencial para el desarrollo de nuevos agentes antiinfecciosos: La potencia antibacteriana

del 1,8-cineol y su capacidad para inducir el estrés oxidativo en las cepas de SARM ©V).
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2.2.12. Actividad antibacteriana del aceite esencial de eucalipto

El aceite esencial de eucalipto ha sido reconocido tradicionalmente por su actividad
antibacteriana debido a su composicion quimica tnica. Uno de los componentes principales del
aceite esencial de eucalipto es el /,8-cineol, también conocido como eucaliptol, que constituye
una parte significativa de su contenido. Este compuesto ha demostrado poseer propiedades
antimicrobianas, inhibiendo el crecimiento de una variedad de bacterias, incluidas
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Ademas del 1,8-cineol, el aceite esencial de
eucalipto contiene otros componentes como alcoholes, aldehidos y ésteres, que también pueden

contribuir a su actividad antibacteriana 4%,

Otro mecanismo por el cual el aceite esencial de eucalipto exhibe actividad
antibacteriana es su capacidad para perturbar las membranas celulares de las bacterias. Los
componentes del aceite esencial pueden penetrar en la estructura de la membrana celular
bacteriana, alterando su integridad y permeabilidad. Esto puede provocar la pérdida de
nutrientes y la salida de componentes esenciales, lo que eventualmente conduce a la muerte de
la bacteria. Ademas, algunos componentes del aceite esencial de eucalipto pueden interferir
con procesos metabolicos vitales de las bacterias, como la sintesis de proteinas o la respiracion

celular, lo que contribuye atin més a su actividad antibacteriana 4443,

Ademas de su accion directa sobre las bacterias, el aceite esencial de eucalipto también
puede ejercer efectos beneficiosos sobre el sistema inmunologico del cuerpo. Se ha sugerido
que los compuestos volatiles presentes en el aceite esencial pueden estimular la actividad de
los globulos blancos, células responsables de combatir infecciones, lo que podria ayudar a
fortalecer la respuesta del organismo frente a las bacterias patdgenas. En conjunto, estos
diversos mecanismos hacen del aceite esencial de eucalipto un agente prometedor en la lucha
contra las infecciones bacterianas y respaldan su uso histérico como tratamiento
antimicrobiano 647,
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2.2.13. Actividad antibacteriana del aceite esencial de jengibre

El aceite esencial de jengibre, obtenido principalmente del rizoma de Zingiber
officinale, ha demostrado poseer una notable actividad antibacteriana contra una variedad de
bacterias patdgenas. Esta actividad se atribuye a la presencia de compuestos bioactivos como
los sesquiterpenos (zingibereno) y los monoterpenos (como el cineol y el geraniol), que han
mostrado eficacia en inhibir el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Estos componentes actiian alterando la permeabilidad de la membrana celular bacteriana, lo

que provoca la lisis celular y la muerte de la bacteria 4349,

Los estudios han revelado que el aceite esencial de jengibre es efectivo contra bacterias
como Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella typhi. En investigaciones
especificas, se ha observado que el aceite esencial inhibe la proliferacion bacteriana a
concentraciones relativamente bajas, lo que sugiere un potencial uso terapéutico en el
tratamiento de infecciones bacterianas. Ademas, la combinacion de aceite esencial de jengibre
con antibidticos convencionales ha mostrado un efecto sinérgico, mejorando la eficacia de los

tratamientos antibacterianos y reduciendo la resistencia bacteriana®%>!

La actividad antibacteriana del aceite esencial de jengibre no solo es relevante en el
ambito médico, sino también en la industria alimentaria, donde se utiliza como conservante
natural para prolongar la vida util de los productos alimenticios al inhibir el crecimiento de
bacterias patdgenas. Este enfoque no solo mejora la seguridad alimentaria, sino que también
responde a la creciente demanda de productos libres de conservantes quimicos. La
investigacion contintia explorando el amplio espectro de accion del aceite esencial de jengibre,
buscando aplicaciones practicas y eficientes tanto en la salud humana como en la preservacion

de alimentos ¢,
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2.2.14. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Es una medida utilizada en microbiologia para determinar la menor concentracion de
un agente antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo en cultivo.
Se realiza mediante pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, donde se expone al
microorganismo a diferentes concentraciones del agente antimicrobiano y se observa cual es la
concentracion mas baja que evita su crecimiento. La CMI es importante en el tratamiento de
infecciones, ya que indica la eficacia del agente antimicrobiano contra el microorganismo
causante de la enfermedad. Cuanto menor sea la CMI, mas efectivo serd el agente

antimicrobiano para eliminar la bacteria ¢,

En el contexto de las bacterias multirresistentes comunes en unidades de cuidados
intensivos (UCI), la determinacion de la CMI es crucial debido a la alta prevalencia de cepas
resistentes a multiples farmacos en este entorno clinico. Las bacterias multirresistentes, como
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA), Enterococcus resistente a la
vancomicina (VRE) y diversas cepas de Enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE),
representan un desafio significativo en el tratamiento de las infecciones nosocomiales. La
evaluacion de la CMI de los antimicrobianos frente a estas bacterias permite seleccionar el
tratamiento mas adecuado y evitar el uso de fArmacos a los que las bacterias son resistentes, lo
que ayuda a prevenir la propagacion de la resistencia antimicrobiana en el entorno

hospitalario®?.

2.2.15. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La concentracion minima bactericida (CMB) es la concentracion més baja de un agente
antimicrobiano que mata a un microorganismo en particular. Esta medida es esencial para
evaluar la eficacia de los antimicrobianos y su capacidad para erradicar completamente la
poblaciéon bacteriana. La determinacién de la CMB se lleva a cabo mediante pruebas de

dilucién seriada, donde se exponen los microorganismos a diferentes concentraciones del
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agente antimicrobiano y se evalia si estas concentraciones son capaces de eliminar
completamente el crecimiento bacteriano. Por lo general, se considera que una concentracion

que resulta en una reduccién de al menos el 99.9% en la densidad bacteriana es bactericida®”.

En el ambito clinico, la determinacién de la CMB es crucial para evaluar la eficacia de
los antimicrobianos frente a patdgenos resistentes, como las bacterias MDR, que representan
un desafio significativo para el tratamiento clinico. La identificacion de los antimicrobianos
que conservan su capacidad bactericida contra estas bacterias resistentes es fundamental para
orientar el tratamiento antimicrobiano adecuado y evitar el desarrollo de resistencia
antimicrobiana adicional. Ademads, la CMB puede variar segun el tipo de microorganismo y la
cepa, lo que resalta la importancia de realizar pruebas especificas para cada agente
antimicrobiano y microorganismo ©%. Los estudios de CMB también son fundamentales en la
investigacion microbiologica y farmacéutica para evaluar la actividad bactericida de nuevos
agentes antimicrobianos o formulaciones. Proporcionan informacion crucial sobre la potencia
y eficacia de los agentes antimicrobianos en la erradicacion de bacterias, lo que contribuye al
desarrollo y optimizacion de terapias antimicrobianas mas efectivas y al disefio de estrategias

para combatir la resistencia antimicrobiana.

2.2.16. Escala de Duraffourd

Es un sistema de referencia cualitativo utilizado en microbiologia para evaluar la
actividad antimicrobiana de sustancias naturales o sintéticas, especialmente aceites esenciales
y extractos vegetales, mediante la medicion de los halos de inhibicion en pruebas de difusion
en agar. Fue propuesta por Duraffourd y colaboradores como una manera practica de
categorizar el grado de sensibilidad de los microorganismos frente a un agente antimicrobiano,

en funcion del didmetro del halo de inhibicion producido ©7¥.
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De acuerdo con esta escala, se interpreta el efecto antimicrobiano en rangos de diametros

medidos en milimetros (mm):

¢ < 8 mm: sensibilidad nula

e 8 — 14 mm: sensibilidad baja.

e 15— 19 mm: sensibilidad media.

e >20 mm: sensibilidad alta.

Su aplicacién resulta muy util en estudios de cribado y evaluacion in vitro, ya que permite
comparar de manera estandarizada la eficacia de diferentes aceites esenciales o compuestos
frente a cepas bacterianas, incluidas las MDR. En investigaciones recientes, la escala de
Duraffourd ha sido empleada como criterio de analisis para la interpretacion de resultados en
pruebas de sensibilidad antimicrobiana, contribuyendo a establecer la potencialidad terapéutica

de productos naturales como el Eucalyptus globulus y el Zingiber officinale, entre otros.

2.2.17. Métodos de Método de Kirby-Bauer (Difusion en Disco)

El método de Kirby-Bauer, también denominado técnica de difusion en disco, es uno
de los procedimientos estandarizados mas utilizados a nivel mundial para evaluar la
sensibilidad antimicrobiana de bacterias frente a diferentes agentes antimicrobianos. Su
fundamento consiste en la colocacion de discos de papel filtro impregnados con
concentraciones conocidas de antibidticos sobre la superficie de una placa de agar Mueller-
Hinton previamente inoculada con una suspension bacteriana ajustada a un estandar de turbidez
(habitualmente 0,5 de McFarland). Tras la incubacién a 35 + 2 °C durante 16—18 horas, los
antimicrobianos difunden radialmente desde los discos hacia el medio, generando gradientes

de concentracion®?,
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El resultado se evalta midiendo los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de
cada disco, los cuales reflejan la capacidad del antimicrobiano para inhibir el crecimiento
bacteriano. La interpretacion de estos didmetros se realiza siguiendo tablas de referencia
internacionales, principalmente del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y del
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), que clasifican a los
microorganismos como sensibles, intermedios o resistentes segun puntos de corte establecidos

para cada antibiotico y especie bacteriana ©?).

Este método es ampliamente empleado en la practica clinica y en investigacion debido
a su simplicidad, bajo costo, reproducibilidad y utilidad comparativa. Sin embargo, presenta
limitaciones como la imposibilidad de determinar concentraciones minimas inhibitorias (CMI)
exactas y la sensibilidad a factores como la composicion del medio, la densidad del indculo y
las condiciones de incubacidén. A pesar de ello, sigue siendo un estandar de oro para la
evaluacion inicial de la resistencia bacteriana y para el monitoreo de la eficacia de
antimicrobianos convencionales y alternativos, incluyendo los aceites esenciales y extractos

naturales en investigaciones experimentales.
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2.4. Definicion de términos basicos

e Fenotipo de resistencia: El fenotipo de resistencia se refiere a la manifestacion
observable de la resistencia antimicrobiana por parte de un microorganismo. Esto puede
incluir la capacidad de un microorganismo para crecer en presencia de concentraciones
de antimicrobianos que inhibirian o matarian a las cepas sensibles. El fenotipo de
resistencia puede variar segln el tipo de antimicrobiano y la cepa bacteriana especifica.

e Sinergismo: El sinergismo se refiere a la interaccion entre dos o mas agentes
antimicrobianos que produce un efecto combinado mayor que la suma de los efectos
individuales de cada agente. En otras palabras, cuando dos o més antimicrobianos se
utilizan juntos, su efecto conjunto es mas potente que la suma de sus efectos
individuales. Esto puede aumentar la eficacia del tratamiento antimicrobiano y reducir
el riesgo de resistencia bacteriana.

e Halo de inhibicion: El halo de inhibicion es el area transparente alrededor de un disco
impregnado de antimicrobiano en una placa de agar después de la incubacion. Este halo
se forma porque el antimicrobiano se difunde desde el disco hacia el medio de cultivo,
inhibiendo o matando las bacterias en su vecindad. El diametro del halo de inhibicion
se utiliza para interpretar la sensibilidad o resistencia de las bacterias a un
antimicrobiano especifico.

o Estrés oxidativo: El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la produccion de
especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y la capacidad de un
organismo para neutralizar o detoxificar estos compuestos. Las ROS incluyen radicales
libres como el superoxido, el perdxido de hidrégeno y los radicales hidroxilos, y pueden
causar dano a las biomoléculas celulares como proteinas, lipidos y 4cidos nucleicos. El
estrés oxidativo puede estar implicado en diversas enfermedades y procesos

patologicos, asi como en la respuesta inmune del cuerpo a las infecciones.
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CAPITULO 3
DISENO DE LA CONTRASTAECION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de investigacion

e Investigacion basica

3.2. Tipo de investigacion

e Investigacion experimental pura

3.3. Enfoque de la investigacion

e Investigacion cuali-cuantitativa

3.4. Dimension temporal de la investigacion

e Investigacion transversal

3.5. Material biologico
3.5.1. Material bioldgico vegetal

e Hojas frescas de Eucalyptus globulus.
Criterios de inclusion:

- Hojas frescas, enteras y sanas, libres de evidencia visible de enfermedad, dafio
mecanico significativo o infestacion por plagas.
- Material recolectado de la misma fuente geografica y en la misma etapa fenologica

(madurez) para asegurar la consistencia del perfil fitoquimico

Criterios de exclusion:

- Hojas secas, senescentes o visiblemente deterioradas.
- Material con evidencia de tratamiento quimico.

- Hojas con crecimiento fiingico o colonizacidon microbiana aparente.
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e Rizoma de Zingiber officinale.

Criterios de inclusion:

- Rizomas frescos, firmes, sin brotes significativos y libres de dafos o podredumbre.
- Rizomas obtenidos de proveedores locales o con trazabilidad conocida para

asegurar la calidad y edad similar

Criterios de exclusion:

- Rizomas secos o procesados
- Rizomas que presenten signos de pudricion o descomposicion.

- Material que no cumpla con los estandares minimos de calidad para la extraccion.

3.5.2. Material biolégico bacteriano
12 cepas utilizadas son Pseudomonas aeruginosa obtenidas en el afio 2024 por el

Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica de Cajamarca.

Criterios de inclusion:

Cepas clinicas (no cepas de referencia como ATCC).

- Cepas identificadas y confirmadas como Pseudomonas aeruginosa mediante
pruebas bioquimicas estandar o técnicas moleculares.

- Cepas que presenten el fenotipo de multidrogoresistencia, confirmado por el
antibiograma del Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica de
Cajamarca.

- Aislamientos obtenidos y almacenados segun los protocolos estdndar del

Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica de Cajamarca.
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Criterios de exclusion:

- Cepas sensibles o resistentes inicamente a uno o dos antibidticos (que no cumplan
el criterio MDR).
- Cultivos que presenten contaminacion con otras especies bacterianas o fungicas.

- Cepas cuya viabilidad y pureza no pueda ser restablecida mediante resiembra.

3.6. Poblacion, Muestra y Unidad de analisis

3.6.1. Poblacion

Poblacion Bacteriana: Todas las cepas de Pseudomonas aeruginosa multidrogorresistente
(MDR) aisladas de pacientes y registradas por el Laboratorio de Referencia Regional de Salud

Publica de Cajamarca durante el afio 2024.

Poblacion Vegetal: La totalidad de plantas de Eucalyptus globulus (Eucalipto) y Zingiber
officinale (Jengibre) disponibles en la zona de recoleccidon para la extracciéon de aceites

esenciales.

3.6.2. Muestra
Muestra Bacteriana: Doce (12) cepas especificas de Pseudomonas aeruginosa MDR
seleccionadas del archivo de cepas del Laboratorio de Referencia Regional de Salud Publica

de Cajamarca para ser evaluadas en los ensayos in vitro.

Muestra Vegetal: La cantidad de hojas frescas de Fucalyptus globulus y la cantidad de rizomas
de Zingiber officinale necesarios y suficientes para realizar la destilacion por arrastre de vapor

y obtener las concentraciones requeridas para todas las pruebas de difusion, CMI y CMB.
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3.6.3. Unidad de analisis
Cada cepa individual de Pseudomonas aeruginosa MDR sometida a la prueba de antibiograma

con los aceites esenciales.

3.7. Lugar de muestreo

e Las hojas frescas de Eucalyptus globulus fueron colectadas en la provincia de

Cajamarca, ubicado a 2750 m.s.n.m.

e Los rizomas de Zingiber officinale fueron colectados en la provincia de Cajamarca,

ubicado a 2750 m.s.n.m.

3.8. Toma de muestras vegetales

e Se colectaron aproximadamente 15 kg de hojas frescas de Eucalyptus globulus
(eucalipto) en cajas de Tecnopor, para luego ser trasladadas a los laboratorios de
Biologia de la Universidad Nacional de Cajamarca para realizar la extraccion de su
aceite esencial.

e Se colectaron aproximadamente 30 kg de rizomas frescos de Zingiber officinale
(jengibre) en cajas de Tecnopor, para luego ser trasladadas a los laboratorios de
Biologia de la Universidad Nacional de Cajamarca para realizar la extraccion de su

aceite esencial.

3.9. Obtencion de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus 'y Zingiber officinale

Se empleod el método de destilacion por arrastre con vapor de agua.

e Primero se sec6 la materia vegetal (hojas de eucalipto y rizoma de jengibre).
e Luego se colocod la materia vegetal (jengibre: rizomas cortados en finas laminas y
secas; eucalipto: hojas secas y trituradas) en el recipiente del destilador, llenamos

el tanque productor de vapor con agua.
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e Seprocedid a armar el destilador uniendo las tres partes (tanque de agua, recipiente
de muestra vegetal y condensador o refrigerante), se conecté6 ambas mangueras al

condensador (para entrada y salida de agua).

e Se esper6 a que el agua aumentara su temperatura a 100°C y se dejo en

funcionamiento la maquina destiladora por 3 horas aproximadamente.
e Se separa el aceite esencial por decantacion

e Se recolectd 12 mL de aceite esencial de jengibre y 90 mL de aceite esencial de
eucalipto en un frasco de color ambar para evitar que se desnaturalice, posterior a

ello se guardé a 4°C hasta su uso ©V.

3.10. Reactivacion y purificacion de cepas

e Se realizd la reactivacion de cepas en Agar Cetrimide (preparacion segun las

indicaciones de fabrica).

e Se realiz6 la siembra de las 12 cepas en placas Petri de Agar Cetrimide (previamente

se realizo control de calidad en una incubadora por 24 horas a 37°C).

e Se dejaron las placas Petri sembradas por 24 horas a 37°C.

3.11. Tincion Gram

e Tomamos una lamina portaobjetos limpia y agregamos 2 gotas de agua estéril.

e Tomamos con un asa de siembra estéril una colonia de Pseudomonas aeruginosa y

extendemos la muestra en la gota de agua para formar un frotis fino y homogéneo.
e Dejamos secar al aire completamente.
e (Cubrimos el frotis con cristal violeta por 1 minuto y enjuagamos con agua destilada.
e Luego cubrimos con lugol por 3 minutos y enjuagamos con agua destilada.

e Aplicamos alcohol-acetona por 10-15 segundos y enjuagamos con agua destilada.
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Finalmente cubrimos el frotis con safranina por 1 minuto y enjuagamos con agua

destilada.

Dejamos secar al aire libre y observamos en el microscopio con aceite de inmersion en

el objetivo 100X.

3.12. Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas que se realizaron fueron Citrato de Simmons, TSI, LIA y SIM.

Se inici6 tomando una colonia aislada en Agar Cetrimide para sembrar en la superficie
del medio (pico de flauta) para la prueba del citrato.

Para sembrar en medio TSI y LIA tomamos una colonia aislada y realizamos una
siembra por puntura hasta la base del medio en el tubo de ensayo con medio para prueba
TSIy LIA respectivamente, luego sembramos en la superficie del medio.

Finalmente, para la prueba de SIM tomamos una colonia aislada y realizamos una
siembra por puntura hasta el fondo del tubo con medio.

Se dej6 incubando por 24 horas a 37°C.

3.13. Antibiograma

Se prepard el medio Mueller Hinton (seguin las indicaciones de fabrica) y realizamos
pruebas de control de calidad dejando las placas con medio en la incubadora por 24
horas a 37°C.

Colocamos en solucion salina (NaCl 0,9%) algunas colonias hasta ajustar la densidad

bacteriana de (medida en el densitdmetro).

Tomamos un hisopo estéril, la introducimos en el tubo con la concentracién adecuada

y procedemos a realizar tres repeticiones de siembra sobre las placas.
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Finalmente, colocamos los discos de antibidticos (Piperacilina-Tazobactam,
ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem, gentamicina, aztreonam, norfloxacino

y levofloxacino) y llevamos a incubar por 24 horas a 37°C.

3.14. Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial de eucalipto, jengibre y

combinacion

3.14.1.

3.14.2.

3.14.3.

Preparacion de las Concentraciones del Aceite Esencial puro

Aceite esencial al 100%: solo se utiliz6 60 pL de aceite esencial
Aceite esencial al 75%: se mezcl6 45 pL de aceite esencial + 15 pL de alcohol de 70°.

Aceite esencial al 50%: se mezcl6 30 puL de aceite esencial + 30 pL de alcohol de 70°.

Preparacion de las Concentraciones del Aceite Esencial combinado

Aceite esencial al 100%: solo se utilizo 60 puL de aceite esencial de eucalipto y 60 uLL

de aceite esencial de jengibre

Aceite esencial al 75%: se mezcld 45 pL de aceite esencial de eucalipto + 45 pL de

aceite esencial de jengibre + 30 puL de alcohol de 70°.

Aceite esencial al 50%: se mezcld 30 pL de aceite esencial de eucalipto + 30 puL de

aceite esencial de jengibre + 60 uL de alcohol de 70°.

Prueba piloto (pruebas de sensibilidad — Kirby Bauer)

Se realiz6 una prueba piloto para las pruebas de sensibilidad por difusion en disco para
ajustar parametros y ademas realizar una comparacion del efecto antibacteriano de los
aceites de eucalipto y jengibre frente a cepas con pigmentacion (verde) y cepas sin

pigmentacion.
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3.14.4.

3.14.5.

3.14.6.

Reactivacion de las Cepas

Tomar una pequena alicuota con un asa de siembra estéril y suspendemos en caldo

nutritivo.

Incubar a 37°C por 24 horas.

Siembra en Placa de Mueller-Hinton

Sumergimos un hisopo estéril en la suspension bacteriana ajustada en Solucion Salina

Fisiologica al 0,5 de Nefelometro de McFarland.

Se elimino el exceso de liquido en las paredes del tubo.

Sembramos por estriado en varias direcciones sobre la placa de Mueller-Hinton para

lograr una cobertura homogénea.

Dejamos secar la placa de 2 a 5 minutos.

Colocacion de los Discos e incubacion

Se colocaron los discos limpios de difusion en una placa de Petri estéril.

Impregnar los discos con 20 pL de cada concentracion del aceite esencial: 100%, 75%,

50% y alcohol de 70°.

Se colocaron los discos sobre la superficie del agar Mueller-Hinton con pinzas estériles,

asegurando una separacion minima de 24 mm entre discos.
Presionamos ligeramente cada disco para garantizar contacto con el medio.

Incubamos las placas a 37°C por 24 horas en posicion invertida y procedimos a realizar

las mediciones.
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3.15. Interpretacion de sensibilidad

e Luego de las 24 horas de incubacion, se observaron halos de inhibicion de diferente

diametro.

e Realizamos las mediciones de los halos y procesamos los datos.

3.16. Evaluacion del CMI y CMB de los aceites esenciales

3.16.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se utilizo el método de Microdilucion en medio liquido

e Se prepard en un matraz una solucion madre de 10 mL que contenia: 1 mL del aceite
esencial, 1 mL de alcohol (70°) y 8 mL de caldo Mueller Hinton.

e Laconcentracion del aceite esencial (mg/mL) en la solucién madre, se calcul6 teniendo
en cuenta la densidad del aceite esencial (62).

e Luego, se sirvid la solucion madre en 12 tubos de ensayo aumentando 100 uL en cada
tubo.

e asi mismo, la bateria de tubos de ensayo se completd con 500 uL de in6culo bacteriano
de la cepa bacteriana.

e Luego, se colocd caldo Mueller Hinton hasta completar un volumen total de 2500 uL.

e Asimismo, se calculd la concentracion del aceite esencial en cada tubo de ensayo.

¢ Finalmente, se incubaron todos los tubos durante 24 horas a 37° C; cumplido el tiempo
de incubacion se determind la CMI del aceite esencial que fue la concentracion en
mg/mL del aceite esencial que inhibi6 el crecimiento del indculo bacteriano, esto se

evidencio por la ausencia de turbidez en el tubo después del periodo de incubacion.

3.16.2. Concentracion Minima Bactericida (CMB)
Para establecer la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB), se introdujo un hisopo estéril en
los tubos correspondientes a la CMI que no mostraron turbidez y se inocul6 en placas de agar
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Mueller Hinton. Posteriormente, las placas fueron incubadas a 37 °C durante 24 horas, tras lo
cual se realizo6 el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC). La CMB se definié como

la concentracion en la que se observé un crecimiento igual o inferior a 1 UFC por placa.

3.17. Determinacion del rendimiento de extraccion

Formula:
Rendimiento =_Wfinal (AE) 100
Winicial (MV)
Donde:

- Winal (AE): Peso final del aceite esencial

- Winicia (MV): Peso inicial de la materia vegetal

3.18. Determinacion de la densidad

Para determinar la densidad se tomd 1 mL del aceite esencial y se uso la siguiente formula:

DENSIDAD =m(@)
v (ml)

Donde:

- m: masa (en gramos)

- v:volumen (en mL)
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3.19. Elaboracion de las diferentes concentraciones del aceite esencial

Se empleo la siguiente formula para calcular los volimenes necesarios:

CiVi=CV»

Donde:

- C1: concentracion inicial
- V1: volumen inicial
- C2: concentracion final

- V2: volumen final
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3.17. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Se calculé las medidas de tendencia central y de dispersion del diametro de los halos de
inhibicidn; ademas, se aplico la prueba de normalidad usando Shapiro Wilk. Para realizar las
comparaciones de las medias de los efectos antibacterianos entre las muestras problemas se
aplico la prueba de Kruskal Wallis, la cual se trabajé con un nivel de significancia estadistica

p < 0,005.
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4.1. Resultados

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. Caracteristicas Fisicoquimicas de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y

Zingiber officinale
Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y
Zingiber officinale
Ca.r acterrlst}cas A.E. eucalipto A.E. jengibre
fisicoquimicas
Volumen obtenido 90mL 15mL
Rendimiento 0,6% 0,05%
Densidad 0,8582g/mL 0,8204g/mL
Olor Caracteristico al de la planta Caracteristico al de la planta
Aspecto Translucido Translucido
Color Amarillo péalido Amarillo Intenso

En la Tabla 1 se detallan las caracteristicas fisicoquimicas obtenidas de los aceites esenciales
de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale. Se observa una diferencia marcada en el volumen
obtenido y el rendimiento, siendo el eucalipto significativamente superior con 90 mL (0,6%)
frente a los 15 mL (0,05%) del jengibre. En cuanto a las propiedades fisicas, ambos aceites
presentaron un aspecto translucido y un olor caracteristico a la planta de origen; sin embargo,
difirieron notablemente en su coloracidon, donde el aceite esencial de eucalipto mostrd un tono

amarillo palido y el de jengibre un amarillo intenso. Finalmente, la densidad del aceite de
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eucalipto fue ligeramente mayor (0,8582 g/mL) en comparacion con la del jengibre (0,8204

g/mL).

4.1.2. Pruebas Bioquimicas de Pseudomonas aeruginosa

Tabla 2. Pruebas Bioquimicas de Pseudomonas aeruginosa

PRUEBAS BIOQUIMICAS
N° CEPA Cl.trato de TSI LIA SIM
Simmons

. . sin H»S — indol
07 positivo KK - SII? gas S RJA —sin HaS negativo —
’ motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin sin H»S — indol
14 H,S K/A —sin H»S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A — sin H»S sin H»S — indol
15 H,S negativo —
motilidad +

positivo K/K - sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
22 H,S negativo —
motilidad +

positivo K/K —sin gas — sin K/A —sin H,S sin H2S — indol
23 H>S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
2575 H>S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
360 H>S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A — sin H»S sin H»S — indol
361 H.S negativo —
motilidad +

positivo K/K - sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
362 H,S negativo —
motilidad +

positivo K/K - sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
363 H>S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
365 H>S negativo —
motilidad +

positivo K/K — sin gas — sin K/A —sin H»S sin H»S — indol
370 H>S negativo —

motilidad +
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En la Tabla 4.1.2 se presentan los resultados de la caracterizacion bioquimica de las 12
cepas en estudio identificadas como Pseudomonas aeruginosa. Se observa una homogeneidad
absoluta (100%) en el comportamiento metabdlico de los aislados frente a las pruebas
seleccionadas. Todas las cepas mostraron capacidad para utilizar el Citrato de Simmons como
unica fuente de carbono. En el medio TSI, se obtuvo un perfil de K/K (pico/base alcalina) sin
produccion de gas ni de HS, lo cual es consistente con el metabolismo no fermentador de esta
especie. Asimismo, en el medio LIA, los resultados fueron uniformes con un patréon K/A (pico
alcalino/base 4cida) sin H>S. Finalmente, mediante la prueba SIM, se confirmo6 que todas las
cepas presentan motilidad positiva, son indol negativo y no producen &cido sulthidrico,

cumpliendo con el perfil bioquimico tipico para la confirmacion de la especie.

4.1.3. Evaluacion del efecto antibacteriano del aceite esencial los aceites esenciales de
Eucalyptus globulus y Zingiber officinale

Los aceites esenciales de E. globulus y Z. officinale a diferentes concentraciones (100 %, 75
%, 50%) fue probado sobre 12 aislamientos de P. aeruginosa MDR antimicrobianos
procedentes de los pacientes tratados en diferentes establecimientos de salud del departamento
de Cajamarca; utilizando como control discos con alcohol al 70%, obteniéndose halos de

inhibicion de distintos didmetros (Anexo N° 6 y Anexo N°8).
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Tabla 3. Didmetros promedio de los halos de inhibicion producido por diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre
los aislamientos de P. aeruginosa de la prueba piloto (cepas sin pigmentacion).

Diametros de los halos (mm)

Cédigo

AEE AEJ AEC OH
de cepa

100% 75% 50% 100% 75% 5S0% 100% 75% 50% 70%

07 9,37 83% 7,3 17" 15,6 12,6° 153° 14* 10,3° 0

14 9,3 153* 9,6 16,6° 156> 22! 13 11,6° 11,3

15 13,6 12,3* 117 153" 13,6° 11,6° 14,6> 123* 11,3°

0
0
22 13* 11,6° 10,6 16' 133% 12° 14? 12° 11,37 0
0

23 10,3 9,3° 9¢ 13 11,3 10,3* 122 10,3* 9,3°

2575 0° 0° 0° 83" 43’ 4* 6,6 44 23 0

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado; OH: alcohol

De acuerdo con la escala de Duraffourd para la interpretacion de la sensibilidad
antimicrobiana de aceites esenciales, las concentraciones al 100 % y 75 % del aceite esencial
de Eucalyptus globulus (AEE) presentaron sensibilidad baja sobre los aislamientos de
Pseudomonas aeruginosa MDR, con didmetros de halos de inhibicion entre 8 y 13,6 mm. En
el caso del aceite esencial de Zingiber officinale (AEJ), se observo una respuesta mas marcada,
alcanzando halos de inhibicidén de hasta 22 mm en la cepa 14 a la concentracion del 100 %, lo
que indica una sensibilidad alta segun la escala empleada. De manera general, las cepas 07, 14,
15,22 y 23 mostraron sensibilidad baja a media frente a las concentraciones evaluadas de AEE,

AEJ y a la mezcla de ambos aceites (AEC).

Por otro lado, la cepa pigmentada 2575 mostrd resistencia frente a la mayoria de los
tratamientos, registrando unicamente halos de 4 a 6,6 mm en las concentraciones mas altas del
aceite esencial combinado (AEC), considerados como sensibilidad nula. Estos resultados
sugieren que el aceite de Z. officinale posee una mayor capacidad inhibitoria frente a P.
aeruginosa en comparacion con el aceite de E. globulus o su combinacion, posiblemente

debido a la presencia de compuestos fenolicos con reconocida actividad antimicrobiana.
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Finalmente, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis evidencid diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los halos de inhibicién producidos por los
diferentes aceites esenciales y concentraciones evaluadas, lo que confirma la variabilidad en la

respuesta de las cepas de P. aeruginosa frente a los tratamientos probados (ver Tabla 2).

Tabla 4. Diametros promedio de los halos de inhibicion producido por diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre
los aislamientos de P. aeruginosa de la prueba principal (cepas con pigmentacion).

. Diametros de los halos (mm)
Codigo
de AEE AEJ AEC OH
cepa

100% 75% 50% 100% 75% 50% 100% 75% 50% 70%

360 113" 977 977 9.0 9.0° 93* 83° 107* 737 0

361 8.3 83* 83* 93 97" 90° 80° 9.0° 83* 0

362 1.7 11.0* 10.7° 7.7 10.7° 107 80° 93* 7.7° 0

363 87° 9.04 93 93 1.7" 11.7' 87 103% 103* 0

365 87" 83*% 83% 11.3* 14.0* 147" 10.7° 13.0° 9.7° 0

370 83> 83 83° 93* 1077 83 103° 1077 11.3! 0

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado; OH: alcohol

De acuerdo con la escala de Duraffourd para los aceites esenciales, la mayoria de las
cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR ensayadas presentaron una sensibilidad baja frente al
aceite esencial de eucalipto (AEE), el aceite esencial de jengibre (AEJ), y el aceite esencial
combinado (AEC), en las diferentes concentraciones evaluadas (100%, 75%, y 50%). Esto se
evidencia en que la gran mayoria de los diametros de los halos de inhibicion se ubicaron en el
rango de 8 a 14 mm. Especificamente, el aceite esencial combinado (AEC) en concentracion
de 75% mostr6 uno de los mejores resultados, alcanzando halos de 10.7mm en las cepas 360,
370 y un maximo de 13.0 mm en la cepa 365. Por su parte, el aceite esencial de jengibre (AEJ)
a 75% y 50% también demostrd un efecto notable, con la cepa 365 alcanzando los 14.0 mm y
14.7mm respectivamente, siendo estos los mayores didmetros observados en todo el estudio,
lo que sugiere el potencial de este aceite para aproximarse al umbral de sensibilidad media.
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La cepa 362 mostr6 consistentemente halos de inhibicién mayores a 10.7 mm con el
aceite esencial de eucalipto (AEE) en sus tres concentraciones, indicando la mayor sensibilidad
dentro de las cepas frente a este aceite en particular. Por otro lado, la cepa 360 y 361 tendieron
a mostrar diametros de halos en el extremo inferior del rango de sensibilidad baja. Es
importante destacar que, bajo ninguna circunstancia y con ninguno de los tratamientos, se
alcanzaron diametros de halo de 15 mm o mas, lo que hubiera clasificado la sensibilidad como
media o alta. La uniformidad de los resultados dentro del rango de sensibilidad baja (8-14 mm)
para los tres aceites esenciales y sus diluciones (100%, 75%, 50%) sugiere que, si bien poseen
una actividad antibacteriana medible, esta no es lo suficientemente potente como para ser
clasificada en los niveles superiores de la escala Duraffourd para la inhibicion de las cepas de

P. aeruginosa MDR estudiadas.

55



Tabla 5. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°7 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo
AEE 100% 9.3333 9.0000 0.57735 9.00 10.00
AEE 75%? 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEE 50%? 7.3333 7.0000 0.57735 7.00 8.00
AEJ 100%*  17.0000 16.0000 3.60555 14.00 21.00
AEJ 75%’ 15.6667 15.0000 3.05505 13.00 19.00
AEJ 50%° 12.6667 12.0000 3.05505 10.00 16.00
AEC 100%’  15.3333 15.0000 0.57735 15.00 16.00
AEC 75%" 14.0000 14.0000 1.00000 13.00 15.00
AEC 50%’ 10.3333 10.0000 0.57735 10.00 11.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

Los resultados descriptivos por grupo de tratamiento, evaluados frente a la cepa 7 de P.
aeruginosa (Tabla 5), revelaron que el aceite esencial de jengibre (AEJ) fue consistentemente
el mas efectivo. El tratamiento AEJ 100% obtuvo la media méas alta (17.00 £ 3.61 mm) y el
maximo halo de inhibicién (21.00 mm), alcanzando el rango de sensibilidad alta (=20 mm), y
diferenciandose significativamente de los demdas grupos (indicado por los superindices
distintos). Los tratamientos AEJ 75% (15.67 £ 3.06 mm) y AEC 100% (15.33 + 0.58 mm) se
ubicaron dentro del rango de sensibilidad media (15 - 19 mm), destacando la baja variabilidad
del aceite esencial combinado (AEC) a 100%. En contraste, los tratamientos con aceite esencial
de eucalipto (AEE) mostraron los valores mas bajos, registrando sensibilidad baja (8-14 mm)
unicamente en AEE 100% (9.33 + 0.58 mm) y AEE 75% (8.33 4+ 0.58 mm), mientras que AEE
50% (7.33 £ 0.58 mm) cayo en el rango de sensibilidad nulamente activa (< 8 mm). La prueba
de Kruskal-Wallis confirm6 que la concentracion del extracto y el tipo de aceite (AEJ vs. AEE)

tuvieron un efecto estadisticamente significativo en la magnitud de la respuesta antibacteriana.
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Tabla 6. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°14 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Grupo Media Mediana Desvr1a01on Minimo Maximo
Estandar
AEE 100%! 9.3333 9.0000 0.57735 9.00 10.00
AEE 75%? 15.3333 15.0000 3.51188 12.00 19.00
AEE 50%? 9.6667 10.0000 0.57735 9.00 10.00
AEJ 100%* 16.6667 17.0000 0.57735 16.00 17.00
AEJ 75%° 15.6667 16.0000 0.57735 15.00 16.00
AEJ 50%° 22.0000 22.0000 3.00000 19.00 25.00
AEC 100%’ 13.0000 13.0000 0.00000 13.00 13.00
AEC 75%" 11.6667 12.0000 0.57735 11.00 12.00
AEC 50%° 11.3333 12.0000 1.15470 10.00 12.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

Los resultados descriptivos de los tratamientos frente a la cepa 14 (Tabla 6) indican que
el aceite esencial de jengibre al 50% fue el mas potente, alcanzando la media mas alta (22.00
+ 3.00 mm) y el méximo halo de inhibicion (25.00 mm), clasificandose ambos en el rango de
sensibilidad alta (=20 mm), y diferencidndose significativamente de la mayoria de los demas
grupos (indicado por el superindice 6). Otros tratamientos con AEJ a 100% (16.67 £0.58 mm)
y AEJ a 75% (15.67 + 0.58 mm), se ubicaron en el rango de sensibilidad media (15 - 19 mm)
y mantuvieron una baja variabilidad. El aceite esencial combinado mostr6 el valor mas bajo de
variabilidad en AEC 100% (13.00 + 0.00 mm), seguido de los demas tratamientos AEC que se
ubicaron en el rango de sensibilidad baja (11.33 a 13.00 mm). Por su parte, el aceite esencial de
eucalipto fue el menos efectivo; aunque AEE 75% (15.33 £ 3.51 mm) alcanz6 una media de
sensibilidad media, mostré la mayor desviacion estandar, mientras que AEE 100% (9.33
+ 0.58 mm) y AEE 50% (9.67 £ 0.58 mm) solo lograron clasificar en el rango de sensibilidad
baja. La presencia de superindices distintos entre los grupos subraya la deteccion de diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los efectos antibacterianos de las distintas
concentraciones y tipos de aceites, confirmada por la prueba de Kruskal-Wallis.
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Tabla 7. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°l5 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Grupo Media Mediana Desvr1a01on Minimo Maximo
Estandar
AEE 100%! 13.6667 14.0000 0.57735 13.00 14.00
AEE 75%? 12.3333 13.0000 1.15470 11.00 13.00
AEE 50%? 11.0000 11.0000 1.00000 10.00 12.00
AEJ 100%* 15.3333 15.0000 0.57735 15.00 16.00
AEJ 75%° 13.6667 13.0000 1.15470 13.00 15.00
AEJ 50%° 11.6667 12.0000 0.57735 11.00 12.00
AEC 100%’ 14.6667 15.0000 0.57735 14.00 15.00
AEC 75%" 12.3333 12.0000 0.57735 12.00 13.00
AEC 50%’° 11.3333 11.0000 0.57735 11.00 12.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

Los resultados descriptivos de los tratamientos frente a la cepa 15 (Tabla 7) indican que,
a diferencia de otras cepas, la mayoria de los tratamientos se concentraron en el rango de
sensibilidad baja, aunque algunos tratamientos se acercaron al limite de sensibilidad media.
Especificamente, el aceite esencial de jengibre al 100% obtuvo la media mas alta (15.33+0.58
mm), siendo el Unico tratamiento clasificado en la sensibilidad media (15—19 mm), seguido de
cerca por el aceite esencial combinado al 100% (14.67+£0.58 mm), el cual marcé el valor
maximo dentro de la sensibilidad baja. En general, los tratamientos al 100% (15.33 mm, 14.67
mm y 13.67 mm) fueron los mas efectivos para cada aceite (AEJ, AEC y AEE,
respectivamente), lo que sugiere una relacion directa con la concentracion. Notablemente, el
aceite esencial de eucalipto al 100% (13.6740.58 mm) mostr6 una efectividad similar a AEJ
75% (13.67+1.15 mm). La mayoria de los grupos mostraron una baja desviacion estandar
(tipicamente 0.57735), lo que indica una alta homogeneidad en las respuestas obtenidas. Las
diferencias en los superindices de cada grupo confirman que la prueba de Kruskal-Wallis
detect6 diferencias estadisticamente significativas entre los efectos de los tratamientos
(p<0.05).
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Tabla 8. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°22 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo
AEE 100%'  13.0000 13.0000 1.00000 12.00 14.00
AEE 75%? 11.6667 12.0000 0.57735 11.00 12.00
AEE 50%? 10.6667 11.0000 0.57735 10.00 11.00
AEJ 100%*  16.0000 16.0000 1.00000 15.00 17.00
AEJ 75%’ 13.3333 13.0000 0.57735 13.00 14.00
AEJ 50%° 12.0000 12.0000 1.00000 11.00 13.00
AEC 100%°  14.0000 14.0000 1.00000 13.00 15.00
AEC 75%’ 12.0000 12.0000 1.00000 11.00 13.00
AEC 50%° 11.3333 11.0000 0.57735 11.00 12.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 22 (Tabla 8) reveld que el
aceite esencial de jengibre al 100% fue el mas efectivo, logrando la media més alta (16.00+1.00
mm) y el maximo de 17.00 mm, lo cual lo clasifica en el rango de sensibilidad media (15—19
mm), destacandose significativamente de los demas grupos (indicado por el superindice 4).
Todos los demés tratamientos se ubicaron en la sensibilidad baja (§8—14 mm) o en su limite
superior, como AEC 100% (14.00£1.00 mm) y AEE 100% (13.00£1.00 mm). Se observé una
tendencia descendente en el efecto antibacteriano al disminuir la concentracion para los tres
aceites (AEE, AEJ, AEC), lo que apoya la relacion dosis-respuesta. Los tratamientos mostraron
una baja variabilidad (Desviacion Estandar entre 0.57735 y 1.00000), indicando resultados
consistentes. Las diferencias en los superindices confirman que la prueba de Kruskal-Wallis

detecto diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de tratamientos (p<0.05).
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Tabla 9. Medidas descriptivas de los halos de inhibicion producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°23 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo

AEE 100%'  10.3333 10.0000 0.57735 10.00 11.00
AEE 75%? 9.3333 9.0000 0.57735 9.00 10.00
AEE 50%? 9.0000 9.0000 0.00000 9.00 9.00
AEJ 100%*  13.0000 13.0000 1.00000 12.00 14.00
AEJ 75%’ 11.3333 11.0000 0.57735 11.00 12.00
AEJ 50%° 10.3333 10.0000 0.57735 10.00 11.00
AEC 100%’  12.0000 12.0000 1.00000 11.00 13.00
AEC 75%" 10.3333 10.0000 0.57735 10.00 11.00
AEC 50%’ 9.3333 9.0000 0.57735 9.00 10.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El andlisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 23 (Tabla 9) muestra que
todos los tratamientos se clasificaron dentro del rango de sensibilidad baja (8—14 mm) seglin
la escala de Duraffourd, sin alcanzar la sensibilidad media. El aceite esencial de jengibre al
100% obtuvo la media més alta (13.004+1.00 mm), seguido por el aceite esencial combinado
(AEC) al 100% (12.00+1.00 mm), lo que sugiere que las concentraciones puras fueron
generalmente mas efectivas. El tratamiento AEE 50% (9.00£0.00 mm) mostré la menor
variabilidad con desviacion estandar de 0.00000. En general, se observdé una tendencia
descendente en el efecto antibacteriano al reducir la concentracion para los tres aceites (AEE,
AEJ, AEC), aunque la diferencia de medias fue pequena. Las diferencias en los superindices
confirman que la prueba de Kruskal-Wallis detect6 diferencias estadisticamente significativas

entre los grupos de tratamientos (p<0.05), aunque la magnitud del efecto fue moderada.
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Tabla 10. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°2575 de P. aeruginosa (prueba piloto).

Desviacion

Grupo Media Mediana Estandar Minimo Maximo
AEE 100%' 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
AEE 75%! 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
AEE 50%! 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
AEJ 100%? 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEJ 75% 4.3333 6.0000 3.78594 0.00 7.00
AEJ 50%"* 4.0000 6.0000 3.46410 0.00 6.00
AEC 100%° 6.6667 7.0000 0.57735 6.00 7.00
AEC 75%* 4.0000 6.0000 3.46410 0.00 6.00
AEC 50%° 2.0000 0.0000 3.46410 0.00 6.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El anélisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 2575 con produccion de
pigmento verde (Tabla 10) reveld una marcada inactividad de la mayoria de los extractos.
Especificamente, el AEE, en todas sus concentraciones, resulté ser sensible nulamente (media
de 0.00 mm), indicando una ausencia total de efecto antibacteriano. Por otro lado, el AEJ al
100% fue el Unico que se acercd al umbral de sensibilidad, con una media de 8.33+0.58 mm,
lo cual lo ubica marginalmente en la clasificacion de sensibilidad baja (§8—14 mm) y representa
el valor mas alto del estudio para esta cepa. Todos los demas tratamientos, incluidas las
diluciones de AEJ y todas las concentraciones del AEC, mostraron medias inferiores a 8§ mm
(entre 2.00 mm y 6.67 mm), clasificindose como sensibles nulamente. La presencia de
superindices diferentes, detectada por la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05), confirma que la
Unica diferencia estadisticamente significativa se encuentra en la actividad nula del AEE versus
la muy baja actividad del AEJ 100%, sugiriendo que la produccion de pigmento podria estar

relacionada con una mayor resistencia al efecto antibacteriano de los aceites esenciales.
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Tabla 11. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°360 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana Desvrlacmn Minimo Maximo
Estandar
AEE 100% 11.3333 11.0000 1.52753 10.00 13.00
AEE 75%? 9.6667 10.0000 0.57735 9.00 10.00
AEE 50%? 9.6667 9.0000 1.15470 9.00 11.00
AEJ 100%* 9.0000 9.0000 1.00000 8.00 10.00
AEJ 75%° 9.0000 9.0000 1.00000 8.00 10.00
AEJ 50%° 9.3333 10.0000 1.15470 8.00 10.00
AEC 100%’ 8.3333 8.0000 1.52753 7.00 10.00
AEC 75%* 10.6667 10.0000 1.15470 10.00 12.00
AEC 50%° 7.3333 7.0000 0.57735 7.00 8.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 360 con pigmento verde
(Tabla 11) muestra que la cepa presentd una sensibilidad predominantemente baja a los aceites,
ya que la mayoria de las medias se ubicaron en el rango de 8 a 14 mm. El tratamiento mas
efectivo fue el aceite esencial de eucalipto (AEE) al 100%, con la media més alta (11.33+1.53
mm), seguido por el aceite esencial combinado (AEC) al 75% (10.67£1.15 mm). Por el
contrario, AEC 50% (7.33£0.58 mm) y AEC 100% (8.33£1.53 mm) se ubicaron,
respectivamente, en el rango de sensibilidad nulamente activa (<8 mm) o muy cerca del umbral,
lo que sugiere que el Aceite Combinado, especialmente a dilucion del 50%, fue el menos
consistente en su actividad. El aceite esencial de jengibre (AEJ) mostr6 un efecto antibacteriano
homogéneo en todas sus concentraciones, con medias muy similares (entre 9.00 mm y 9.33
mm). Los superindices distintos entre los grupos indica que la prueba detectd diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05), atribuidas principalmente a la variabilidad entre el

efecto del AEE 100% y la inactividad del AEC 50%.

62



Tabla 12. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°361 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana Dgsgs;;?n Minimo Méximo
AEE 100% 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEE 75%! 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEE 50%! 8.3333 9.0000 1.15470 7.00 9.00
AEJ 100%? 9.3333 10.0000 1.15470 8.00 10.00
AEJ 75%’ 9.6667 10.0000 0.57735 9.00 10.00
AEJ 50%* 9.0000 9.0000 1.00000 8.00 10.00
AEC 100%° 8.0000 8.0000 1.00000 7.00 9.00
AEC 75%* 9.0000 9.0000 1.00000 8.00 10.00
AEC 50%! 8.3333 8.0000 1.52753 7.00 10.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 361 con pigmento verde
(Tabla 12) muestra que la cepa exhibié consistentemente sensibilidad baja a los aceites
esenciales, ya que todas las medias se ubicaron en el rango de 8 a 14 mm, sin alcanzar la
sensibilidad media. Los tratamientos con aceite esencial de jengibre (AEJ) fueron los mas
efectivos, destacando AEJ 75% con la media mas alta (9.67 mm), seguido de AEJ 100% (9.33
mm), lo que sugiere que la dilucion al 75% mantuvo o incluso mejoré marginalmente la
actividad. E1 AEE y el AEC tuvieron un efecto similar, con la mayoria de sus medias alrededor
de 8.33 mm a 9.00 mm. En general, no se observaron diferencias notables entre las
concentraciones ni entre los tipos de aceites para esta cepa, ya que todos los resultados se
agruparon estrechamente en el limite inferior de la sensibilidad baja. Dada la pequena
dispersion de las medias y el solapamiento de los rangos (Minimo 7.00 mm; Maximo 10.00
mm), es poco probable que la prueba de Kruskal-Wallis detecte diferencias estadisticamente
significativas entre la mayoria de los grupos, lo que se reflejaria en que la mayoria de los grupos

compartirian el mismo superindice.
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Tabla 13. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°362 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo
AEE 100%'  11.6667 12.0000 1.52753 10.00 13.00
AEE 75%? 11.0000 11.0000 1.00000 10.00 12.00
AEE 50%? 10.6667 11.0000 1.52753 9.00 12.00
AEJ 100%* 7.6667 8.0000 0.57735 7.00 8.00
AEJ 75%’ 10.6667 11.0000 0.57735 10.00 11.00
AEJ 50%° 10.6667 11.0000 1.52753 9.00 12.00
AEC 100%’ 8.0000 8.0000 1.00000 7.00 9.00
AEC 75%" 9.3333 10.0000 1.15470 8.00 10.00
AEC 50%’ 7.6667 7.0000 1.15470 7.00 9.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 362 (Tabla 13) muestra que
el aceite esencial de eucalipto (AEE) fue el méas efectivo en esta cepa. Los tratamientos AEE
100% (11.67+£1.53 mm), AEE 75% (11.00+1.00 mm) y AEE 50% (10.67£1.53 mm)
obtuvieron las medias mas altas, clasificindose en el rango de sensibilidad baja (§—14 mm) con
una variabilidad moderada. El aceite esencial de jengibre (AEJ) y el aceite esencial combinado
(AEC) mostraron una actividad mixta. AEJ 75% y AEJ 50% también alcanzaron la sensibilidad
baja con 10.67 mm, mientras que AEJ 100% (7.67%0.58 mm), AEC 100% (8.00£1.00 mm) y
AEC 50% (7.67£1.15 mm) cayeron en el rango de sensibilidad nulamente activa (<8 mm). Los
superindices distintos indican que la prueba de Kruskal-Wallis detectdé diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre al menos algunos de los grupos, siendo estas

diferencias notables entre los tratamientos mas efectivos (AEE 100%) y los menos efectivos

(AEJ 100%, AEC 50%).
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Tabla 14. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°363 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo
AEE 100% 8.6667 9.0000 0.57735 8.00 9.00
AEE 75%? 9.0000 9.0000 1.00000 8.00 10.00
AEE 50%? 9.3333 10.0000 1.15470 8.00 10.00
AEJ 100%° 9.3333 9.0000 1.52753 8.00 11.00
AEJ 75%* 11.6667 12.0000 1.52753 10.00 13.00
AEJ 50%* 11.6667 11.0000 1.15470 11.00 13.00
AEC 100%' 8.6667 9.0000 1.52753 7.00 10.00
AEC 75%° 10.3333 11.0000 1.15470 9.00 11.00
AEC 50%° 10.3333 11.0000 1.15470 9.00 11.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 363 (Tabla 14) muestra que
el aceite esencial de jengibre (AEJ) en sus concentraciones de 75% y 50% fue el mas efectivo,
logrando las medias mas altas (11.67£1.53 mm y 11.671+1.15 mm, respectivamente). Todos
los tratamientos con aceite esencial (AEE, AEJ, AEC) se clasificaron en el rango de
sensibilidad baja (8—14 mm) segln la escala de Duraffourd, con la excepcion de AEC 100%
(8.67%£1.53 mm), cuyo valor minimo (7.00 mm) cay6 en la sensibilidad nulamente activa (<8
mm). Aunque el AEE al 50% (9.33+1.15 mm) y el AEJ al 100% (9.334+1.53 mm) mostraron
un efecto similar, el patron de mayor actividad se concentro en las diluciones intermedias de
AEJ y AEC. La presencia de superindices distintos reafirma que la prueba de Kruskal-Wallis
detect6 diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) entre el efecto superior del AEJ

75%/50% y la actividad ligeramente menor del resto de los grupos.
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Tabla 15. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°365 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana DE:Z;SZ;?H Minimo Maximo

AEE 100% 8.6667 9.0000 0.57735 8.00 9.00

AEE 75%? 8.3333 8.0000 1.52753 7.00 10.00
AEE 50%? 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00

AEJ 100%*  11.3333 11.0000 0.57735 11.00 12.00
AEJ 75%’ 14.0000 15.0000 2.64575 11.00 16.00
AEJ 50%° 14.6667 15.0000 1.52753 13.00 16.00
AEC 100%’  10.6667 11.0000 0.57735 10.00 11.00
AEC 75%" 13.0000 13.0000 1.00000 12.00 14.00
AEC 50%’ 9.6667 10.0000 0.57735 9.00 10.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El andlisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 365 (Tabla 15) muestra que el aceite
esencial de jengibre (AEJ) diluido al 50% fue el mas efectivo, logrando la media més alta
(14.67£1.53 mm) y clasificandose marginalmente en el rango de sensibilidad media (15—-19
mm) debido a su valor maximo de 16.00 mm. De cerca le siguié AEJ 75% (14.00%+2.65 mm),
marcando un patron de mayor actividad en las concentraciones diluidas de este aceite, aunque
con una alta desviacion estandar en el caso de AEJ 75%. El aceite esencial combinado (AEC)
al 75% (13.00+1.00 mm) y AEJ 100% (11.33+0.58 mm) también se ubicaron en el extremo
superior de la sensibilidad baja (8—14 mm), mientras que el aceite esencial de eucalipto (AEE)
fue el menos activo, con todas sus medias alrededor de 8.33 mm a 8.67 mm (sensibilidad baja).
Los superindices distintos indican que la prueba de Kruskal-Wallis detectd diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) entre los tratamientos, confirmando la superioridad

del efecto antibacteriano del AEJ diluido sobre los otros grupos.
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Tabla 16. Medidas descriptivas de los halos de inhibicién producidos por las diferentes
concentraciones de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale sobre la
cepa n°370 de P. aeruginosa (prueba principal).

Grupo Media Mediana Desvrlacmn Minimo Maximo
Estandar
AEE 100%! 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEE 75%' 8.3333 8.0000 1.52753 7.00 10.00
AEE 50%' 8.3333 9.0000 1.15470 7.00 9.00
AEJ 100%? 9.3333 10.0000 2.08167 7.00 11.00
AEJ 75%° 10.6667 11.0000 1.52753 9.00 12.00
AEJ 50%' 8.3333 8.0000 0.57735 8.00 9.00
AEC 100%*  10.3333 11.0000 1.15470 9.00 11.00
AEC 75%° 10.6667 11.0000 1.52753 9.00 12.00
AEC 50%° 11.3333 11.0000 1.52753 10.00 13.00

AEE: aceite esencial de eucalipto; AEJ: aceite esencial de jengibre; AEC: aceite esencial combinado

El analisis descriptivo de los tratamientos frente a la cepa 370 (Tabla 16) muestra que el aceite
esencial combinado (AEC) al 50% fue el mas efectivo, logrando la media mas alta (11.33+1.53 mm),
seguido de cerca por AEC 75% (10.67%1.53 mm) y AEJ 75% (10.67£1.53 mm). La cepa 370 mostro
consistentemente sensibilidad baja (8—14 mm) a la mayoria de los extractos; sin embargo, AEE 100%,
AEE 75%, AEE 50% y AEJ 50% tuvieron medias de 8.33 mm, ubicandose en el limite inferior de esta
clasificacion. El valor minimo de AEE 75% (7.00 mm) y AEE 50% (7.00 mm) cay¢ en la sensibilidad
nulamente activa (<8 mm). En esta cepa, se observé que la dilucion intermedia de AEJ y la dilucion al
50% del AEC fueron mas activas que sus concentraciones al 100%, lo que sugiere un efecto que no
sigue estrictamente la relacion dosis-respuesta. La prueba de Kruskal-Wallis, al detectar diferencias
significativas entre grupos, contrastaria el efecto superior del AEC 50% con el efecto minimo de los

tratamientos AEE.
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4.1.4. Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Tabla 17. Prueba para determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Eucalyptus globulus frente a las 6 cepas principales de P. aeruginosa.

N° Tubo  Concentracion (mg/ml) Turbidez (Cédigo de Cepa)

360 361 362 363 365 370
1 3.4328 () ) ) ) () )
2 6.8656 (&) &) (@) ) ) &)
3 10.2984 () ) ) ) () )
4 13.7312 Q) (@) (@) ™ Q) &)
5 17.164 ) ) ) ) ) )
6 20.5968 (&) (@) (@) ™ Q) &)
7 24.0296 (&) (@) (@) ™ Q) &)
8 27.4624 ) ) ) ) ) )
9 30.8952 (&) (@) (@) ™ Q) &)
10 34.328 Q) (@) (@) ™ Q) &)
11 37.7608 ) ) ) ) () ¢
12 41.1936 ) ) ) ) ) ¢)

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez

La CMI del AEE frente a las seis cepas principales de P. aeruginosa MDR (Tabla 17)
demostrd una eficacia nula para la mayoria de las cepas. Se observo crecimiento microbiano
(denotada por (+)) en casi todas las concentraciones evaluadas para las cepas 360, 361, 362,
363 y 365, incluso hasta la concentracion mas alta ensayada de 41.1936 mg/ml (Tubo 12). El
valor de CMI solo pudo ser determinado para la cepa 370, la cual mostrd inhibicion de
crecimiento (denotada por (-)) a la concentracion de 37.7608 mg/ml (Tubo 11), mientras que
la CMI para las cinco cepas restantes fue mayor a la concentracion maxima probada (>41.1936
mg/ml). Estos resultados sugieren que el aceite esencial de eucalipto por si solo posee una baja
potencia inhibitoria contra la mayoria de las cepas de P. aeruginosa MDR en el estudio, lo cual
es coherente con los resultados de la prueba de difusion en disco, donde el AEE generalmente

mostrd la menor actividad (sensibilidad baja) en comparacion con el aceite esencial de jengibre.
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Tabla 18. Prueba para determinar la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de Zingiber officinale frente a las 6 cepas principales de P. aeruginosa.

N° Tubo Concentracion Turbidez (Codigo de Cepa)

(mg/ml) 360 361 362 363 365 370
1 3.2816 ) ) ) ) () (o)
2 6.5632 ) ) ) ) ) (o)
3 9.8448 ) () ) ) (+) )
4 13.1264 ) () *) ) (+) )
5 16.408 () () () () () ()
6 19.6896 () () ) ) () ()
7 22,9712 () () ) ) () ()
8 26.2528 () () ) ) () ()
9 29.5344 ) ) ) ) (+) ()
10 32.816 () () ) ) () ()
11 36.0976 ©) () ©) ) ©) ©)
12 39.3792 ©) () ©) ) ©) ©)

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez

La CMI del AEJ frente a las 6 cepas principales de P. aeruginosa MDR (Tabla 18)
demostrd una eficacia significativamente superior a la observada con el AEE. La CMI del AEJ
pudo ser determinada para cuatro de las seis cepas en el estudio, indicando una mayor actividad
antibacteriana. Especificamente, las cepas 360, 362, 365 y 370 fueron inhibidas a la
concentracion de 36.0976 mg/ml (Tubo 11), siendo 36.0976 mg/ml la CMI para las cepas 362
y 365,y 39.3792 mg/ml (Tubo 12) la CMI para las cepas 360 y 370 (no hubo inhibicion total
en el Tubo 11). Sin embargo, las cepas 361 y 363 demostraron una alta resistencia, ya que se
observd crecimiento microbiano incluso a la concentracion méaxima ensayada de 39.3792
mg/ml (Tubo 12), por lo que su CMI es mayor a 39.3792 mg/ml. Estos resultados confirman
que el AEJ es el aceite mas activo contra P. aeruginosa MDR en el estudio, lo cual es
consistente con los resultados de la prueba de difusion en disco, donde el AEJ mostr6 los

mayores didmetros de halo (incluso alcanzando sensibilidad media y alta en algunas cepas).
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Tabla 19. Prueba para determinar la concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite
esencial de combinado frente a las 6 cepas principales de P. aeruginosa.

. Turbidez (Cédigo de Cepa)
N° Tubo Concentracion

(mg/ml) 360 361 362 363 365 370
1 3.3576 ) (+) *) () () )
2 6.7152 (+) (+) (+) (+) (+) ()
3 10.0728 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
4 13.4304 () (+) e (+) () ()
5 16.788 () (+) () (+) (+) ()
6 20.1456 () (+) () (+) (+) )
7 23.5032 () (+) () (+) (+) )
8 26.8608 () (+) () (+) (+) )
9 30.2184 () (+) () (+) (+) ()
10 33.576 () (+) () (+) (+) ()
11 36.9336 ) (+) ) (+) ) ()
12 40.2912 ) (+) ) (+) ) )

(+): presencia de turbidez; (-): ausencia de turbidez

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del aceite esencial combinado (AEC)
(Tabla 19) frente a las seis cepas principales de P. aeruginosa MDR confirmo su actividad,
determinandose la CMI para cuatro de las seis cepas, similar a la observada con el aceite
esencial de jengibre puro. Las cepas 360, 362, 365 y 370 fueron inhibidas a concentraciones
de 36.9336 mg/ml (Tubo 11) 0 40.2912 mg/ml (Tubo 12), con la CMI para las cepas 362 y 365
establecida en 36.9336 mg/ml. Sin embargo, al igual que con el aceite esencial de jengibre , las
cepas 361 y 363 demostraron ser altamente resistentes, ya que se mantuvo el crecimiento
microbiano (denotada por (+)) incluso a la concentracion maxima ensayada de 40.2912 mg/ml.
Comparado con los otros aceites, el aceite esencial combinado mostr6 un espectro de actividad
inhibitoria similar al aceite esencial de jengibre , pero significativamente superior al del aceite

esencial de eucalipto , el cual solo inhibi6 a una de las cepas.
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4.1.5. Determinacion de la Concentracion Minima Bactericida (CMb)

Tabla 20. Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de Eucalyptus globulus
frente a las 6 cepas principales de P. aeruginosa.

N° Tubo CORcentracion Observaciones (Cédigo de Cepa)

(mg/ml) 360 361 362 363 365 370
9 30.8952 Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento
10 34.3280 Pigmento Pigmento Pigmento Pigmento Colonias Pigmento
11 37.7608 Pigmento Pigmento Colonias Pigmento Colonias Pigmento
12 41.1936 Pigmento Colonias  Colonias Pigmento Colonias  Colonias

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de FEucalyptus
globulus (AEE) frente a las seis cepas principales de P. aeruginosa MDR (Tabla 20) demostro
una falta de efecto bactericida en el rango de concentraciones evaluadas. Se observo
crecimiento bacteriano (evidenciado por la presencia de "Colonias" o la formacion de
"Pigmento") en todas las concentraciones mds altas probadas (30.8952 mg/ml a 41.1936
mg/ml) para la mayoria de las cepas. Especificamente, las cepas 361, 362, 363, 365 y 370
continuaron mostrando crecimiento incluso en la concentraciéon maxima de 41.1936 mg/ml
(Tubo 12). La CMB para todas las cepas principales fue, por lo tanto, superior a la
concentracion maxima probada (>41.1936 mg/ml). Estos resultados confirman que el aceite
esencial de eucalipto, si bien puede tener un efecto inhibidor muy leve y puntual (CMI), carece
de la potencia necesaria para ser considerado bactericida contra las cepas multirresistentes de
P. aeruginosa evaluadas, lo que es consistente con su clasificacion de sensibilidad baja o nula

en las pruebas de difusion.
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Tabla 21. Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de Zingiber officinale frente

a las 6 cepas principales de P. aeruginosa.

ncentracion
N° Tubo Conce cio

(mg/ml)

Observaciones (Codigo de Cepa)

360 361 362 363 365 370
9 29.5344 Pigmento Pigmento Colonias Pigmento Colonias Pigmento
10 32.8160 Pigmento Pigmento Colonias Pigmento Colonias Pigmento
11 36.0976 Pigmento Pigmento = CMB  Pigmento = CMB Colonias
12 39.3792 Pigmento  Colonias CMB  Pigmento  CMB CMB

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial de Zingiber officinale

(AEJ) frente a las seis cepas principales de P. aeruginosa MDR (Tabla 21) demostr6 una

eficacia bactericida determinada para cuatro de las seis cepas. Las cepas 362, 365 y 370

mostraron la inhibicion bactericida total (denotada como CMB) a la concentraciéon maxima

probada de 39.3792 mg/ml (Tubo 12). Especificamente, la cepa 362 y 365 alcanzaron la CMB

en la concentracion de 36.0976 mg/ml (Tubo 11), mientras que la cepa 370 requirid la

concentracion maxima de 39.3792 mg/ml (Tubo 12). Las cepas 360, 361 y 363 demostraron

una alta resistencia bactericida, manteniendo el crecimiento (indicado como "Pigmento" o

"Colonias") incluso en la concentracion mas alta ensayada, por lo que su CMB es mayor a

39.3792 mg/ml. Estos resultados confirman que el aceite esencial de jengibre presenta un efecto

bactericida directo y superior al aceite esencial de eucalipto (cuya CMB fue mayor al maximo

probado para todas las cepas), aunque con variabilidad marcada en la resistencia entre las cepas.
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Tabla 22. Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial combinado frente a las 6
cepas principales de P. aeruginosa.

iy Observaciones (Codigo de Cepa)
N° Tubo Concentracion

(mg/ml) 360 361 362 363 365 370
9 30.2184 Pigmento Pigmento Colonias Pigmento Pigmento Pigmento
10 33.5760 Pigmento Pigmento Colonias Pigmento Colonias Pigmento
11 36.9336 Pigmento Pigmento = CMB  Pigmento CMB Pigmento
12 40.2912 Pigmento  Colonias CMB  Pigmento CMB Colonias

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) del aceite esencial combinado (AEC)
frente a las seis cepas principales de P. aeruginosa MDR (Tabla 22) demostré un efecto
bactericida determinado para tres de las seis cepas, lo que representa una ligera disminucion en
el espectro bactericida comparado con el aceite esencial de jengibre puro (que tuvo CMB en
cuatro cepas). Las cepas 362, 365 y 370 fueron eliminadas (observaciéon de CMB) a la
concentracion maxima de 40.2912 mg/ml (Tubo 12). Especificamente, las cepas 362 y 365
alcanzaron la CMB en la concentracion de 36.9336 mg/ml (Tubo 11), mientras que la cepa 370
requirio la concentracion maxima para su eliminacion. Las cepas 360, 361 y 363 demostraron
ser altamente resistentes, manteniendo el crecimiento (indicado como "Pigmento" o
"Colonias") incluso en la concentracion mas alta ensayada, por lo que su CMB es mayor a
40.2912 mg/ml. Estos resultados confirman que el AEC posee una potencia bactericida
comparable a la del AEJ, pero marcadamente superior a la del AEE, siendo las cepas 361 y 363

consistentemente las mas resistentes a la accion letal de ambos aceites.
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4.2. Discusion

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa oportunista, reconocida por su
alta capacidad para desarrollar resistencia a multiples antibioticos, lo que la ha convertido en
una de las principales amenazas para la salud publica a nivel mundial. Debido a su resistencia
intrinseca y adquirida frente a diversos grupos antimicrobianos, esta especie ha sido clasificada
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) dentro de la lista de “patdogenos prioritarios
criticos” que requieren el desarrollo urgente de nuevos agentes terapéuticos. Ante esta
problematica, se hace necesario investigar alternativas naturales con potencial antibacteriano,
como los aceites esenciales de Eucalyptus globulus (eucalipto) y Zingiber officinale (jengibre),
especies vegetales ampliamente empleadas en la medicina tradicional cajamarquina para el
tratamiento de afecciones respiratorias. Durante el periodo posterior a la pandemia de la
COVID-19, su uso se incrementd significativamente por sus propiedades antimicrobianas,
antiinflamatorias y antioxidantes, lo que respalda su evaluacion cientifica frente a cepas de
P. aeruginosa MDR. La resistencia critica a antibioticos de primera linea, como los
carbapenémicos y fluoroquinolonas, observada en la mayoria de los aislados ), justifica la

urgencia de validar alternativas fitoquimicas con mecanismos de accién novedosos ¥,

Los mecanismos moleculares que confieren resistencia a Pseudomonas aeruginosa
multirresistente (MDR) frente a la amplia gama de antibioticos proporcionada (betalactdmicos,
carbapenémicos, quinolonas y aminogluco6sidos) son complejos y se basan principalmente en
tres estrategias: inactivacion enzimatica, disminucion de la permeabilidad y eflujo activo del
farmaco. Para los betalactamicos (Cefepime, Ceftazidima, Aztreonam,
Piperacilina/Tazobactam) y carbapenémicos (Imipenem, Meropenem), el mecanismo mas
crucial es la produccion de B-lactamasas. Estas enzimas hidrolizan el anillo B-lactdmico,
inactivando el antibiotico. P. aeruginosa posee una B-lactamasa cromosdémica de clase C, la

AmpC, cuya sobreexpresion, a menudo debido a mutaciones en genes reguladores (ampD o
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ampR), confiere resistencia a cefalosporinas de amplio espectro (Ceftazidima y Cefepime).
Adicionalmente, la resistencia a los carbapenémicos se logra principalmente mediante la
pérdida o mutacion de la porina de membrana externa OprD, que es la principal via de entrada
de Imipenem y Meropenem. Finalmente, la adquisicion de carbapenemasas (como las metalo-
B-lactamasas, o las enzimas de clase A y D) a través de elementos genéticos moviles
(plasmidos) confiere resistencia de alto nivel a casi todos los antibioticos PB-lactamicos,

incluidos los carbapenémicos.

El segundo pilar de la resistencia molecular de P. aeruginosa MDR es la actividad de
las bombas de expulsion (efflux pumps) y la modificacion del sitio blanco. El sistema de
bombas de eflujo MexAB-OprM es el mecanismo de multirresistencia mas importante, ya que
expulsa una amplia variedad de compuestos toxicos fuera de la célula, incluyendo B-lactamicos
(especialmente Cefepime), quinolonas y Gentamicina. La sobreexpresion de los genes que
codifican estas bombas se produce por mutaciones en los genes reguladores (mexR, nalD o
nalB). Para las quinolonas (Norfloxacino, Levofloxacino), la resistencia se logra mediante
mutaciones en las dianas enzimaticas: la ADN-girasa (GyrA y GyrB) y la topoisomerasa IV
(ParC y ParE). Estas mutaciones alteran la estructura del sitio de union (la region de
determinacion de resistencia a quinolonas o0 QRDR), reduciendo la afinidad del antibiotico por
la enzima. Finalmente, la resistencia a los aminoglucosidos (Gentamicina) se debe a la
produccion de enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (AMEs), que transfieren grupos
quimicos al antibidtico, impidiendo su unidn al ribosoma bacteriano (el sitio de accion). La
combinacion de la sobreexpresion de bombas de eflujo y la presencia de AMEs confiere una

alta resistencia a los aminoglucosidos (63769,

El contraste entre el rendimiento de extraccion de los aceites esenciales fue
significativo, con el AEE de eucalipto exhibiendo un rendimiento del 0.6%, marcadamente
superior al 0.05% ¢ alcanzado por el AEJ de jengibre. Si bien la actividad in vitro no se ve
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afectada por el rendimiento, esta gran diferencia impone una limitacion critica a la escalabilidad
industrial y a la viabilidad econdmica del aceite esencial de jengibre. El bajo rendimiento de
extraccion del Zingiber officinale implica mayores costes de produccion por unidad de aceite
puro, un factor esencial que debe ser sopesado durante la fase de traslacion farmacéutica a pesar

de la superioridad biologica intrinseca del AEJ.

El aceite esencial de jengibre (AEJ) demostr6 consistentemente halos de inhibicion de
mayor didmetro que el AEE en la mayoria de las cepas sensibles ¥, con el AEJ alcanzando
clasificaciones de sensibilidad media e incluso Alta. El analisis de la Desviacion Estandar (DE)
revelo diferencias en la predictibilidad de la accion. Por ejemplo, en la Cepa 07 (Tabla 4), el
AEJ 100% mostré una DE alta (3.60555) con un rango amplio de inhibicion (Minimo 14.00
mm a Maximo 21.00 mm), sugiriendo que, si bien es potente, la respuesta del indculo es menos
homogénea o predecible. En marcado contraste, el AEE 100% (DE: 0.57735) mostré una

respuesta homogénea, pero débil ),

El hallazgo mas critico respecto a la resistencia fue la total inactividad del AEE (media
de 0.00 mm) contra la Cepa 2575, un aislado multidrogorresistente que exhibe la produccion
de pioverdina ¢*. El AEJ, en cambio, logré una inhibicion detectable contra esta misma cepa
(media de 8.33 mm) 36 ubicindose en el umbral de sensibilidad baja. Este resultado es
crucial, ya que indica que los componentes activos del aceite esencial de jengibre
(probablemente gingeroles y shogaoles) poseen la capacidad de sortear mecanismos de
resistencia mas sofisticados de P. aeruginosa, como la hiperactivacion de bombas de eflujo o

las modificaciones de la membrana externa 7%,

La mezcla de aceites (AEC) mostr6 una actividad que fue, en general, inferior a la del
AEJ individual. Por ejemplo, en la Cepa 07, el AEJ 100% tuvo una media de 17.00 mm frente

alos 15.33 mm del AEC 100% . Este patron sugiere un posible antagonismo parcial o, mas
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probablemente, una aditividad dilutiva, donde la inclusién del AEE (de menor potencia) diluye
la accion del componente AEJ mas activo. La baja Desviacion Estandar del AEC en
comparacion con el AEJ potente sugiere que la mezcla tiende a estabilizarse en un nivel de
actividad moderado y mas uniforme, pero que no cumple con el criterio de sinergismo

terapéutico.

La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién
Minima Bactericida (CMB) es crucial para evaluar la viabilidad terapéutica, ya que diferencia
el potencial bacteriostatico (solo inhibicidon) del bactericida (eliminacion total). La falta de
CMB del AEE en el rango probado (>41.1936 mg/ml) lo descalifica como agente bactericida,
mientras que la CMB determinada del AEJ y AEC en 3 de 6 cepas soporta su potencial como

terapia complementaria frente a P. aeruginosa MDR.

El analisis de la Concentraciéon Minima Bactericida (CMB) revelo6 que el aceite esencial
de Eucalipto (AEE) es fundamentalmente bacteriostitico contra las cepas
multidrogorresistentes (MDR). La CMB no se alcanz6 ('NC') a la concentracion maxima de
41.1936 mg/mL en cinco de los seis aislados MDR (1). La persistencia de colonias o pigmento
©3) incluso a las concentraciones mas altas, sugiere que el poder letal del AEE es insuficiente
para la erradicacion celular, un requisito indispensable en el manejo de infecciones graves por
P. aeruginosa. Este comportamiento se explica parcialmente por la composicion del AEE, que
esta dominado por monoterpenos (C10), principalmente el /,8-cineol (eucaliptol) 7V. Aunque
el 1,8-cineol tiene propiedades antimicrobianas 7%, su menor lipofilicidad limita su capacidad

para superar la membrana externa de las bacterias Gram-negativas como P. aeruginosa ¥,
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La resistencia Gram-negativa, actuando como un filtro, hace que el mecanismo de
accion del AEE, que se limita principalmente a la alteracion de la fluidez y el aumento de la

(64)

permeabilidad de la membrana citoplasmatica sea insuficiente para causar el dafo

estructural letal necesario para la lisis celular masiva.

En contraste, el aceite esencial de jengibre (AEJ) demostré una potencia bactericida
critica, logrando la CMB en tres cepas (362, 365, 370) en un rango efectivo de 36.0976 mg/mL
a39.3792 mg/mL. Esta eficacia es notable, especialmente considerando que la Cepa 365 es un
aislado MDR. El valor mas bajo de CMB (36.0976 mg/mL para la Cepa 365) establece un

punto de referencia para el desarrollo de formulaciones activas.

Esta superioridad biologica radica en que el AEJ (Z. officinale), extraido del rizoma %),
es rico en sesquiterpenos (C15)7. Su mayor grado de lipofilicidad confiere a estos
sesquiterpenos una ventaja estructural para penetrar la compleja barrera Gram-negativa 7. La
actividad bactericida del AEJ se logra mediante la disrupcion fisica de la membrana celular,
desorganizando el empaquetamiento de la bicapa lipidica, lo que resulta en la afectacion de la
cadena respiratoria y la disminucion del ATP intracelular Y, culminando en la muerte celular
(CMB alcanzada) 7. Esta eficacia contra cepas resistentes a carbapenémicos sugiere que los
sesquiterpenos, debido a su tamafio y estructura, no son sustratos facilmente reconocidos o son

menos susceptibles a la accion de las bombas de eflujo bacterianas.

La mezcla equitativa de AEE y AEJ fracas6 en demostrar sinergismo y, de hecho, el
analisis cuantitativo y la CMB apoyan un patron de antagonismo parcial o aditividad débil. Un
ejemplo claro es la Cepa 370: el AEJ individual fue bactericida (39.3792 mg/mL), mientras
que el AEC, a una concentracion total ligeramente superior (40.2912 mg/mL), no alcanzo la
CMB ('NC"). Esto indica que la adicion del componente menos activo (AEE) interfirid con el

proceso bactericida del AEJ. La hipdtesis de la competencia por el sitio de accion sugiere que
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los monoterpenos mas pequenios del AEE podrian ocupar sitios en la bicapa lipidica sin causar
lisis rapida, impidiendo la insercion y la accion letal de los sesquiterpenos mas grandes del AEJ
(76 Por ultimo, cabe destacar que las cepas 361 y 363, junto con la Cepa 2575 (productora de
pioverdina), fueron consistentemente las mas resistentes, no alcanzandose su CMI ni CMB
para casi todos los aceites, lo que refuerza la idea de que la pigmentacion o los mecanismos
asociados al pigmento confieren un grado adicional de proteccion y resistencia a la accion de

los compuestos naturales. /77,

Los resultados obtenidos para el aceite esencial de Eucalyptus globulus (AEE) en la
inhibicion de P. aeruginosa MDR se alinean con los estudios que reportan una eficacia limitada
de este aceite frente a dicho patogeno. La prueba de difusion en disco mostrd que el AEE
presentd consistentemente sensibilidad baja (8 a 14 mm), y en algunas concentraciones, como
el AEE 50% en la cepa 7, incluso sensibilidad nulamente activa (<8 mm). Esta observacion es
congruente con la conclusion de Armas E. (2019), quien determiné que el AEE al 100% no fue
efectivo contra P. aeruginosa ATCC 27853, registrando solo un halo de 9 mm. Ademas, en los
ensayos de dilucion, el AEE demostr6 una eficacia nula en la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima Bactericida (CMB) para la
mayoria de las cepas principales, incluso a la concentracion maxima probada. Este hallazgo
contrasta con los resultados de extractos etanolicos de E. globulus que si alcanzaron valores de
CMLI, sugiriendo que la forma de extraccion o la concentracion de los principios activos en el
aceite esencial puro pueden ser menos efectivos para la inhibicion de esta bacteria MDR en

particular, o bien que la resistencia de las cepas utilizadas es particularmente alta.

En contraste, la actividad antibacteriana del aceite esencial de Zingiber officinale (AEJ)
mostré un efecto mas marcado y variable, aunque generalmente confirmando el potencial
reportado en la literatura. En la prueba piloto, el AEJ demostrd una alta potencia, alcanzando
clasificaciones de sensibilidad alta (>20 mm) en algunas cepas no pigmentadas (la cepa 14 con
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una media de 22.00 mm para AEJ 50%), lo cual apoya los altos halos de inhibicion (19 mm)
reportados por Ibarra C. (2023) frente a P. aeruginosa MDR. No obstante, los resultados del
estudio principal, donde la mayoria de los halos se ubicaron en el rango de sensibilidad baja
(8-14 mm), son mas cercanos a los 11 mm reportados por Cabrera C. y Marin L. (2016). Esta
disparidad entre cepas (piloto vs. principal) sugiere una heterogeneidad en la resistencia,
posiblemente vinculada a la produccidon de pigmento. Pese a esta variabilidad, el AEJ fue
consistentemente el aceite mas efectivo, superando ampliamente al AEE en todas las pruebas

de sensibilidad.

La determinacion de la CMI y la CMB proporciond evidencia crucial sobre la potencia
intrinseca de los aceites, destacando la actividad superior del AEJ y confirmando la ineficacia
del AEE. El AEJ logr6 determinar la CMI (36.0976 mg/ml) y la CMB para cuatro de las seis
cepas principales de P. aeruginosa MDR, contrastando fuertemente con el AEE, que no pudo
determinar estos valores para la mayoria de las cepas. Por su parte, el Aceite Esencial
Combinado (AEC) exhibi6 una actividad similar a la del AEJ en la prueba de CMI (cuatro
cepas inhibidas, 36.9336 mg/ml), pero su desempefio bactericida fue ligeramente inferior en la
prueba de CMB, donde solo logré eliminar tres de las seis cepas. Esto sugiere que la
combinacion no produjo un efecto sinérgico significativo y, de hecho, la adicion de AEE pudo
haber atenuado ligeramente el potencial bactericida del AEJ puro, lo que justifica la

exploracion de AEJ como agente tnico.

En el contexto de la creciente resistencia a multiples farmacos (MDR), los resultados
de esta investigacion respaldan la promesa de los aceites esenciales como una alternativa
terapéutica viable, tal como lo infieren Ibarra C. (2023) y Van L. et al. (2022). El AEJ se
establece como el candidato més prometedor, dado que logré determinar valores de CMI y
CMB frente a cepas de P. aeruginosa MDR, un patdgeno de dificil manejo clinico. La CMI
obtenida (36.0976 mg/ml) proporciona una medida de referencia para futuras formulaciones.
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Aunque el AEE demostr6 un potencial limitado contra P. aeruginosa MDR, la actividad del
AEJ, junto con la diferencia de efectividad observada entre cepas (pigmentadas vs. no
pigmentadas), subraya la complejidad de la resistencia microbiana y la necesidad de continuar
investigando los mecanismos de accion especificos de los aceites esenciales. La clave del éxito
reside en aprovechar la potencia del AEJ para desarrollar un agente antimicrobiano eficaz y

natural.

Los resultados de la prueba de difusion en disco en la prueba piloto revelaron un patron
de resistencia altamente significativo: las cepas con fenotipo pigmentado (incluyendo la Cepa
2575 productora de pioverdina, asi como las cepas 360, 361, 362, 363 y 365) demostraron ser
las mas resistentes a la accion de los tres aceites esenciales. Esta observacion se alinea con la
literatura que sugiere que la pioverdina, un sider6foro verde/amarillo fluorescente, no solo
participa en la adquisicion de hierro, sino que también esta estrechamente ligada a mecanismos
de patogenicidad y la formacion de biopeliculas, que son en si mismas barreras fisicas contra
los agentes antimicrobianos. El caso extremo de la Cepa 2575, que exhibio6 total inactividad al
AEE (0.00 mm), y las cepas 361 y 363, cuya CMI y CMB no se alcanzaron para el AEJ ni el
AEEC, establece que este fenotipo MDR plus pigmentacion representa un nivel de proteccion
superior que reduce drasticamente la eficacia de los componentes lipofilicos de los aceites

esenciales.

El aumento de la resistencia en cepas pigmentadas y no pigmentadas de P. aeruginosa
frente a los aceites esenciales se debe a un complejo sistema de barreras fisicas y mecanismos
de eflujo activo. El mecanismo molecular clave que le confiere esta resistencia es la baja
permeabilidad de su membrana externa (comun en todas las P. aeruginosa Gram-negativas),
potenciada en las cepas pigmentadas (productoras de piocianina o pioverdina) por la extensa
matriz de la biopelicula (biofilm) que actiia como una capa protectora fisica. La biopelicula es
un complejo de polisacaridos y proteinas que dificulta la difusion de los compuestos lipofilicos
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del aceite esencial hacia el interior de la célula. Adicionalmente, tanto las cepas pigmentadas
(particularmente) como las no pigmentadas utilizan bombas de eflujo multidroga (MDR efflux
pumps), como el sistema MexAB-OprM, que son capaces de expulsar activamente los
componentes activos del aceite esencial (terpenoides y fenoles) fuera del citoplasma antes de
que puedan alcanzar sus objetivos moleculares (membrana interna, enzimas o ADN). Esta
combinacion de membrana externa robusta, proteccion de la biopelicula y expulsion activa

molecular, confiere a la bacteria una resistencia intrinseca y adquirida superior ©¢>7°-80),

En resumen, los resultados de este estudio identifican al aceite esencial de jengibre
(Zingiber officinale) como el principal candidato fitoquimico para el desarrollo de nuevas
estrategias contra P. aeruginosa MDR. Su eficacia superior, atribuida a la alta concentracion
de sesquiterpenos, contrasta marcadamente con la debilidad bacteriostatica del aceite esencial
de Eucalipto. No obstante, la alta resistencia observada en las cepas pigmentadas y el fendémeno
de antagonismo en la mezcla AEE/AEJ sugieren que las futuras investigaciones deben
enfocarse en: 1) aislar y purificar los sesquiterpenos especificos del AEJ para maximizar la
potencia bactericida y eludir el antagonismo; y 2) explorar estrategias de sinergismo no con
AEE, sino con otros agentes, como los antibioticos convencionales o agentes que degraden la
biopelicula, para superar la resistencia de las cepas pigmentadas y lograr un efecto terapéutico

viable.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDAECIONES

5.1. Conclusiones

Conclusion General

El estudio comparativo de la actividad antibacteriana evidenci6 que el aceite esencial de
jengibre (AEJ) posee una eficacia significativamente superior frente a las cepas de
Pseudomonas aeruginosa MDR en comparacion con el aceite esencial de eucalipto
(AEE), el cual mostr6 una sensibilidad baja y un cardcter predominantemente
bacteriostatico al no alcanzar la Concentracion Minima Bactericida (CMB). Por su parte,
el aceite esencial combinado (AEC) logrd potenciar la respuesta inhibitoria respecto al

eucalipto, alcanzando niveles de sensibilidad media comparables a los del jengibre.

Conclusiones Especificas

El aceite esencial de Eucalipto (AEE), en sus concentraciones de 100%, 75% y 50%,
demostrd una eficacia antibacteriana limitada frente a las cepas de P. aeruginosa MDR
(MDR), siendo clasificado predominantemente en el rango de sensibilidad baja. La cepa
mas sensible al AEE fue la Cepa 07, con una media méaxima de 9.33 mm en la
concentracion de 100%, mientras que la Cepa 2575 mostro total inactividad (0.00 mm).
A nivel cuantitativo, el AEE es fundamentalmente bacteriostatico, ya que su
Concentracion Minima Bactericida (CMB) fue "No Alcanzada" a la concentracion
maxima probada (41.1936 mg/mL) para cinco de las seis cepas principales.

El aceite esencial de jengibre (AEJ) demostr6 una eficacia antibacteriana
significativamente superior al AEE en la prueba de difusion en disco, alcanzando hasta
sensibilidad alta (media de 22.00+3.00 mm) en la Cepa 07 al 50% y consistentemente
sensibilidad media en otras cepas sensibles. EI AEJ puro (100%) mostré los mayores
diametros de halo en las cepas mas sensibles, aunque las concentraciones diluidas

(especialmente AEJ 50%) fueron inesperadamente las mas potentes en cepas como la
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Cepa 07 y Cepa 365. A pesar de su potencia, el AEJ puro (100%) presentd una alta
variabilidad (DE de 3.60555 en Cepa 07), lo que sugiere una respuesta heterogénea del
indculo.

El aceite esencial combinado (AEC), en sus concentraciones de 100%, 75% y 50%.,
demostrd una eficacia antibacteriana superior a la del aceite esencial de eucalipto (AEE)
y comparable a la del aceite esencial de jengibre (AEJ) frente a las cepas de P. aeruginosa
MDR. El AEC mostré halos de inhibicién clasificados predominantemente como

sensibilidad media (media de 11.83+£1.83 mm a 100%). EI AEC evidencié su mayor

actividad en la Cepa 360 (sensibilidad alta con 22.33 mm a 100%), mientras que las cepas
pigmentadas (Cepa 361) mostraron la menor susceptibilidad.

El Aceite de jengibre (AEJ) fue el unico con un claro efecto bactericida, logrando
determinar la CMB en tres de las seis cepas principales (362, 365, 370) en
concentraciones entre 36.0976 mg/mL y 39.3792 mg/mL. El aceite combinado (AEC)
mostré un comportamiento cuantitativo similar al AEJ, logrando la CMB en las cepas
362 y 365 a 36.9336 mg/mL, pero su accion bactericida en general fue inferior a la del
AEJ puro (CMB inalcanzada para la Cepa 370). Las cepas 361 y 363 demostraron ser
altamente resistentes al ser las inicas en las que no se pudo determinar la CMI ni la CMB
para ninguno de los tres aceites esenciales en el rango de concentracion evaluado.

Se confirmo6 que las cepas con fenotipo pigmentado (asociado a la produccion de
pioverdina) demostraron ser, en general, las mas resistentes a la accion de todos los
aceites esenciales. La total inactividad del AEE contra la Cepa 2575 pigmentada (0.00
mm) y la resistencia de las cepas 361 y 363 a la CMB sugieren que la pigmentacion
confiere un mecanismo adicional de proteccion contra la penetracion de los compuestos

lipofilicos de los aceites esenciales.
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5.2. Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de fraccionamiento quimico dirigido del aceite esencial
de jengibre (Z. officinale) para aislar y purificar los sesquiterpenos especificos
responsables de la actividad bactericida. Esto permitiria concentrar el principio activo y
minimizar el efecto de los componentes menos eficaces o antagonistas.

Dado el bajo rendimiento de extraccion del jengibre (0.05%) y la alta desviacion estandar
observada en sus concentraciones puras, se sugiere explorar el uso de nanoparticulas
lipidicas o emulsiones estables para mejorar la solubilidad, la predictibilidad de la dosis
(reducir la DE) y la penetracion celular de los sesquiterpenos.

Se recomienda investigar el potencial sinergismo del aceite esencial de jengibre, no con
el eucalipto (dada la evidencia de antagonismo parcial/aditividad débil), sino con
antibidticos convencionales (meropenem o ceftazidima). Esto podria permitir reducir las
dosis efectivas de los antibioticos y mitigar la multirresistencia.

Dada la marcada resistencia de las cepas pigmentadas, se sugiere realizar estudios que
evaltien la capacidad del aceite esencial de jengibre para inhibir la produccion de
pioverdina y/o la formacion de biopeliculas, lo que podria ser un mecanismo de accion
complementario mas efectivo que la mera lisis celular.

En futuros estudios, se debe aumentar el rango de concentracion para la prueba de CMI
y CMB (superando los 41.1936 mg/mL) para determinar con exactitud la CMB para las
cepas altamente resistentes (361, 363 y aquellas tratadas con AEE), lo cual es

fundamental para una caracterizacion completa.
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ANEXOS

Anexo 1. Obtencion de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale
mediante destilacion por arrastre con vapor de agua
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Anexo 2. Reactivacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR en agar cetrimide
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Anexo 3. Purificacion de cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR en agar cetrimide.
Cepa n°07 Cepan°l4 Cepan®l5

Cepa n°361
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Anexo 4. Identificacion bioquimica de Pseudomonas aeruginosa MDR

A: cepa n°07; B: cepa n°14; C: cepa n°15; D: cepa n°2575; E: cepa n°22; F: cepa n°23; G:
Tubo de control de calidad del medio

I
Tt
Tr—

| !

2 = « 3
e & S

b}

Todas las cepas utilizadas (cepas de prueba piloto n°07, 14, 15, 22, 23,2275 y cepas de pruebas
de sensibilidad n°360, 361, 362, 365 y 370) fueron sometidos a las pruebas bioquimicas de A:
Citrato de Simmons (+); B: TSI (K/K, sin gas, sin H2S); C: LIA (K/R, H2S negativo); D:
SIM (H2S negativo, Indol negativo, motilidad positiva).
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Anexo 5. Tincion Gram de Pseudomonas aeruginosa MDR
Cepa n°07 Cepa n°14 Cepa n°15

&) &

Cepa n°22 Cepa n°23 Cepa n°2575

Cepa n°360 Cepa n°361 Cepa n°362

Cepa n°365 Cepa n®370
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Anexo 6. Determinacion de la resistencia a diferentes antibioticos.

Cédigo Cefalosporinas Monobactamico Carbapenémicos Fluoroquinolonas ..
de Gentz,;lcma Piperacilina/Tazobactam Resistencia
Cepa Cefepime  Ceftazidima Aztreonam Imipenem Meropenem Norfloxacino  Levofloxacino )
07 R R S R R R R R S MDR
14 R R S S R R R R S MDR
15 R R S S R R R S S MDR
22 R R S S R R I S S MDR
23 R R S S R R R S S MDR
2575 R R R R R R R R R MDR
Codigo Cefalosporinas Monobactamico Carbapenémicos Fluoroquinolonas ..
Gentamicina . - . .
de Piperacilina/Tazobactam  Resistencia
Cepa Cefepime Ceftazidima Aztreonam Imipenem Meropenem Norfloxacino Levofloxacino (€N
360 R R R R R R R R R MDR
361 R R S R R R R R S MDR
362 R R S R R R R R R MDR
363 R R R R R R R R R MDR
365 R R S R S R R S S MDR
370 R R R R R R R R R MDR
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Tabla de susceptibilidad para su clasificacion en MDR, XDR y

Pseudomonas
aeruginosa

SENSIBLE |1-3
MDR 4-8
XDR 9-10
PDR 11 a mas

PDR

ANTIBIOTICO S (= mm) I (mm) R (£ mm)
Piperacilina — Tazobactam >22 18-21 <17
Ceftazidima >18 15-17 <14
Cefepime >18 15-17 <14
Aztreonam >22 16-21 <15
Imipenem >19 16-18 <15
Meropenem >19 16-18 <15
Gentamicina >15 13-14 <12
Amikacina >17 15-16 <14
Ciprofloxacino >25 19-24 <18
Levofloxacino >22 15-21 <14
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Antibiogramas de los aislamientos puros de Pseudomonas aeruginosa MDR
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Anexo 7. Preparacion de medio Mueller Hinton, preparacion de las concentraciones (100%,
75%, 50%) de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale, y medicion
de turbidez en tubos de solucion salina para realizar pruebas de sensibilidad por difusion en
disco.

A: Agar Mueller Hinton; B: Agar Mueller Hinton preparado y esterilizado; C: Placas Petri en
horno para esterilizar; D: medio de cultivo listo para servir en placas estériles; E: medio de

cultivo solidificado.

A: 3 concentraciones (100%, 75%, 50%) de aceite esencial de eucalipto; B: 3 concentraciones

(100%, 75%, 50%) de aceite esencial de jengibre; C: 3 concentraciones (100%, 75%, 50%) de

aceite esencial combinado.
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A: preparacion de los indculos; B: inoculo bacteriano; C: medicion de la densidad bacteriana

en el densitometro.

—
-

—
-

/

A: discos blancos de difusion con aceite esencial; B: prueba de Kirby Bauer con discos blancos

y aceite esencial; C: incubacion de las placas con discos blancos de difusion.
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Anexo 8: Evaluacion de efecto antibacteriano de los aceites esenciales de Eucalyptus globulus y Zingiber officinale

Cédigo AEE 100% AEE 75% AEE 50% AEJ 100% AEJ 75% AEJ 50% AEC 100% AEC 75% AEC 50%
cepa I|mjor| Pp I|mojar| Pp I|Imjory P I |IHjory P I|mjoary p I|mjary p I Iy p I jmmjar) p I|{mjory p
7 91910 93 | 8|89 8 | 7| 78| 73 1614121170 13|19 15] 157 |16 12|10 | 127 | 15|16 15| 153 |14 | 13| 15| 140 | 11| 10| 10| 10.3
14 10919 93 121915153 | 9 (1010 97 | 17|17 16| 16.7 |15 16| 16| 157 | 19| 25{ 22| 220 | 13 |13 |13 | 13.0 | 11 | 12| 12| 11.7 | 12 10 | 12 | 113
15 14013 14| 13.7 | 13 13|11 | 123 |12 11| 10| 11.0 | 16 | IS 15| 153 |15 |13 | 13 | 13.7 {12 | 12| 11 | 11.7 | 14 | 15| 15| 147 | 13 | 12| 12 | 123 | 11 | 12 | 11 | 113
22 1214 13| 130 | 11|12 12| 11.7 |10 11 | 11| 10.7 | 15| 16| 17 | 16.0 || 13 | 14 | 13 | 133 | 11 | 13| 12| 120 | 15| 13 | 14 | 14.0 | 13 | 12| 11 | 12.0 | 12 11 | 11 | 11.3
23 101011103} 9910 93 | 9|99 90 |14)12)13| 130 |11 12} 11| 113 | 10| 10| 11 | 103 | 13 | 11 {12} 12.0 | 11 | 10| 10| 103 |10 9 | 9 | 9.3
2575 ojofojpoojfofojopoojopopoyfo00¢ 8918|183 jo0)j7|16|43 066|407 |7)|6|67 |6 |06 40 (6| 0]O0] 20
. AEE 100% AEE 75% AEE 50% AEJ 100% AEJ 75% AEJ 50% AEC 100% AEC 75% AEC 50%
Ccoe(:)lf ° I|mojary p Ijojmr| p I jojary P I ||| P I|mjuary P I |II || P I |y P I |IIjmar| P Ijmojmurj p
360 10§13 11310 9104 97 [ 1149) 9 97 9108} 90 | 9|10 8| 90 |10)10)8 | 93 |7 (|10 & | &3 101012107 | 7 7 | 8 | 7.3
361 8189 8 [ 8|98 8|7 (919 831010 8 93 j10f10| 9|97 | 8|9 |10)90 |7 (8|9 80 |89 1090 | 7| 8]10] 83
362 120100 13| 11.7 12 10 11§ 11.0 {12911} 107 | 7 { & | 8 | 7.7 | 11|12 9 | 107 | 11 10 )11} 107 | 8 | 9 | 7 | &0 1010 8| 93 | 7| 7|9 | 77
363 O1 89| 87 |10 8|9 90 j10)8f10| 93 | 9| & 11| 93 121310 11.7 ) 13 11 |11 117 Q9 (10} 7 { &7 | 9 11| 11| 103 | 9 | 11| 11 | 10.3
365 9189 87 |10 7|8 83 | 9|8 8| 83 |11 |12)11} 113 |15] 16| 11| 140 | 16| 13 |15 | 147 | 10| 11 | 11 | 10.7 | 14 | 13 | 12| 13.0 | 9 | 10 | 10 | 9.7
370 81 8| 9| 8 (10| 78 8|99 7| 831011793 129 |11|107| 8 9 |8 | & |11} 9 |11} 103 |12] 9 | 11| 10.7 | 10| 11 | 13| 11.3
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Todas las cepas fueron trabajadas al triplicado (se muestra como ejemplo la cepa n® 07):

Cepa 07

EUCALIPTO

repeticion n°1

repeticion n°2

repeticion n°3

100%

75% y 50%
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JENGIBRE

repeticion n°1

repeticion n°2

repeticion n°3

100%

75%

50%

108



COMBINADO

repeticion n°1

repeticion n°2

repeticion n°3

100%

75%

50%
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Cepa n°14

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°15

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°22

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°23

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°2575

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°360

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°361

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°362

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado

117



Cepa n°363

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Cepa n°365

100%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado

119



Cepa n°370

100%

75%

50%

Eucalipto

jengibre

Combinado
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Anexo 9. Determinacion de la CMI Y CMB

Determinacion de la CMI del aceite esencial de eucalipto, donde podemos observar la

nula inhibicion (formacién de pigmento) del aceite frente a las cepas 360, 361, 362, 363,
365, 370

Determinacion de la CMI del aceite esencial de jengibre, donde podemos observar
cierta inhibicion en 3 cepas
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Determinacion de la CMI del aceite esencial combinado
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Anexo 10. Concentraciones minimas inhibitorias y concentraciones minimas

bactericidas
C((;);ligo CMI AEE CAII;IE CMI AEJ (1:&1\1::[‘]]3 CMI AEC ill\l/l(]?
pa (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (el

360 37.7608 NC 36.0976 NC 36.9336 NC
361 >41.1936 NC >39.3792 NC >40.2912 NC
362 37.7608 NC 36.0976 39.3792 36.9336 36.9336
363 >41.1936 NC >39.3792 NC >40.2912 NC
365 37.7608 NC 36.0976 36.0976 36.9336 36.9336
370 37.7608 41.1936 36.0976 39.3792 36.9336 NC

*NC: No Alcanzada a la maxima concentracion probada.

123




Anexo 11. Bateria de tubos de ensayo para determinar CMI

N° V(?l,umen Volumen c.aldo Volumen Inéculo Volumen
Tubo Solucion Madre Mueller Hinton Bacteriano (uL) Total (uL)
(nL) (uL)

1 100 1900 500 2500

2 200 1800 500 2500

3 300 1700 500 2500

4 400 1600 500 2500

5 500 1500 500 2500

6 600 1400 500 2500

7 700 1300 500 2500

8 800 1200 500 2500

9 900 1100 500 2500
10 1000 1000 500 2500
11 1100 900 500 2500
12 1200 800 500 2500
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Anexo 12. Prueba de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
AEC 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,175 3 1,000 3 1,000
AEE 100% ,385 3 ,750 3 ,000
Cepa7 AEE 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 100% ,276 3 942 3 ,537
AEJ 50% ,253 3 ,964 3 ,637
AEJ 75% ,253 3 ,964 3 ,637
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 50% ,385 3 ,750 3 ,000

Cepal4
AEE 75% ,204 3 ,993 3 ,843
AEJ 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 50% ,175 3 1,000 3 1,000
AEJ 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 100% ,385 3 ,750 3 ,000
Cepal5 AEE 50% ,175 3 1,000 3 1,000
AEE 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
Cepa22 AEC 75% ,175 3 1,000 3 1,000
AEE 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEE 50% ,385 3 ,750 3 ,000
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AEE 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEJ 50% ,175 3 1,000 3 1,000
AEJ 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 100% ,385 3 ,750 3 ,000
Cepa23
AEE 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEJ 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,385 3 ,750 3 ,000
Cepa2575
AEJ 100% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 75% ,337 3 ,855 3 ,253
a. Correccion de la significacion de Lilliefors
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Grupo
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
AEC 100% ,253 3 ,964 3 ,637
AEC 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEC 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 100% ,253 3 ,964 3 ,637
Cepa360 AEE 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 75% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEJ 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEJ 75% ,175 3 1,000 3 1,000
AEC 100% ,175 3 1,000 3 1,000
AEC 50% ,253 3 ,964 3 ,637
Cepa361
AEC 75% ,175 3 1,000 3 1,000
AEE 100% ,385 3 ,750 3 ,000
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AEE 50%
AEE 75%
AEJ 100%
AEJ 50%
AEJ 75%
AEC 100%
AEC 50%
AEC 75%
AEE 100%
AEE 50%
AEE 75%
AEJ 100%
AEJ 50%
AEJ 75%
AEC 100%
AEC 50%
AEC 75%
AEE 100%
AEE 50%
AEE 75%
AEJ 100%
AEJ 50%
AEJ 75%
AEC 100%
AEC 50%
AEC 75%
AEE 100%
AEE 50%
AEE 75%
AEJ 100%
AEJ 50%
AEJ 75%

AEC 100%

AEC 50%

AEC 75%

385
385
385
175
385
175
385
385
253
253
175
385
385
253
253
385
385
385
385
175
253
385
253
385
385
175
385
385
253
385
253
314

,385

253

,253

750
750
750
1,000
750
1,000
750
750
964
964
1,000
750
750
964
964
750
750
750
750
1,000
964
750
964
750
750
1,000
750
750
964
750
964
893

,750

964

,964

,000
,000
,000
1,000
,000
1,000
,000
,000
637
637
1,000
,000
,000
637
637
,000
,000
,000
,000
1,000
637
,000
637
,000
,000
1,000
,000
,000
637
,000
637
363

,000

637

,637
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Cepa362

Cepa363

Cepa365

Cepa370

AEE 100%

385

,750

,000
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AEE 50% ,385 3 ,750 3 ,000
AEE 75% ,253 3 ,964 3 ,637
AEJ 100% 292 3 ,923 3 463
AEJ 50% 385 3 ,750 3 ,000
AEJ 75% ,253 3 ,964 3 ,637

a. Correccion de la significacion de Lilliefors

Anexo 13. Pruebas de Kruskal Wallis para los aceites esenciales de Eucalyptus globulus
y Zingiber officinale

Resumen de contrastes de hipétesis

ab

Hipotesis nula Prueba Sig. Decision
La distribucion de Cepa7 esla Prueha de Kruskal-Wallis para .005 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
La distribucion de Cepal4 esla Prueha de Kruskal-Wallis para .003 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
La distribucion de Cepal5esla Prueha de Kruskal-Wallis para .006 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
La distribucion de Cepa22 esla Prueba de Kruskal-Wallis para .008 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
La distribucion de Cepa23 es la Prueha de Kruskal-Wallis para .004 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
La distribucion de Cepa2575 es Prueha de Kruskal-Wallis para .014 Rechace la hipdtesis nula.
la misma entre categorias de muestras independientes
Grupo.
a. El nivel de significacion es de .050.
h. Se muestra |a significancia asintética.
Resumen de contrastes de hipétesis
Hipotesis nula Prueba Sig."b Decision

1 La distribucion de Cepa360 esla  Prueba de Kruskal-Wallis para .062 Conserve la hipétesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Concentracion.

2 La distribucion de Cepa361 esla Prueba de Kruskal-Wallis para .474 Conserve la hipétesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Concentraciénf

3 La distribucion de Cepa362 esla Prueba de Kruskal-Wallis para .020 Rechace |a hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Concentracion.

4 La distribucion de Cepa363 esla Prueba de Kruskal-Wallis para .082 Conserve la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Concentracion.

5 La distribucion de Cepa365esla Prueba de Kruskal-Wallis para .004 Rechace la hipdtesis nula.
misma entre categorias de muestras independientes
Concentracién.

6 La distribucion de Cepa367 esla  Prueba de Kruskal-Wallis para .090 Conserve la hipotesis nula.

misma entre categorias de
Concentracién.

muestras independientes

a. El nivel de significacion es de .050.
h. Se muestra la significancia asintdtica.
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