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Resumen

En el afio 2018, la Organizacion Mundial de la Salud incentivo a los investigadores a realizar nuevos
estudios para la bulsqueda de nuevos antibidticos debido al incremento de la resistencia
antibacteriana, es asi como desde entonces han surgido varios estudios que buscan nuevas
alternativas de antibioticos en los componentes de distintas especies de plantas. En la presente
investigacion se ha considerado los componentes de la resina de Eucalyptus globulus, un arbol
exdtico, no autdctono, que se encuentra expandido por todo Huancayo en Perd, con el objetivo de
estudiar su capacidad antibacteriana frente a las bacterias nosocomiales Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Para cumplir con el objetivo, se recolectaron muestras de resinas de eucalipto
en una arboleda de la comunidad de Cocharcas, las cuales fueron procesadas para obtener discos con
concentraciones de 100 pug/mL, 200 pg/mL, 300 pg/mL y 400 pg/mL para realizar el método Kirby-
Bauer frente a las bacterias mencionadas. Para analizar los resultados del experimento, se usé la
técnica estadistica ANOVA de doble via, obteniéndose que la resina extraida del Eucalyptus globulus
en Huancayo, 2022 tiene una actividad antibacteriana significativa, segun sus concentraciones, frente
a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus (sig < 0.01), asimismo se hall6é que no existe una
diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus
en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en combinacién con las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus. (sig > 0.01); ademas que existe una diferencia significativa de la
actividad antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo 2022 entre sus
concentraciones de resina (sig < 0.01), y que no existe una diferencia significativa de la actividad
antibacteriana de la resina extraida de Eucalyptus globulus en Huancayo 2022 entre las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus (sig > 0.01). Se concluye que con una media marginal estimada a
partir de la concentracion de 400 pg/mL de la resina de Eucalyptus globulus se muestra que hay
cierta actividad antibacteriana y puede entrar en la categoria intermedia y sensible, segun la
clasificacién del Clinical & Laboratory Standards Institute, y que el factor concentracién de resina
presenta una diferencia significativa. También entre los hallazgos se pudo observar que cuanto mayor
sea la concentracion de resina, mayor es la actividad antibacteriana, por ello se concluye que

cualquiera sea la bacteria la actividad antibacteriana de la resina no se diferencia significativamente.
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Abstract

In 2018, the World Health Organization encouraged researchers to carry out new studies to search
for new antibiotics due to the increase in antibacterial resistance. Since then, several studies have
emerged that seek new antibiotic alternatives in the components of different plant species. In the
present investigation, the components of the resin of Eucalyptus globulus, an exotic, non-native tree,
which is found throughout Huancayo in Peru, have been considered, with the aim of studying its
antibacterial capacity against Escherichia coli and Staphylococcus aureus nosocomial bacteria. To
meet the objective, samples of eucalyptus resins were collected from a grove in the community of
Cocharcas, which were processed to obtain discs with concentrations of 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300
pg/mL and 400 pg. / mL to perform the Kirby-Bauer method against the aforementioned bacteria.
To analyze the results of the experiment, the two-way ANOVA statistical technique was used,
obtaining that the resin extracted from Eucalyptus globulus in Huancayo, 2022 has significant
antibacterial activity, according to its concentrations, against nosocomial bacteria E. coli and S.
aureus (sig < 0.01), it was also found that there is no significant difference in the antibacterial activity
of the resin extracted from Eucalyptus globulus in Huancayo, 2022 compared to its resin
concentrations in combination with the nosocomial bacteria E. coli and S. aureus. . (sig > 0.01); In
addition, there is a significant difference in the antibacterial activity of the resin extracted from
Eucalyptus globulus in Huancayo 2022 between its resin concentrations (sig < 0.01), and that there
is no significant difference in the antibacterial activity of the resin extracted from Eucalyptus
globulus in Huancayo 2022 between nosocomial bacteria E. coli and S. aureus (sig > 0.01). It is
concluded that with an estimated marginal mean from the concentration of 400 pg/mL of the
Eucalyptus globulus resin, it is shown that there is some antibacterial activity and it can enter the
intermediate and sensitive category, according to the classification of the Clinical & Laboratory
Standards Institute. , and that the resin concentration factor presents a significant difference. Also
among the findings it was possible to observe that the higher the resin concentration, the greater the
antibacterial activity, therefore it is concluded that whatever the bacteria, the antibacterial activity of

the resin does not differ significantly.
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Introduccion

La multirresistencia es un problema mencionado por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en el afio 2018; a medida que pasaron los afios y se extendio el uso de los antibiéticos, las
bacterias empezaron a mostrar indicios de resistencia a las multiples familias de antibi6ticos. Este
hecho alert6 a la OMS, la cual explico la importancia de desarrollar nuevas investigaciones con la
finalidad de encontrar nuevas familias de antibi6ticos y utilizarlas para combatir a futuras bacterias
que puedan generar resistencia a los multiples antibiéticos que se usan actualmente (1, 2). Por esta
razon, el presente estudio tiene como objetivo evaluar la capacidad antibacteriana de la resina de
Eucalyptus globulus y sentar las bases para nuevos estudios que evallen este mismo componente en
distintas concentraciones, Yy asi en un futuro se pueda obtener algiin componente tipo antibiético que
pueda ser usado en contra de las bacterias resistentes, que van en aumento. Para cumplir el objetivo,
se probo si la resina tiene algun efecto antibacteriano frente a dos bacterias nosocomiales, E. coli y
S. aureus, ya sea por concentracion o frente a cierta bacteria nosocomial, es decir, si la concentracion
de la resina influye en su capacidad antibacteriana o si las bacterias mencionadas muestran alguna
diferencia frente a la capacidad antibacteriana de la resina; asimismo, se evalué qué concentracion

de resina es significativa como para mostrar una capacidad antibacteriana.

La presente tesis se divide en cinco capitulos. El capitulo | abarca el planteamiento del
estudio, se presenta la delimitacion territorial, es decir, dénde se realizé el estudio, el planteamiento
del problema, donde se explica el por qué se esta realizando el estudio, las hipétesis planteadas, los
objetivos de la investigacién y la justificacion. En el capitulo Il se desarrolla el marco teérico, se
explican los antecedentes, los términos claves, y se detalla la teoria de los procedimientos de
laboratorio que se realizaran en el estudio. El capitulo Il explica las hipétesis y las variables y sus
respectivas dimensiones. En el capitulo IV explica la metodologia, los pasos que se siguid para
realizar el estudio y los resultados de este. Por Gltimo, en el capitulo V se presentan los resultados,

la discusion, las conclusiones y las recomendaciones.



CAPITULO I: Planteamiento del estudio

1.1 Delimitacion de la investigacion

1.1.1. Delimitacion territorial
Segun el Banco Central de Reserva del Perd, el departamento de Junin se ubica en la zona

central de los Andes peruanos, con una superficie de 44 329 kmz, que representa el 3,4 % del territorio
nacional. Su altitud oscila entre los 360 y los 5000 m s.n.m. Junin fue creado el 13 de septiembre de
1825, y se divide en 9 provincias y 124 distritos. Su capital es Huancayo, que se encuentra a 3249

m s.n.m. y tiene 28 distritos (3).

Figura 1. Mapa del departamento de Junin
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Nota: Extraido de Instituto Nacional de Estadistica e Informatica, 2018 (4).

En Huancayo se encuentra el Hospital Docente Materno Infantil EI Carmen, el cual —segin
su propio portal— fue fundado en 1847 durante el gobierno de Ramén Castilla; sus limites ocupan

el jiron Puno, la avenida Huancavelica, el Paseo la Brefia y los jirones Junin y Cusco. En el hospital



mencionado se tomaron las muestras del presente estudio (5), que se procesaran en el Laboratorio
J304 del campus Huancayo de la Universidad Continental, asentado sobre un terreno de méas de 24
000 metros cuadrado, ubicado en la avenida San Carlos 1980, en el barrio de San Antonio, distrito
de Huancayo (6).

1.1.2. Delimitacion temporal
Para realizar la investigacion, el periodo de estudio comprende los meses de junio de 2022 a

mayo de 2023, y la toma de muestras y el desarrollo experimental se realizé durante abril de 2023.

1.1.3. Delimitacion conceptual

Esta investigacion se enmarca en la linea de investigacion de salud publica. El uso
indiscriminado de antibidticos caus6 el aumento de la incidencia, la mortalidad y la morbilidad, en
especial de la poblacion infantil, en enfermedades diarreicas agudas, en enfermedades pulmonares e
infecciones al tracto urinario, durante su tratamiento (7). Se consideraran aspectos relevantes de la
farmacologia, debido a la composicién antibiética de la resina de Eucalyptus globulus, dentro de la
cual el compuesto mas importante es el 1,8-cineolo (eucaliptol), principal agente antibacteriano
debido a su mecanismo de accion que se encarga de generar lisis en la membrana lipidica bacteriana
(8,9, 10).

1.2 Planteamiento del problema

La resistencia antibidtica es un problema que sea veia venir desde el descubrimiento de los
primeros antibidticos en el mundo, y fue plasmado en un comentario de Alexander Fleming, el
descubridor de la penicilina, quien mencionaba lo siguiente: “no es nada dificil que las bacterias
opongan resistencia a los antibiéticos debido a que las personas usan dosis insuficientes para
combatirlas, y con ello haciéndolas resistentes™ (1). Esta situacion es exacerbada porque la poblacion

general puede conseguir los antibi6ticos en las farmacias o en las tiendas.

La facilidad con la que se adquieren los antibidticos se puede reflejar en la alta prevalencia
de la compra de estos productos sin receta médica, tal como se mencioné en la revista Anales de
Medicina Interna de Estados Unidos, y, a pesar de ello, esta situacion es poco estudiada (11). Estos
factores (la facil adquisicion y la capacidad bacteriana de generar resistencia a dosis no letales)
hicieron posible que la resistencia antibiética sea mas frecuente con el pasar de los afios. Segun la

OMS, la resistencia antibiética se produce cuando las bacterias mutan en respuesta al uso de



antibidticos, convirtiéndose en una de las mayores amenazas para la salud mundial, la seguridad
alimentaria y el desarrollo (2). Esta situacion fue empeorando con el transcurrir del tiempo; asi, a
medida que avanzaba la ciencia, nuevas familias de antibidticos se descubrieron, y muchas de las
bacterias empezaron a desarrollar resistencia hacia estos antibi6ticos, por ello la OMS empezé a
publicar notas donde se pedia a los investigadores trabajar en la busqueda de nuevas familias de
antibiéticos (12, 13).

En relacion con lo expuesto en lineas previas, esta investigacion tuvo como objetivo buscar
nuevas familias de antibi6ticos que puedan rivalizar contra ciertas bacterias nosocomiales resistentes
mencionadas por la OMS, que incluyen a E. coli, y S. aureus. Las familias de antibiéticos que se
buscara obtener seran de las muestras de resina de Eucalyptus globulus, debido a la composicion
antibidtica de su resina, y a que esta planta abunda en el Valle del Mantaro y en el Perd. Con los
resultados obtenidos, se aportara cientificamente evidencia de nuevas familias de antibiéticos que en

un futuro podrén ser usadas en la Farmacologia.

1.3 Formulacién del problema
1.3.1 Problema general
e ;Laresina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo 2022 tiene actividad antibacteriana
significativa ajustada a la clasificacion de la CLSI segln sus concentraciones o frente a las
bacterias nosocomiales E. coli y S aureus?
1.3.2 Problemas especificos
e Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida de
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en
combinacion con las bacterias nosocomiales E. coli y S. Aureus?
o Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre sus concentraciones de resina?
o Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida de
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus?
e ;Existe una diferencia significativa entre los tamafios del halo de inhibicion de la actividad
antibacteriana de la resina extraida de Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus

concentraciones de resina o a las bacterias nosocomiales E. coliy S. aureus?



1.4 Objetivos de la investigacion
14.1 Objetivo general
Determinar si la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 tiene
actividad antibacteriana significativa ajustada a la clasificacion de la CLSI segun sus
concentraciones o frente a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
1.4.2 Obijetivos especificos
o Determinar si existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida
del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en
combinacion con las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
e Determinar si existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida
del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre sus concentraciones de resina.
e Determinar si existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida
de Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
e Determinar si existe diferencia significativa entre los tamafios del halo de inhibicion de la
actividad antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente

a sus concentraciones de resina o a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.

1.5 Justificacion de la investigacion
1.5.1 Justificacion tedrica

Maritza Miriam Mayta Barrios, especialista de la Direccién General de Epidemiologia
(DGE) del Ministerio de Salud en 2021, en su exposicion “La resistencia bacteriana en hospitales
de Peru, 20217 abordé la problematica de la resistencia bacteriana y coémo esta se ha incrementado
en Perl. Mencion6 ademas que las bacterias tenian la capacidad de presentar variaciones en sus
genes, lo que les daba la posibilidad de evitar la nocividad hacia ellas causada por los antibiéticos

gue son ampliamente usados en la praxis médica (14).

Este hecho causa incertidumbre en los investigadores quienes estan preocupados por la
aparicion de nuevas bacterias con maltiples resistencias, debido a esto es importante buscar
alternativas de nuevas familias de antibiéticos, para ello se requiere cumplir con ciertas fases
propuestas por la FDA (Food and Drug Administration). En la presente investigacion se pretende
desarrollar la primera fase (fase preclinica) para que, posteriormente, en otras investigaciones se
continGe con la fase clinica, el desarrollo en humanos y en un futuro se pase por las cuatro fases y
poder crear asi una nueva familia de fArmacos que aporten al arsenal médico para combatir a las

bacterias (15). Por esa razon, ante la inminente llegada de bacterias muy resistentes, esta tesis hace



hincapié en lo anunciado por la OMS para hacer que los futuros investigadores reflexionen y de esta
manera se logre incentivar a que se desarrollen mas investigaciones de antibioticos en mas especies
de plantas; ademas, aportara a los conocimientos existentes hasta la fecha sobre salud publica y
farmacologia.

1.5.2 Justificacion préactica

Los médicos en la actualidad estdn méas familiarizados con el uso de antibidticos; la praxis
médica se remonta a tiempos antiguos, cuando la farmacologia estaba en sus primeros pasos y se
asociaba a disciplinas muy divergentes como la Filosofia y la Mitologia en épocas de 460-370 antes
de Cristo, el uso de dosis, los componentes esenciales, entre otros, eran desconocidos en esa época.
Con el pasar de los tiempos, la farmacologia fue desarrollandose junto a la medicina y se empezé a

administrar medicamentos para el tratamiento de las enfermedades de los pacientes (16).

Desde el descubrimiento de los antibi6ticos, especificamente de la penicilina por Alexander
Fleming, se extendio su uso en la praxis médica, siendo usados ampliamente por el personal de la

salud y por la poblacion (10).

Para elaborar un nuevo antibidtico, se requiere seguir una serie de pasos. El primer paso es
efectuar un estudio experimental in vitro que involucra la identificacion de compuestos activos con
la diana molecular y la optimizacién de su actividad bioldgica. A esta fase se le denomina la etapa

de descubrimiento (17).

El proposito de esta investigacion fue buscar en el componente de la resina Eucalyptus
globulus una alternativa para elaborar un nuevo antibiético o una nueva familia de antibi6ticos y que
dé alternativas a tratamientos de ciertas bacterias resistentes, esto debido que al ser un nuevo
componente se podrian extraer los principios activos de la resina y, mediante estudios posteriores,
se pueda generar un nuevo antibidtico, y que este se incluya en la practica médica de los profesionales

de la salud.



CAPITULO II
Marco Tebrico

2.1 Antecedentes de la investigacion
2.1.1 Antecedentes internacionales

Hace algunos afios surgi6 el problema de la multirresistencia bacteriana, el cual ya se habia
pronosticado desde que el uso de los antibidticos se extendié por toda la poblacion. En 2017, la OMS
publicé un comunicado de prensa en el que mostré una lista de bacterias prioritarias —entre otras
Staphylococcus aureus, Pseudomona aureginosa y Escherichia coli— que necesitaban urgentemente
nuevos antibidticos. Menciond, ademas, que estas bacterias eran resistentes a carbapenémicos y
cefalosporinas de tercera generacion, hasta hoy los mejores antibidticos para tratar bacterias

multirresistentes (12).

El desarrollo de farmacos llevé miles de afios de historia, tal como lo mencion6 Huxtable en
el articulo A Brief History of Pharmacology, Therapeutics and Scientific Thought, donde indicé que
los primeros pasos en la farmacologia fueron empiricos y estuvieron asociados a la religion y a temas
misticos (16). Segun el autor, el médico suizo Paracelso (1493-1541 fue quien reconocid qué agentes
especificos de las plantas eran los responsables de los efectos terapéuticos [...], y que su gran aporte
esta en la descripcion de la terminologia de dosis-respuesta. En 1785, segln el autor, ocurrié un hito
en la farmacologia: William Withering introdujo la planta Digitalis purpurea para el tratamiento de
la insuficiencia cardiaca congestiva; su amplio conocimiento en botanica le permitio identificar el
ingrediente activo de esta especie (16). Asi poco a poco la farmacologia se consolidé en el uso de

plantas y minerales que tenian ingredientes activos (16).

Historicamente el descubrimiento de la penicilina cambié por completo la direccion de los
enfoques para el tratamiento de enfermedades infecciosas y salvo la vida de millones de personas,
tal como lo menciona B. Lee Ligon en el articulo “Sir Alexander Fleming: Scottish Researcher Who
Discovered Penicillin”. Asi el descubrimiento de la penicilina fue el primer paso para la lucha contra

las enfermedades infecciosas (18).

Muchos de los pacientes con enfermedades letales como la neumonia, descrita en un articulo
de 1919 titulado “The Pneumonia Mortality”, tenian desenlaces fatales (19), habia un 14 % de
mortalidad. En la actualidad la tasa de mortalidad por este tipo de enfermedades es muy baja. Segln
los datos del articulo “The Treatment of Lobar Pneumonia with Penicillin”, publicado en 1942, poco

después del descubrimiento de la penicilina, la mortalidad fue de solo 6.2 %. De esta manera se



observo un descenso de la mortalidad por neumonia gracias a los antibiéticos y al descubrimiento de
otros numerosos tipos de antibidticos (20).

A lo largo de los afios aparecieron multiples antibi6ticos, segin la opinion de Waldo H. Belloso,
en su resefia historica titulada “Historia de los antibidticos™ (21). EI primer caso de resistencia antibitica,
segln la red independiente “Reactgroup”, se reportd en 1947, a dos décadas del descubrimiento de la
penicilina. Asi la prediccion de Alexander Fleming se habia hecho realidad (9):

No es dificil hacer que los microbios sean resistentes a la penicilina en el
laboratorio exponiéndolos a concentraciones que no son suficientes para matarlos,
y lo mismo ha sucedido ocasionalmente en el cuerpo. Puede llegar el momento en
que cualquiera pueda comprar penicilina en las tiendas. Luego existe el peligro de
que el hombre ignorante se administre facilmente una dosis insuficiente y, al

exponer a sus microbios a cantidades no letales de la droga, los haga resistentes.

Mudltiples casos fueron reportados luego de este primer caso. De las bacterias reportadas
como resistentes por la OMS, se pueden mencionar a la E.coli, cuando en el hospital de Nairobi
(Kenia), en 1991, se report6 un brote y se descubrid su resistencia a multiples antibidticos, entre otros
la trimetoprima-sulfametoxazol, el cloranfenicol, la oxitetraciclina y la ampicilina, ademas algunas
cepas fueron resistentes a la cefazolina, el cefamandol, la cefotaxima, la amikacina y el acido
nalidixico (22).

En 1995, Lode, Schaberg, Raffenberg y Mauch en su articulo “Lower Respiratory Tract
Infections in the Intensive Care Unit: Consequences of Antibiotic Resistance for Choice of
Antibiotic”, relataron la resistencia de multiples bacterias, incluida la P. aureginosa, a los

antibidticos en neumonias asociadas al ventilador en una unidad de cuidados intensivos (23).

Através de la historia, se puede verificar la preocupacion de los investigadores por descubrir
nuevos antibidticos y el pronunciamiento de la OMS (en 2017) para promover la investigacion y el
desarrollo de nuevos antibi6ticos para combatir el creciente problema mundial de la resistencia a los
antimicrobianos (9). En 2017, también se publicd la investigacion “Antibacterial Properties of
Flavonoids from Kino of the Eucalypt Tree, Corymbia torelliana”, donde se reporta el resultado
positivo de la resina de las especies de eucaliptos mencionadas frente a muchas bacterias. Es
interesante este resultado debido a que dos bacterias que, en un &mbito médico son nosocomiales, se
reportaron sensibles a la actividad antibidtica de la resina, abriéndose un camino hacia una nueva

alternativa antibidtica (24).



Recientemente, en 2020, la OMS nuevamente se pronuncio sobre el peligro que empieza ya
a generarse con las bacterias muy resistentes; en otra nota de prensa, titulada “La falta de nuevos
antibidticos pone en peligro los esfuerzos mundiales por contener las infecciones
farmacorresistentes”, mencion6 ademas que en un futuro los nuevos tratamientos no seran suficientes

para combatir por si mismos la amenaza de la resistencia antimicrobiana (25).

Un estudio experimental similar al nuestro se hizo en Ecuador, en la Universidad Técnica de
Ambato, para analizar la eficacia del aceite de eucalipto frente a E. coli y S. aureus, y se obtuvieron
resultados positivos de su efectividad, siendo S. aureus la mas susceptible al aceite de eucalipto con

una concentracion minima inhibitoria del 30 % (26).

En 2021, en el articulo “Antimicrobial activity of different plants extracts against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli”, los autores reportaron que las plantas Quercus
infectoria, Punica granatum, Acacia catechu, Ocimum basilicum y Phyllanthus emblica presentaban
cierta actividad frente a S. aureus y E. coli mediante el método de disco (27). Se demostro asi que

distintos tipos de plantas pueden mostrar actividad antibacteriana frente a las bacterias.

2.1.2 Antecedentes nacionales

Un articulo de 2012, realizado por el Instituto de Medicina Tropical de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia, detallé cudles eran las bacterias resistentes mas frecuentes en Per( y en
América Latina, dos de estas bacterias son objeto de nuestro estudio. En el caso de Staphylococcus
aureus, esta se caracteriza por ser SAMR (meticilino resistentes) y es adquirida por cateterismo
endovenoso, en usuarios de dialisis, en cirugia previa, en el area de hospitalizacién, etc. La
Escherichia coli en el 26.8 % de las muestras presenta la caracteristica de ser BLEE (beta lactamasas
de espectro extendido), sin embargo, afortunadamente, en el Perl ninguna es resistente a
carbapenémicos, pero si hay reportes de resistencia a estos en otros paises fuera de América Latina.
Se mencioné también que la aparicion de Pseudomona aureginosa es frecuente en infecciones
nosocomiales asociadas al ventilador y a bacteriemia. De por si la Pseudomona aureginosa ya es
resistente a mdltiples antimicrobianos, pero también empieza a hacer resistencia a otros antibiéticos
como es el caso de la penicilina, la ceftazidima, los carbapenémicos, los aminoglucosidos y el

ciprofloxacino (28).

En otro estudio mas reciente, del afio 2019, realizado en una clinica privada de Perd, se
reportd la resistencia de la E. coli a los antibiéticos. Los autores encontraron un hallazgo muy

particular: a medida que la edad del paciente avanzaba, la sensibilidad a los antibiéticos aumentaba,



observandose como caracteristica una relacion directamente proporcional entre la edad del paciente

y la resistencia microbiana (29).

Sobre la actividad antibacteriana de plantas existen estudios nacionales, como el de Ruiz y
Roque, donde se describid la actividad antibacteriana de las plantas Cassia reticulata, Ilex guayusa
y Piper lineatum frente a multiples bacterias, entre otras S. aures y E. coli. Los resultados obtenidos
demostraron que aquellas plantas si mostraban actividad antibacteriana significativa y su halo de

inhibicién era mayor a 18 mm (30).

Huapaya, Flores, Hernani y Castro hicieron un estudio similar al nuestro, pero con hojas
secas de Eucalyptus sp. y de la especie Caesalpinia spinosa frente a maltiples bacterias que incluian
E. coli y S. aureus. Como resultado obtuvieron que el preparado de Eucalyptus sp. no tenia efecto
antibacteriano frente a gramnegativas, como la E. coli, debido a que su halo de inhibicién no tuvo un
resultado significativo; sin embargo, si se encontraba efecto antibacteriano frente a grampositivas

con resultado no significativo, mostrando un halo de inhibicién de 10.5 mm (31).

2.2 Bases teoricas
La base tedrica de esta tesis proporciona el marco conceptual fundamental para el estudio
del tema de la resina de Eucalyptus globulus y su actividad antibacteriana. Por esta razon se

exploraran diversos términos y procedimientos relacionados.

¢ Plantas con actividad medicinal: Se refiere a una planta que comprende ingredientes activos o
metabolitos secundarios que poseen actividad biol6gica. Una planta entera o partes de la planta
puede ser medicinalmente activa (32).

e Eucalyptus globulus: Es una especie de arbol de la familia Myrtaceae, originaria de Australia, pero que
se cultiva en muchas partes del mundo por sus propiedades medicinales y su uso en la industria
maderera. ES conocido cominmente como eucalipto azul o eucalipto de Tasmania. En el Primer
Congreso Nacional del Eucalipto, realizado en Huancayo desde abril a julio de 1969, el RP Emiliano
Maria menciond que fue el francés Francoise Lapierre Rousseau quien en 1865 trajo las primeras
semillas de eucalipto al Valle del Mantaro, y las planté en Miraflores, distrito de Sapallanga, en un
fundo ubicado entre los terrenos de las familias Raez Gémez y Granados (33).

e Resinas de arboles: Las resinas estan relacionadas con una familia de sustancias extractivas de
arboles que incluyen ceras, suberina, cutina, glucésidos, alcaloides y otras, que protegen a las plantas
contra influencias bidticas y abiéticas desfavorables, ademas son una mezcla de varias sustancias, de

las cuales los &cidos resinicos, los hidrocarburos de tipo terpeno, los alcoholes terpenoides, las ceras



y las soluciones de terpenos relativamente ligeros o volatiles son las mas importantes (34). En el caso
de nuestro estudio, el principal componente a considerar es el terpeno, especificamente del eucaliptol
(1,8 cineolo), esto debido a sus propiedades antibidticas (35).

1,8 cineolo: El compuesto 1,8 cineolo es un terpeno derivado del arbol eucalipto, actia contra
las bacterias mediante el aumento de la carga superficial y la permeabilidad de la capa externa
de la membrana, esto es mediante la generacion de especie reactiva de oxigeno que inicia la
peroxidacion de los lipidos de membranas, que terminan por ocasionar la fuga de proteinas y de

acidos nucleicos destruyendo de esta manera a las células (36).

Capacidad bactericida: Segun el Clinical and Laboratory Standards Institute, la capacidad
bactericida describe la susceptibilidad antimicrobiana que causa cierta sustancia en un microbio.
Existe una clasificacion basada en una respuesta in vitro de un organismo a un agente
antimicrobiano a niveles correspondientes a los niveles en sangre o a tejidos alcanzables con las

dosis generalmente prescritas de ese agente (37):

1) Susceptible: categoria que implica que los aislamientos son inhibidos por las
concentraciones generalmente alcanzables de agente antimicrobiano cuando se usa la
dosis recomendada para tratar el sitio de infeccion.

2) Intermedio: categoria que incluye aislamientos con concentraciones inhibitorias minimas
del agente antimicrobiano que se acercan a los niveles sanguineos y tisulares
generalmente alcanzables, y para los cuales las tasas de respuesta pueden ser menores que
para los aislados susceptibles.

3) Resistente: categoria que implica que los aislamientos no son inhibidos por las
concentraciones generalmente alcanzables del agente con esquemas de dosificacion
normales o que demuestran didmetros de zona que caen en el rango en el que los
mecanismos de resistencia microbianos especificos son probables.

4) No susceptible: categoria utilizada para aislamientos para los cuales solo se ha designado
un criterio interpretativo susceptible debido a la ausencia o rara ocurrencia de cepas
resistentes. Los aislamientos que tienen concentraciones inhibitorias minimas (MIC) por
encima o didmetros de zona por debajo del valor indicado para el punto de corte

susceptible deben informarse como no susceptibles (Figura 2).
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Figura 2. Zona diametro estimada segin la clasificacion de CLSI

Zona Diametro (mm)
Susceptible >20
Intermedio 15-19
Resistente <14

Nota: Extraido y traducido de Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, de
Clinical and Laboratory Standards Institute (37).

Bacterias: Microorganismos unicelulares sin nucleo diferenciado. Algunas especies
descomponen la materia organica, mientras que otras producen enfermedades. Las
bacterias suelen clasificarse en dos grupos seguin su membrana celular, no obstante existen
algunas bacterias que no entran en ninguna de estas categorias: a) las bacterias
gramnegativas y b) las bacterias grampositivas. Las bacterias grampositivas poseen una
pared celular gruesa que consta de varias capas y esta formada principalmente por
peptidoglucano que rodea la membrana citoplasmatica; las bacterias gramnegativas, desde
el punto de vista estructural, poseen una pared celular que contiene dos capas situadas en
el exterior de la membrana citoplasmatica, e inmediatamente se encuentra una delgada capa
de peptidoglucano, y al lado mas externo se encuentra la membrana externa, exclusiva de
las bacterias gramnegativas (38).

Bacterias nosocomiales: Son aquellas que se adquieren durante la atencion médica en un
hospital u otra instalacion de atencion médica. Segln un articulo publicado en la revista
Clinical Microbiology Reviews, estas bacterias pueden incluir una amplia variedad de
especies como Staphylococcus aureus, resistente a la meticilina (MRSA); Enterococcus,
resistente a la vancomicina (VRE); Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae,
entre otras. En el articulo también se explica que estas bacterias pueden propagarse entre
los pacientes a través del contacto con las manos de los trabajadores de la salud, las
superficies contaminadas y los dispositivos médicos. Las bacterias nosocomiales son una
causa importante de infecciones adquiridas en el hospital y pueden ocasionar

complicaciones graves y a veces mortales (39).

Tincion Gram: La tincién Gram es una técnica ampliamente usada desde hace muchos
afios en microbiologia, debido a que permite detectar bacterias y utiliza como principio la
pared celular bacteriana y su estructura. Las bacterias grampositivas tienen paredes

celulares que contienen capas gruesas de peptidoglicano (90 % de la pared celular); las
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bacterias gramnegativas, por el contrario, tienen paredes con finas capas de peptidoglicano
(10 % de la pared) y un alto contenido de lipidos, y se tifien de rosa.

El procedimiento se realiza en cuatro pasos basicos: i) aplicacion de una tincion primaria
(cristal violeta) a un frotis fijado por calor, ii) adicion de yodo de Gram (Lugol), iii)
decoloracion rapida con alcohol acetona, y iv) contratincion con safranina (40).

Prueba de Kirby-Bauer: El principio de las pruebas de difusion por disco ha sido utilizado
por mas de setenta afios en los laboratorios de microbiologia. Alexander Fleming utiliz6
una variante de esta técnica cuando trabajaba con la penicilina en los afios cincuenta. En
ese tiempo, habia tantos procedimientos diferentes en uso como microbidlogos. Los
doctores Bauer, Kirby, Sherris y Turck probaron minuciosamente todas las variables
involucradas en el proceso, tales como los medios de cultivo, la temperatura y el espesor
del agar. En 1966, publicaron su estudio cimero describiendo la prueba que se usa en la
actualidad. EIl Clinical and Laboratory Standards Institute adopt6 los pasos basicos del
procedimiento descrito en el estudio de Bauer y otros como el método de referencia para
difusion por disco. Estos pasos deben seguirse en forma minuciosa para obtener resultados
precisos. Una vez que se han aislado las colonias de un organismo que ha sido identificado
como patdgeno potencial, es necesario proceder de la siguiente manera para realizar la
prueba de susceptibilidad (41):

. Seleccionar las colonias

. Preparar una suspensién del inéculo

. Estandarizar la suspension del in6culo (mediante estandar de Mac Farland)

. Inocular la placa en agar Miller-Hinton (Figura 3)

. Colocar discos de antimicrobiano

. Incubar la placa

. Medir las zonas de inhibicién

0o N o o A W N B

. Interpretar los resultados
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Figura 3. Imagen que muestra el paso 4 de inoculacién de la bacteria en la placa agar

ASM MicrobeLibrary © Hudzigki
Nota: Extraido de ASM (American Society for Microbiology) del protocolo Kirby-Bauer Disk Diffusion
Susceptibility Test Protocol, del autor Jan Hudzicki (41).

Estandar de Mac Farland: Es una escala de referencia de turbidez que asegura la densidad
correcta de bacterias, es decir va de 0.5 a 8.0, siendo 0.5 la densidad de una suspensién bacteriana
estandar que contiene aproximadamente 1.5 x 108 células/mL. Esto se usa como paso inicial para
el método de Kirby-Bauer (42).

Figura 4. Foto de estandarizacion de inéculo

== I
=
e ———s 8 ———

-l . -
— s —
Nota: Segun Mac Farland, mediante un densitometro de tubos, se puede medir cuantitativamente el
estandar de Mac Farland. Extraido de ASM (American Society for Microbiology) del protocolo Kirby-
Bauer Disk Diffusion Susceptibility Test Protocol, del autor Jan Hudzicki (42).

Agar sal de manitol: EI agar manitol salino (MSA) es un medio selectivo y diferencial
utilizado en el aislamiento de estafilococos. Contiene cloruro de sodio al 7.5 % vy, por lo
tanto, selecciona aquellas bacterias que pueden tolerar altas concentraciones de sal. EI MSA
también distingue las bacterias segun su capacidad para fermentar el azGcar manitol, el Unico
carbohidrato del medio (43).
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e Figura 5. Foto que muestra tres distintos tipos de bacterias sembradas en agar sal de manitol.

Nota: (A) Staphylococcus aureus, (B) Staphylococcus epidermidis y (C) Escherichia coli sembradas en
una placa de agar con manitol y sal. La colonia fermentadora de manitol (amarilla) es S. aureus, mientras
que la colonia no fermentadora de manitol (rosa) es S. epidermidis. El crecimiento de E. coli fue inhibido
por la alta concentracion de sal. Extraido de ASM (American Society for Microbiology) del protocolo
Mannitol Salt Agar Plates Protocols (43).

e Agar eosina azul de metileno (EMB): El agar EMB contiene peptona, lactosa, sacarosa y
los colorantes eosina y azul de metileno; se usa cominmente como medio selectivo y
diferencial. Es selectivo para gramnegativos en especial coliformes fecales y no fecales. La
diferenciacién de bacterias entéricas es posible debido a la presencia de los azucares lactosa
y sacarosa en el agar EMB y la capacidad de ciertas bacterias para fermentar lactosa en el
medio. Las bacterias gramnegativas fermentadoras de lactosa (generalmente entéricas)
acidifican el medio y, en condiciones acidas, los tintes producen un complejo de color

purpura oscuro que generalmente se asocia con un brillo metélico verde (44).
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Figura 6. Placa con agar EMB inoculada con Escherichia coli (bacteria gramnegativa) que
demuestra el crecimiento con colonias de brillo verde metalico.

2.3

ASM MicrobeLibrary.ol
¢ Cheeptham

Nota: Extraido de ASM (American Society for Microbiology) del protocolo Eosin-
Methylene Blue Agar Plates Protocol (44).

Definicién de términos basicos

Antibacteriano: Dicho de un medicamento, de una sustancia, de un procedimiento, etc. que
se utiliza para combatir las bacterias.

Bactericida: Se define como aquella sustancia que tiene la capacidad de matar o destruir
bacterias (46).

Bacteriostatico: Que impide la proliferacién de bacterias.

Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios solidos, originado por la
multiplicacion de una sola bacteria preexistente.

Cultivo: Método de obtencion de microorganismos, células o tejidos mediante siembras
controladas en medios adecuados.

Disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun antimicrobiano para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana por disco difusion.

Eucalipto: Término usado para referirse a arboles originarios de Australia, de la familia de
las mirtaceas, que incluyen a los géneros Eucalyptus y Corymbia. Actualmente a la familia
de Corymbia no se les considera como Eucalyptus, aunque cominmente aln se los denomina

eucalipto. Los arboles pueden crecer hasta 100 m de altura, con tronco derecho y copa cénica,
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hojas persistentes, olorosas, glaucas, coriaceas, lanceoladas y colgantes, flores amarillas,
axilares, y fruto capsular de tres a cuatro celdas con muchas semillas.

e Gramnegativo: Bacterias que poseen una pared celular que contiene dos capas situadas en
el exterior de la membrana citoplasmatica, seguido de una delgada capa de peptidoglucano,
y por fuera la membrana externa.

e Grampositivo: Bacterias que poseen una pared celular gruesa que consta de varias capas
y estd formada principalmente por peptidoglucano que rodea la membrana citoplasmatica.

e Nosocomio: Establecimiento destinado al tratamiento médico de enfermos.

e Placa Petri: Recipiente de cristal o plastico, de base circular y pared baja, con tapa, que se
usa para el cultivo de microorganismos y otros ensayos.

e Resistencia bacteriana: La resistencia bacteriana es la capacidad de las bacterias para
resistir los efectos de los antibidticos u otros agentes antimicrobianos. Esto puede ocurrir
de forma natural, debido a la presencia de genes de resistencia en el material genético de la
bacteria, o puede ser adquirida a través de la exposicién repetida a los antibiéticos, lo que

permite la seleccién y la proliferacion de bacterias resistentes (45).
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CAPITULO III
Hipotesis y variables

3.1 Hipotesis
3.1.1 Hipotesis general

La resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 tiene una actividad

antibacteriana significativa segun sus concentraciones o frente a las bacterias nosocomiales E.

coli y S. aureus.

3.1.2 Hipdtesis especificas

e Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en
combinacion con las bacterias nosocomiales E. coliy S. aureus.

e Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre sus concentraciones de resina.

e Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida de
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre las bacterias nosocomiales E. coli y S.
aureus.

o Existe una diferencia significativa entre los tamafios del halo de inhibicién de la actividad
antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo frente a sus

concentraciones de resina o a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
3.2 ldentificacion de variables
Variable 1 (dependiente): Actividad antibacteriana de la resina extraida de Eucalyptus globulus en

bacterias nosocomiales, medida en halos de crecimiento en mm (método Kirby-Bauer)

Variable 2 (independiente): Resina extraida de Eucalyptus Globulus, medida en pg/mL.
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3.3 Operacionalizacion de variables

Actividad antibacteriana de la resina extraida de Eucalyptus globulus frente a bacterias nosocomiales - Huancayo, 2022

Definicién

Operacionalizacion

Variables Definicién conceptual operacional Dimensiones | | . Escala de Tipo de
medicién variable
Variable 1: (Dependiente) | Término colectivo para todos los Se medira la Actividad Halo de Continuas Numérica
Actividad antibacteriana de | principios activos que inhiben el actividad antibacteriana | crecimiento en
la resina extraida de crecimiento de bacterias, previenen | antibacteriana en frente a E. coli | mm (método
Eucalyptus globulus en la formacién de colonias halos de Kirby-Bauer)
bacterias nosocomiales microbianas y pueden destruir crecimiento en los | Actividad
microorganismos. cultivos de las antibacteriana
bacterias frente a S.
nosocomiales. aureus
Variable 2: Sustancia solida o de consistencia La resina extraida Dosis de 100 pug/mL Continuas Numérica
(independiente) pastosa, insoluble en el agua, de Eucalyptus Hg/mL
Resina extraida de soluble en el alcohol y en los globulus se aplicara i
Eucalyptus globulus aceites esenciales y capaz de arder | en distintas dosis en | Dosis de 200
en contacto con el aire, obtenida mg/mL Hg/mL
et oo oo e
' pg/mL
Dosis de 400
pg/mL

Dosis Control
Alcohol 70 %
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CAPITULO IV
METODOLOGIA

4.1 Método, tipo y nivel de la investigacion
4.1.1 Método de la investigacion

El método es cientifico del tipo hipotético deductivo porque se pretende encontrar una
relacion entre la susceptibilidad de las bacterias (variable dependiente) frente a la actividad

antibacteriana de la resina (variable independiente) (47).

4.1.2 Tipo de la investigacion
Este estudio es aplicado porque se analiza la sensibilidad de las bacterias frente a la resina,
pues a partir del conocimiento tedrico se llevara la practica con un enfoque cuantitativo la explicacion

y el analisis estadistico de los resultados (47).

4.1.3 Nivel de la investigacion
El alcance de esta investigacion es del tipo explicativo porque se buscara la relacion causa y

efecto entre la sensibilidad de ciertas bacterias frente a la resina en el laboratorio (47).

4.2 Disefio de la investigacién

La investigacion es experimental pura porque para el estudio se manipulara la variable
independiente (resina extraida de Eucalyptus globulus) en el laboratorio para que genere efectos en
la variable dependiente (actividad antibacteriana). Se trabajard con dos grupos pre y post test

aleatorizados y pre y post test control (47)

GE A O1X02
GCA O3 04

Donde:
X = Variable experimental
01, 02, 03, 04 = Mediciones de cada grupo

A = Aleatorizacion

4.3 Poblaciony muestra
4.3.1 Poblacién
La poblacién estuvo conformada por las bacterias nosocomiales conseguidas en Huancayo,

2022, especificamente en el Area de Neonatologia en los servicios de Intermedios B e Intermedios
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C del Hospital Materno Infantil “El Carmen”, recogidas de los desechos de pacientes neonatos que

no tuvieron contacto con tratamiento antibi6tico durante su estancia en el hospital.

4.3.2 Muestra
La muestra ha sido elegida de manera no probabilistica por conveniencia y esta conformada
por bacterias E. coli y S. aureus.

A. Criterios de inclusién
Se incluyen las bacterias nosocomiales recogidas de los desechos de pacientes recién nacidos
que no tuvieron exposicion a antibiéticos durante su estancia en el hospital.

B. Criterios de exclusién
Se excluyen las bacterias nosocomiales de los desechos de pacientes recién nacidos que tuvieron

exposicion a antibioticos durante su estancia en el hospital.

4.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
4.4.1 Técnicas de recoleccion de datos
La técnica de recoleccion se realizé mediante la observacion del cultivo de las bacterias y la

respuesta de estas con el halo de crecimiento causado por la actividad de la resina.

4.4.2 Instrumentos de recoleccion de datos
Se usé una ficha de registro de datos observados y los informes de laboratorios, en la prueba

de Kirby-Bauer, prueba estandarizada por la American Society for Microbiology (41).

4.4.3 Técnicas de analisis de datos

Los datos recopilados se registraron en las fichas de recoleccién de datos, y la informacion
posteriormente se transfirid al programa Microsoft Excel para su organizacion. Luego, la base de
datos se import6 al programa SPSS v26.0 para realizar el analisis descriptivo y analitico. La prueba
estadistica que se usé fue el ANOVA (Analysis of Variance) de dos vias, esto debido a que se
analizaron de tres a mas grupos y, ademas, se determind si existia diferencia entre estos. Para el
presente estudio, se trabajo con cuatro (4) grupos por su concentracion: 100 pg/mL (0.1%), 200
pg/mL (0.2%), 300 pug/mL (0.3%), y 400 pg/mL (0.4%), a los cuales también se les combiné con

cada bacteria del estudio: E. coli y S. Aureus.
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4.4.4 Procedimiento de la investigacion

La investigacion se inicio con la elaboracion de la documentacion necesaria para obtener los
permisos. En primer lugar, se disefid la estructura para ejecutar el proyecto, y este fue aprobado por
el Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad Continental (ver Anexo 2).
Posterior a la confirmacién ética de la ejecucion del proyecto, se procedié a solicitar al jefe del
Servicio de Neonatologia del Hospital Materno Infantil “El Carmen” el permiso para la toma de
muestras (ver Anexo 3). Ademas, para la ejecuciéon del proyecto, se cursdé una solicitud a la
Universidad Continental para que autorizara el uso del Laboratorio, asi como los equipos e
instrumentos necesarios. También el personal del Laboratorio establecié un cronograma para la

ejecucion del proyecto (ver Anexo 4).

Se recolectaron muestras de resinas frescas de eucalipto de la especie Eucalyptus globulus
de cinco arboles distintos en una arboleda de la comunidad de Cocharcas, ubicada en el distrito de
Sapallanga (12°08'15.3"S, 75°11'15.8"W) (ver Figura 7).

Figura 7. Arboleda en la comunidad de Cocharcas, de la cual se procedid a recolectar la muestra de
resina de Eucalyptus globulus.

Las muestras fueron recolectadas de exudados de arboles que tuvieron minima o nula

exposicion a la luz solar, fueron almacenadas en frascos estériles, y llevadas al laboratorio de la
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Universidad Continental donde se almacenaron en oscuridad a una temperatura de -20° hasta su
procedimiento. La trituracion de las resinas se llevd a cabo utilizando un mortero con el objetivo de
obtener una muestra homogénea, luego se procedid a la preparacion de discos de sensibilidad
mediante la dilucion de extractos de resina en alcohol al 70 %, a concentraciones de 100 pg/mL (0.1
%), 200 pg/mL (0.2 %), 300 pg/mL (0.3 %), y 400 pg/mL (0.4 %), teniendo un disco de Unicamente
alcohol al 70 % como grupo control.

Asimismo, se procedi6 a la recoleccion de las muestras en el Hospital Materno Infantil “El
Carmen”. Se optd por recolectar 15 muestras distintas de neonatos que no habian tenido exposicion
a antibioticos, debido a ello se recolectaron los desechos de Intermedios B e Intermedios C, &reas
designadas a estos pacientes. Posteriormente, estas muestras se cultivaron a una temperatura de 36.9
°C durante 24 horas en agares diferenciales con la intencion de obtener una especie de grampositivo
y una de gramnegativo. Se us6 agar EMB (eosina azul de metileno) para obtener colonias de E. coli
(ver Figura 8), luego se procedid a cultivar en otra placa de agar nutritivo para usar la tincién Gram
al microscopio, obteniéndose asi bacilos gramnegativos y usar la prueba catalasa (+) para su correcta
identificacion. Para obtener colonias de S. aureus, se usé agar sal de manitol, que se procedi6 a
cultivar en otra placa de agar nutritivo para usar la tincion Gram, obteniéndose cocos grampositivos

en racimos y prueba de catalasa (+) para su correcta identificacion.

Figura 8. Placas Petri con su respectivo agar diferencial para identificar las bacterias del estudio.

Nota: A) Agar EMB, donde se aprecia el crecimiento de colonias en un color verde plateado,
caracteristico de la bacteria E. coli, B) Agar sal de manitol, donde se aprecia el crecimiento de colonias
que cambiaron el color rojo del agar a uno amarillo, caracteristica propia de la bacteria S. aureus.

22



Con las muestras obtenidas y previamente identificadas, se procedid a la estandarizacion de
Mac Farland (0.5) en un espectrofotometro para obtener una muestra uniforme de 1.5 x 10%
células/mL. Posterior a ello, se prepararon todas las placas Petri con agar Miller Hinton para la
prueba de Kirby-Bauer, las placas se dividieron simétricamente en cinco regiones, y en cada region
se colocaron los discos preparados con la resina y el grupo control (alcohol 70 %, 100 pg/mL, 200
pg/mL, 300 pg/mL, y 400 pg/mL) (ver Figura 9).

Figura 9. Placa Petri dividida simétricamente en 5 regiones para el estudio.

Alcohol 70%
@)

400 pg/mL

O

300 pg/mL | 200 pg/mL

O O

Nota: El circulo rojo simula los discos preparados con resina. Cada regién contiene
un disco con su respectiva concentracion.

Luego, se sembrd en las placas Petri E. coli y S. aureus, obtenidas de cada muestra, en cada
una de las divisiones (ver Tabla 1), y se procedi6 a incubar las bacterias a una temperatura de 37 °C
durante 24 horas. Posteriormente, se obtuvieron los resultados de laboratorio de todas las muestras,

y se recopild la informacidn en la hoja de recoleccion de datos. Todos los datos obtenidos fueron

procesados y analizados.
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Tabla 1. Division de las muestras obtenidas con las distintas concentraciones preparadas

E. coli

S. aureus

Alcohol 70 %

Se puso un disco de alcohol al 70 % en
una de las cinco divisiones de la placa
Petri. Esta accion se realiz6 con cada una
de las quince muestras de E. coli
obtenidas en el nosocomio, y se realiz6
cinco repeticiones

Se puso un disco de alcohol al 70 % en
una de las cinco divisiones de la placa
Petri, esto se realiz6 con cada una de las
quince muestras de S. aureus obtenidas en
el nosocomio, y se realiz6 cinco
repeticiones

100 pg/mL (0.1 %)

Se puso un disco de resina con una
concentracion de 100 pg/mL en una de
las cinco divisiones de la placa Petri,
luego en cada una de las quince muestras
de E. coli obtenidas en el nosocomio, y se
realizd cinco repeticiones

Se puso un disco de resina con una
concentracion de 100 pg/mL en una de
las cinco divisiones de la placa Petri,
luego esta accion se realizé con cada una
de las quince muestras de S. aureus
obtenidas en el nosocomio, y se realizo
cinco repeticiones

200 pg/mL (0.2 %) | Se puso un disco de resina con una Se coloco un disco de resina con una
concentracion de 200 pg/mL en una de concentracion de 200 pg/mL en una de
las cinco divisiones de la placa Petri, las cinco divisiones de la placa Petri,
luego esto se realizé con cada una de las luego esto se realizd con cada una de las
quince muestras de E. coli obtenidas en el | quince muestras de S. aureus obtenidas en
nosocomio, y se realizo cinco el nosocomio, y se realiz6 cinco
repeticiones repeticiones

300 pg/mL (0.3%) | Se coloco un disco de resina con una Se puso un disco de resina con una
concentracion de 300 pg/mL en una de concentracion de 300 pg/mL en una de
las cinco divisiones de la placa Petri, esto | las cinco divisiones de la placa Petri,
se realiz6 con cada una de las quince luego esto se realizé con cada una de las
muestras de E. coli obtenidas del quince muestras de S. aureus obtenidas en
nosocomio, y se realiz6 cinco el nosocomio, y se realiz6 cinco
repeticiones repeticiones

400 pg/mL (0.4%) | Se puso un disco de resina con una Se coloco un disco de resina con una
concentracion de 400 pg/mL en una de concentracion de 400 pg/mL en una de
las cinco divisiones de la placa Petri, esto | las cinco divisiones de la placa Petri,
se realiz6 con cada una de las 15 muestras | luego esto se realizd con cada una de las
de E. coli obtenidas del nosocomio, y se quince muestras de S. aureus obtenidas
realizd 5 repeticiones del nosocomio, y se realizé cinco

repeticiones
4.5 Consideraciones éticas

Este plan de tesis fue revisado y aprobado por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion (CIEI) de la Universidad Continental. Ademas, dado que no se presentaran datos
confidenciales de personas, no se solicitaran consentimientos informados. Esta investigacion sera

autofinanciada y se declara que no existen conflictos de intereses.
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CAPITULO V
RESULTADOS

5.1 Presentacion de resultados
5.1.1 Resultados descriptivos

En la Tabla 2, tomando los resultados descriptivos, se observa un incremento en las medias
y medianas a medida que se aumenta la concentracion de resina, se evidencia una mayor actividad a

una concentracion de resina de 400 ug/mL.

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de halo inhibicion por concentracion por bacteria

Bacteria Concentracion Media Mediana Desviacion
estandar

S. aureus Alcohol 70 % 6.0 6 0.0
100 pug/mL (0.1 %) 6.0 6 0.0
200 pg/mL (0.2 %) 6.8 6 1.3
300 pg/mL (0.3 %) 8.8 8 2.0
400 pug/mL (0.4 %) 13.7 14 3.7

E. coli Alcohol 70 % 6.0 6 0.0
100 pg/mL (0.1 %) 6.0 6 0.0
200 pg/mL (0.2 %) 6.9 6 1.0
300 pg/mL (0.3 %) 9.1 10 2.2
400 pg/mL (0.4 %) 14.5 14 5.2

Total Alcohol 70 % 6.0 6 0.0
100 pg/mL (0.1 %) 6.0 6 0.0
200 pg/mL (0.2 %) 6.9 6 1.1
300 pg/mL (0.3 %) 8.9 8 2.1
400 pug/mL (0.4 %) 14.1 14 4.6

Si se ajustan los resultados descriptivos a la clasificacién del Clinical and Laboratory
Standards Institute se verifica que a una concentracion de 400 ug/mL empieza a haber resultados que
entran en la categoria de intermedio y algunos a la categoria de sensible, todo esto se puede observar
en la Tabla 3.

25



Tabla 3. Estadisticos de frecuencia para actividad antibacteriana - Clasificacion por didmetro de zona

Actividad antibacteriana

Clasificacion por diametro de zona

Resistente Intermedia Sensible
Bacteria Concentracion Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
S. aureus Alcohol 70 % 75 21.8% 0 0% 0 0%
100 pg/mL (0.1 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
200 pg/mL (0.2 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
300 pg/mL (0.3 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
400 pg/mL (0.4 %) 44 12.8 % 23 100 % 8 100 %
Total 344 100 % 23 100 % 8 100 %
E. coli Alcohol 70 % 75 21.8% 0 0% 0 0%
100 pg/mL (0.1 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
200 pg/mL (0.2 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
300 pg/mL (0.3 %) 75 21.8% 0 0% 0 0%
400 pg/mL (0.4 %) 44 12.8 % 21 100 % 10 100 %
Total 344 100 % 21 100 % 10 100%
Total Alcohol 70 % 150 21.8% 0 0% 0 0%
100 pg/mL (0.1%) 150 21.8% 0 0% 0 0%
200 pg/mL (0.2%) 150 21.8% 0 0% 0 0%
300 pg/mL (0.3%) 150 21.8% 0 0% 0 0%
400 pg/mL (0.4%) 88 12.8 % 44 100 % 18 100 %
Total 688 100 % 44 100% 18 100%

5.1.2 Contraste de pruebas de hipotesis

En el tamafio de grupos entre factores, si se considera independientemente al grupo bacteria,

podemos observar que el tamafio del grupo segun sus dimensiones es de 375 para cada bacteria E.

coli y S. aureus. Por otro lado, si se considera independientemente al grupo concentracion, se halla

que el tamafio del grupo segun sus dimensiones es de 150 para cada una de las cuatro concentraciones

ademas del grupo control de alcohol 70 %, esto se puede apreciar en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4. Tamaiio de grupos entre factores

Variable Grupo N
Bacteria S. aureus 375
E. coli 375
Concentracion Alcohol 70 % 150
100 pg/mL (0.1%) 150
200 pg/mL (0.2 %) 150
300 pg/mL (0.3 %) 150
400 pg/mL (0.4 %) 150
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Tabla 5. Tamafio de grupos entre factores

Bacteria Concentracion N
S. aureus Alcohol 70 % 75
100 pg/mL (0.1 %) 75
200 pg/mL (0.2 %) 75
300 pg/mL (0.3 %) 75
400 pg/mL (0.4 %) 75
E. coli Alcohol 70 % 75
100 pg/mL (0.1%) 75
200 pg/mL (0.2 %) 75
300 pg/mL (0.3 %) 75
400 pg/mL (0.4 %) 75

Los tamafios de grupos son homogéneos para los factores combinados Bacteria *
Concentracion. Asi se observa que todos los grupos tienen un tamafio de 75 observaciones, siendo el

tamafio homogéneo y adecuado para su comparacion.

Tabla 6. Prueba de Levene de homogeneidad de varianzas

F* GL.1 G.L. 2 Significancia (p)
266.119 9 740 0.000

Nota: *Resultado de prueba basado en la media. Se usé la prueba de Levene debido a las variables
cuantitativas del estudio, el motivo fue para poder obtener valor F, requisito indispensable para la
prueba de ANOVA. El valor F se obtuvo mediante la prueba de Levene.

Considerando los resultados de la prueba de homogeneidad, se obtiene un valor p de 0.000
(Tabla 6), menor a 0.05, por lo que las varianzas no pueden considerarse homogéneas. Debido a la
necesidad de reducir un posible desarrollo del Error Tipo I, se redujo el valor critico de prueba del

usualmente utilizado 0.05 a 0.01.

Hipétesis general

H nula: La resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 no tiene una actividad
antibacteriana significativa ajustada a la clasificacién de la CLSI segun sus concentraciones o frente
a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.

H alterna: La resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo 2022 tiene una actividad antibacteriana

significativa seguin sus concentraciones o frente a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
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Tabla 7. Prueba de efectos entre factores mediante el estadistico ANOVA de dos vias

Suma de
Media .
Origen cuadrados G.L. L. F Sig. 2
cuadratica
(T. 11D

Modelo general 34.160 9 3.796 38.315 0.000 0.318
Intercepto 918.533 1 918.533 9272.208 0.000 0.926
Bacteria 0.005 1 0.005 0.054 0.817 0.000
Concentracion 34.133 4 8.533 86.140 0.000 0.318
Bacteria® 0.021 4 0.005 0.054 0.995 0.000
Concentracion

Error 73.307 740

Total 1026.000 750

Total corregido 107.467 749

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana — Clasificacion por diametro de zona

Considerando el resultado, el modelo general alcanza una media cuadratica de 3.796, con 9
° de libertad, un valor F de 38.315 y significancia de 0.000; siendo la significancia menor al valor
critico de 0.01, se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipotesis alterna general. Sin embargo, el
modelo general ademas alcanza un 12 parcial de 0.318, menor al alcanzado por el intercepto, el cual
alcanza un 12 parcial de 0.926. Este resultado sugiere que, a pesar de identificarse diferencias entre
los grupos, estas no se presentarian de forma diferenciada en la mayor parte de los grupos,

manteniendo un valor constante para la mayor parte de estos.

Ademas, en el modelo se identifica que el factor bacteria con una significancia de 0.817,
mayor al valor critico de 0.01, presenta la misma actividad antibacteriana entre las bacterias
nosocomiales. El factor concentracion con una significancia de 0.000, menor al valor critico de 0.01,
presenta una actividad antibacteriana diferenciada entre concentraciones. Finalmente, la
combinacién de factores Bacteria * Concentracion con una significancia de 0.995, mayor al valor
critico de 0.01, presenta la misma actividad antibacteriana entre los factores combinados de bacterias
nosocomiales y concentracion. El factor concentracion alcanza un n2 parcial de 0.318, el misSmo
alcanzado en el modelo general, sugiriendo que este seria el Unico factor en el que se identifican

diferencias de actividad antibacteriana.
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Hipotesis especifica 1

H nula: No existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en combinacion con
las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.

H alterna: Existe una diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del
Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus concentraciones de resina en combinacion con

las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.

Tabla 8. Prueba univariada para el factor Bacteria * Concentracion

Concentracion Suma de G.L. Media F Signif.
cuadrados cuadratica

Alcohol 70 % Contraste 4.514E-34 1 4.514E-34 0.000 1.000
Error 73.307 740 0.099

100 pg/mL Contraste 2.889 E-32 1 2.889 E-32 0.000 1.000
(0.1 %) Error 73.307 740 0.099

200 pg/mL Contraste 7.656E-33 1 3.656E-32 0.000 1.000
(0.2 %) Error 73.307 740 0.099

300 pg/mL Contraste 7.222E-33 1 7.222E-33 0.000 1.000
(0.3 %) Error 73.307 740 0.099

400 pg/mL Contraste 0.027 1 0.027 0.269 0.604
(0.4 %) Error 73.307 740 0.099

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana ajustada a la clasificacién de Clinical and Laboratory

Standards Institute.

Considerando la evaluacién univariada del factor Bacteria * Concentracion que se ajust6 a
la clasificacion de Clinical and Laboratory Standards Institute, se tiene un F de 0.000 para todas las
combinaciones de concentracion hasta de 300 pg/mL y una significancia de 1.000, mayores al valor
critico de 0.01, por lo que no es posible considerarlas significativas (Tabla 8). En cuanto al factor
Bacteria* Concentracion més significativo es el tiene la concentracion de 400 pg/mL, con un F de
0.269 y una significancia de 0.604. Ninguna de las concentraciones alcanza un valor de significancia

menor a 0.01, por lo que no es posible rechazar la hipdtesis nula y se procede a aceptarla.

29



Tabla 9. Prueba comparacion por pares para el factor Bacteria * Concentracion

Diferencia Error

Concentraciéon (I) Bacteria (J)) Bacteria i Signif.

media (I-]) estandar
Alcohol 70 % S. aureus E. coli 3.469E-18 0.051 1.000
E. coli S. aureus -3.469E-18 0.051 1.000
100 pg/mL S. aureus E. coli 2.776E-17 0.051 1.000
(0.1 %) E. coli S. aureus -2.776E-17 0.051 1.000
200 pg/mL S. aureus E. coli 3.123E-17 0.051 1.000
(0.2 %) E. coli S. aureus -3.123E-17 0.051 1.000
300 pg/mL S. aureus E. coli -1.388E-17 0.051 1.000
(0.3 %) E. coli S. aureus 1.388E-17 0.051 1.000
400 pg/mL S. aureus E. coli -0.027 0.051 0.604
(0.4 %) E. coli S. aureus 0.027 0.051 0.604

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana — Clasificacion por Didmetro de Zona

Después de evaluar la prueba de comparacién por pares, las combinaciones posibles de los
factores en todos los casos tienen valores de significancia mayores al valor critico de 0.01, por lo que
no se considera que ambos factores bacteria*concentracion no muestran diferencias en la actividad

antibacteriana (Tabla 9).

Hipdtesis especifica 2
H nula: No existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del

Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre sus concentraciones de resina.

H alterna: Existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida del

Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre sus concentraciones de resina.

Tabla 10. Prueba univariada para el factor concentracion

Suma de Media

cuadrados G.L. cuadratica F Sig.
Contraste 34.133 4 8.533 86.140 0.000
Error 73.307 740 0.099

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana — Clasificacion por didmetro de zona
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Considerando la evaluacién univariada del factor concentracién (Tabla 10), se tiene un F de
86.140 con una significancia de 0.000, menor al valor critico de 0.01, por lo que se rechaza la
hip6tesis nula, y se procede a aceptar la alterna.

Tabla 11. Prueba comparacion por pares para el factor concentracion

Diferencia Error
Concentracion (I) Bacteria . i Significancia
media (I-]) estandar
Alcohol 70 % 100 pg/mL (0.1 %) 1.110E-16 0.036 1.000
200 pg/mL (0.2 %) 3.192E-16 0.036 1.000
300 pg/mL (0.3 %) 1.110E-16 0.036 1.000
400 pg/mL (0.4 %) -0.533 0.036 0.000
100 pg/mL (0.1 %)  Alcohol 70 % -1.110E-16 0.036 1.000
200 pg/mL (0.2 %) 1.110E-16 0.036 1.000
300 pg/mL (0.3 %) -9.021E-16 0.036 1.000
400 pg/mL (0.4 %) -0.533 0.036 0.000
200 pg/mL (0.2 %)  Alcohol 70 % -3.192E-16 0.036 1.000
100 pg/mL (0.1%) -1.110E-16 0.036 1.000
300 pg/mL (0.3 %) -1.110E-16 0.036 1.000
400 pg/mL (0.4 %) -0.533 0.036 0.000
300 pg/mL (0.3 %)  Alcohol 70 % -1.110E-16 0.036 1.000
100 pg/mL (0.1 %) 9.021E-16 0.036 1.000
200 pg/mL (0.2 %) 1.110E-16 0.036 1.000
400 pg/mL (0.4 %) -0.533 0.036 0.000
400 pg/mL (0.4 %)  Alcohol 70 % 0.533 0.036 0.000
100 pg/mL (0.1 %) 0.533 0.036 0.000
200 pg/mL (0.2 %) 0.533 0.036 0.000
300 pg/mL (0.3 %) 0.533 0.036 0.000

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana ajustada a la clasificacién de la Clinical and Laboratory

Standards Institute

Considerando los resultados de la prueba de comparacién por pares, se distingue que la
medicion a una concentracion de resina a 400 ug/mL (0.4 %) alcanza una significancia de 0.000
menor al 0.01, por lo que puede considerarse diferente; mientras que todas las otras comparaciones
combinadas de concentracidn tienen una significancia de 1.000, mayor a 0.01, por lo tanto pueden

considerarse iguales con respecto a la actividad antibacteriana. Ver resultados en la Tabla 11.
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Figura 10. Estimacién de medias marginales de actividad antibacteriana

Medias marginales estimadas de actividad antibacteriana ajustada a la clasificacion de CLSI

20

Medias marginales estimadas

Alcohol 70% 100 pa/mL (0.1 %) 200 pg/mL (0.2 %) 300 pg/mL (0.3 %) 400 pg/mL (0.4 %)

Concentracion

Nota: Se muestra la estimacién de medias marginales, donde se observa la combinacién de resina en general
con distintas concentraciones ajustado por la clasificacion de la Clinical and Laboratory Standards Institute. Se
puede ver una mayor medida de media marginal en la concentracion de 400 ug/mL.

Hipotesis especifica 3
H nula: No existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida de

Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus

H alterna: Existe diferencia significativa de la actividad antibacteriana de la resina extraida de

Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 entre las bacterias hosocomiales E. coli y S. aureus

Tabla 12. Prueba univariada para el factor concentracion

Suma de G.L. Media cuadratica F Sig.
cuadrados
Contraste 0.005 1 0.005 0.054 0.817
Error 73.307 740 0.099

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana — Clasificacion por Didmetro de Zona — Kirby-Bauer

Considerando la evaluacion univariada del factor concentracion (Tabla 12), se obtiene un F
de 0.054 con una significancia de 0.817, mayor al valor critico de 0.01, por lo que no es posible

rechazar la hipétesis nula y se procede a aceptarla.
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Tabla 13. Prueba comparacion por pares para el factor bacteria

L, . Diferencia Error o .
Concentracion (I) Bacteria . A Significancia
media (I-]) estandar
S. aureus E. coli -0.005 0.023 0.817
E. coli S. aureus 0.005 0.023 0.817

Nota: Variable dependiente: Actividad antibacteriana - Clasificacion por diametro de zona — Kirby-Bauer

Considerando los resultados de la prueba de comparacion por pares, se distingue que la
comparacion entre bacterias S. aureus y E. coli alcanza una significancia de 0.817, mayor a 0.01, por
lo que pueden considerarse iguales con respecto a la actividad antibacteriana.

Figura 11: Estimacion de medias marginales donde se muestra la combinacion de ambas bacterias.

Medias marginales estimadas de halo de inhibicion (mm)

Medias marginales estimadas

5. aursus E coli

Bacteria

Hipétesis especifica 4

H nula: No existe diferencia significativa entre los tamafios del halo de inhibicién de la actividad
antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus

concentraciones de resina o a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
H alterna: Existe diferencia significativa entre los tamafios del halo de inhibicion de la actividad

antibacteriana de la resina extraida del Eucalyptus globulus en Huancayo, 2022 frente a sus

concentraciones de resina o a las bacterias nosocomiales E. coli y S. aureus.
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Tabla 14. Prueba univariada para el factor Bacteria * Concentracion

Concentraciéon Suma de G.L. Media F Signif.

cuadrados cuadratica

Alcohol Contraste 1.849E-30 1 1.849E-30 0.000 1.000
70% Error 3915.227 740 5.291

100 pg/mL Contraste 1.849E-30 1 1.849E-30 0.000 1.000
(0.1 %) Error 3915.227 740 5.291

200 pg/mL Contraste 0.107 1 0.107 0.020 0.887
(0.2 %) Error 3915.227 740 5.291

300 pg/mL Contraste 3.227 1 3.227 0.610 0.435
(0.3 %) Error 3915.227 740 5.291

400 pg/mL Contraste 21.660 1 21.660 4.094 0.043
(0.4%) Error 3915.227 740 5.291

Nota: Variable dependiente: Halo de inhibicion para la actividad antibacteriana

Considerando la evaluacion univariada del factor Bacteria * Concentracion, se tiene un F de
0.000 para todas las combinaciones de concentracion de alcohol 70 % y de 100 ug/mL y una
significancia de 1.000, mayores al valor critico de 0.01, por lo que no se consideran significativas.
Para la concentracion de 200 pg/mL, se distingue un F de 0.020 y una significancia de 0.887, por lo
tanto tampoco es significativa. Para la concentracion de 300 pug/mL, se distingue un F de 0.610 y una
significancia de 0.435, no siendo significativa. Finalmente, para la concentracion de 400 pg/mL, se
distingue un valor F y p mas diferenciados, siendo el valor F de 4.094 y la significancia de 0.043,
considerando que el valor critico es de 0.01, por ello tampoco se consideraria significativa. Sin
embargo, es necesario resaltar un gradual incremento del valor de F y una disminucién del valor de
significancia. Este cambio consistente podria sugerir una tendencia de significancia a mayor

concentracion.

En la Tabla 15 se distingue un incremento de la significancia en cuanto se incrementa la
concentracién. En la Figura 11 se observa esta tendencia, ademas se aprecia que no existe diferencia

entre las bacterias nosocomiales.
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Tabla 15. Prueba comparacion por pares para el factor bacteria*concentracion

Diferencia Error
Concentraciéon (I) Bacteria (J)) Bacteria . i Signif.
media (I-]) Estandar
Alcohol 70 % S. aureus E. coli 2.220E-18 0.376 1.000
E. coli S. aureus -2.220E-18 0.376 1.000
100 pg/mL (0.1 %) S. aureus E. coli 2.220E-18 0.376 1.000
E. coli S. aureus -2.220E-18 0.376 1.000
200 pg/mL (0.2 %) S. aureus E. coli -0.053 0.376 0.887
E. coli S. aureus 0.053 0.376 0.887
300 pg/mL (0.3 %) S. aureus E. coli -0.293 0.376 0.435
E. coli S. aureus 0.293 0.376 0.435
400 pg/mL (0.4 %) S. aureus E. coli -0.760 0.376 0.043
E. coli S. aureus 0.760 0.376 0.043
Nota: Variable dependiente: Halo de inhibicién para la actividad bacteriana
Figura 12. Medidas de halo e inhibicion (mm) por concentracion por bacteria
Bacteria
20 S. aureus
1 E.coli

o
P e
—e—

Media de Halo de inhibicion (mm)

s @
o =
o] L 2 L L 2
5
Alcohol 70% 100 ug/mL 200 pg/mL 300pg/mL 400 pg/ml
(0.1%) (0.2%) (0.3%) (0.4%)

Concentracién
Error Bars: 95% CI
Nota: Se puede apreciar el incremento de la actividad a medida que la concentracion aumenta.
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5.2 Discusion de resultados

Como resultados generales, se puede mencionar que con las concentraciones preparadas y
estimando un promedio no existe actividad antibacteriana, pues no se sobrepasa el limite de
resistencia segun la clasificacion de Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility
Tests, del Clinical and Laboratory Standards Institute. A pesar de ello, se observa en los resultados
que la resina de eucalipto en las concentraciones de 100 pg/mL, 200 pg/mL y 300 pg/mL no presenta
actividad significativa, se clasifica en la categoria resistente; sucede lo contrario cuando la
concentracion llega a 400 ug/mL. Aunque no se aprecia un grado de significancia, se logra observar
cierta actividad antibacteriana, por ello se clasifica en la categoria intermedio de la CLSI Esto se
puede observar en la Figura 13, donde se combinan los resultados en medias marginales estimadas
ajustadas a la clasificacion de la CLSI.

Figura 13: Medias marginales de actividad antibacteriana por tipo de bacteria

Medias marginales de actividad antibacteriana ajustada a la clasificacién de CLSI
a0 Bacteria

B 5. Aureus
W= Coli

Medias marginales estimadas

Alcohol 70 % 100 pg/mL 200 pg/mL 300 pg/mL 400 ug/mL
(0.1 %) (0.2 %) (0.3 %) (04 %)

Concentracion
Tomando en cuenta la clasificacion de zonas de inhibicion (sensible, intermedio y resistente)
de Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, de Clinical and Laboratory
Standards Institute (37), en la Figura 14 se constata que en la clasificacion resistente entrarian los
valores de 100 pg/mL, 200 pg/mL, 300 ug/mL y 400 ug/mL; asimismo, se verifica que ninguno

cumple la clasificacion intermedio y sensible.
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Figura 14. Media de la actividad antibacteriana comparada segun la clasificacién de Performance Standards
for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests, de Clinical and Laboratory Standars Institute (37)

Clasificacion por diametro de zona
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En la Figura 15, si se toman los resultados del estudio de Nobakht, Trueman, Wallace y
Brooks, especificamente sobre la concentracion de 400 pg/mL de resina, y se comparan con los
resultados de nuestro estudio, podemos ver una semejanza, aunque en la bacteria S. aureus se aprecia
una diferencia de actividad antibacteriana mas marcada para las especies de eucalipto C. Tolleriana
y C. Citriodora.

Figura 15. Media de didmetro de inhibicion a 400 pg/mL

Media de didmetro de inhibicién a

400 pg/mL
20
15
10
5
0
E. coli S. aureus E. coli S. aureus
C. torelliana * C. citriodora E. globulus

Nota: A una concentracion de 400 ug/mL, se observa semejanzas en ambos estudios. En el estudio de
Nobakht, Trueman, Wallace y Brooks que examina a C. Tolleriana* C. Citriodora, se presenta una media
de 15 mm frente a E. Coli, y una media de 19 mm frente a S. Aureus; mientras que en el presente estudio
se verifica una media de 14.5 mm frente a E. Coli, y una media de 13.7 frente a S. Aureus. Resultados C.
Torelliana*C. Citriodora (24).
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La investigacion “Eficacia antimicrobiana del aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus spp.)
sobre cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus subsp. Aureus” (26) estudia el aceite de
hojas de Eucalyptus spp. preparado de manera distinta a la del presente estudio. Los autores
obtuvieron muestras en concentraciones de 30, 60 y 90 (v/v), preparadas con alcohol al 96.8 %. En
la Figura 16 se muestra la eficacia del halo de inhibicion en mm segun cada concentracion, y se
compara con nuestro estudio, que tiene distintas concentraciones. A partir de la comparacion de
resultados, se concluye gque ya sea en aceite 0 en resina la actividad antibacteriana se mantiene por
debajo del limite de 15 mm, mostrando asi —segun la clasificacion previamente mencionada— que

las bacterias tienen resistencia a los componentes del eucalipto.

Figura 16. Comparacion de la resina contra el aceite de eucalipto
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Nota: Se puede observar las medidas segin medias en mm, ambos componentes muestran
cierta actividad similar. Tomado del estudio Eficacia antimicrobiana del aceite esencial de
eucalipto sobre cepas de E. coli y S. aureus (26).

5.3 Conclusiones
e La resina de Eucalyptus globulus presenta una diferencia significativa frente a la
concentracion de resina.
e La resina de Eucalyptus globulus presenta mayor actividad antibacteriana a mayor

incremento de concentracion de resina. Asi a una concentracion de 100 pg/mL presenta una
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significancia de 1.000; a una concentracion de 200 ug/mL, una significancia de 0.887; a una
concentracion de 300 ug/mL su significancia es de 0.435, y a una concentracion de 400
ug/mL la significancia es de 0.043.

La resina de Eucalyptus globulus muestra actividad similar frente a S. aureus y E. coli en
cualquiera de las concentraciones demostradas en el estudio.

Considerando las medias y la clasificacion de Clinical and Laboratory Standards Institute
(resistente, intermedio y sensible), las bacterias E. coli y S. aureus presentan resistencia
frente a la resina de Eucalyptus globulus en todas las concentraciones: 100 ug/mL, 200
ug/mL, y 300 pg/mL, mientras que a 400 ug/mL entran dentro de la categoria intermedio.

5.4 Recomendaciones

Se sugiere que en préximos estudios con la resina de Eucalyptus globulus se continte
investigando con concentraciones mayores a 400 pg/mL.
Se sugiere usar la clasificacion de diametro de zona (resistente, intermedio y sensible) del

Clinical and Laboratory Standards Institute en valores superiores a 400 pg/mL.
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AnNexos

1. Matriz de consistencia

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE LA RESINA EXTRAIDA DE Eucalyptus globulus FRENTE A BACTERIAS NOSOCOMIALES - HUANCAYO, 2022

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLESE | METODOLOGIA | POBLACION
INDICADORES Y MUESTRA

Problema general Objetivo general Hipotesis general Variable Método: Poblacion:
¢La resina extraida del Eucalyptus Determinar si la resina extraida del H1: La resina extraida del Eucalyptus | dependiente: -Cientifico Bacterias
globulus en Huancayo, 2022 tiene una Eucalyptus globulus en Huancayo, globulus en Huancayo, 2022 tiene Actividad hipotético nosocomiales
actividad antibacteriana significativa 2022 tiene una actividad antibacteriana | una actividad antibacteriana antibacteriana de | deductivo representadas
ajustada a la clasificacion de la CLSI significativa ajustado a la clasificacion significativa ajustado a la laresina extraida | Tipo: por dos cepas: E.
segln sus concentraciones o frente alas | de la CLSI segln sus concentraciones 0 | clasificacion de la CLSI segun sus de Eucalyptus -Aplicada Coli, y S. Aureus
bacterias nosocomiales E. coli y S. frente a las bacterias nosocomiales E. concentraciones o frente a las globulus en Alcance: Muestra:
aureus? coli y S. aureus. bacterias nosocomiales E. coliy S. bacterias -Explicativo -No
Problemas especificos Obijetivos especificos aureus. nosocomiales, Disefio: probabilistica
- ¢(Existe una diferencia significativa de | - Determinar si existe una diferencia Hipotesis especificas medida en halos -Experimental puro | elegida por
la actividad antibacteriana de laresina | significativa de la actividad - Existe diferencia significativa de la | de crecimiento en conveniencia
extraida del Eucalyptus globulus en antibacteriana de la resina extraida actividad antibacteriana de la resina mm (método Técnicas e
Huancayo, 2022 frente a sus extraida del Eucalyptus globulus en Kirby-Bauer) Instrumento:

concentraciones de resina en
combinacién con las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus?

- ¢Existe una diferencia significativa de
la actividad antibacteriana de la resina
extraida del Eucalyptus globulus en
Huancayo 2022 entre sus
concentraciones de resina?

- ¢Existe una diferencia significativa de
la actividad antibacteriana de la resina
extraida de Eucalyptus globulus en
Huancayo, 2022 entre las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus?

- ¢Existe una diferencia significativa
entre los tamafios del halo de inhibicién
de la actividad antibacteriana de la
resina extraida del Eucalyptus globulus
en Huancayo, 2022 frente a sus
concentraciones de resina o a las
bacterias nosocomiales E. coli y S.
aureus?

del Eucalyptus globulus en Huancayo,
2022 frente a sus concentraciones de
resina en combinacién con las
bacterias nosocomiales E. coliy S.
Aureus.

- Existe diferencia significativa de la
actividad antibacteriana de la resina
extraida del Eucalyptus globulus en
Huancayo, 2022 entre sus
concentraciones de resina.

- Existe diferencia significativa de la
actividad antibacteriana de la resina
extraida de Eucalyptus globulus en
Huancayo, 2022 entre las bacterias
nosocomiales E. coliy S. aureus.

- Existe diferencia significativa entre
los tamafios del halo de inhibicién de la
actividad antibacteriana de la resina
extraida del Eucalyptus globulus en
Huancayo frente a sus concentraciones
de resina o a las bacterias nosocomiales
E. coliy S. aureus.

Huancayo 2022 frente a sus
concentraciones de resina en
combinacion con las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus.

- Existe diferencia significativa de la
actividad antibacteriana de la resina
extraida del Eucalyptus globulus en
Huancayo 2022 entre sus
concentraciones de resina.

- Existe diferencia significativa de la
actividad antibacteriana de la resina
extraida de Eucalyptus globulus en
Huancayo 2022 entre las bacterias
nosocomiales E. coli y S. aureus.

- Existe diferencia significativa entre
los tamafios del halo de inhibicién de
la actividad antibacteriana de la resina
extraida del Eucalyptus globulus en
Huancayo frente a sus
concentraciones de resina o a las
bacterias nosocomiales E. coli y S.
aureus.

Variable
independiente:
Resina extraida
de Eucalyptus
globulus, medida
en pug/mL

La técnica de
recoleccion sera
mediante la
observacion, y el
instrumento a
usar serg una
ficha de registro
de datos
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2. Documento de aprobacion del Comité Institucional de Etica en Investigacion

Universidad
E Continental

‘Afio de la unidad, la paz y el desarrollo™

Huancayo, 09 de marzo del 2023

OFICIO N°0120-2023-CIEI-UC

Investigadores:
Adrian Francisco Cristobal Gonzales

Presente-

Tengo el agrado de dirigirme a ustedes para saludarles cordialmente y a la vez
manifestarles que el estudio de investigacion titulado: ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA DE LA RESINA DE EUCALYPTUS GLOBULUS EN
BACTERIAS NOSOCOMIALES - HUANCAYO, 2022.

Ha sido APROBADO por el Comité Institucional de Etica en Investigacion, bajo las
siguientes precisiones:

e El Comité puede en cualquier momento de la ejecucion del estudio solicitar
informacion y confirmar el cumplimiento de las normas éticas.
e El Comité puede solicitar el informe final para revision final.

Aprovechamos la oportunidad para renovar los sentimientos de nuesira consideracion y
estima personal.

Atentamente,

o
el 7

Walter Calderdn Gersteln
= Presidente del Comité de Etica
Universidad Continental
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3. Permiso institucional
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“Ano de la Unidad, la Paz y el Desarrollo”

INFORME N° 087-2023-GRJ-DRSJ-HRDMI”EC”-DP

A : Oficina de Capacitacion y apoyo a la Docencia
del HRDMI “El Carmen”

DE :Dra. LOURDES YAURI VILA
Jefe del Dpto. de Pediatria y Neonatologia del HDMI”EC”

ASUNTO: Aceptacion de permiso segun su solicitud de pedido

FECHA :Huancayo, 19 de Abril del 2023.

Por el presente me dirijo Ud . para saludarle cordialmente y a la vez darle a conocer la
aceptacion de permiso para toma de muestra para trabajo de investigacion.

Es todo cuanto informo a Ud ., para su conocimiento y demas fines.

Atentamente
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HOSPITAL REGIONAL DOCENJ}
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4. Cronograma de uso de laboratorio

ELECCION DE HORARIOS PARA TRABAJO DE INVESTIGACION (J304)

HORAS LIBRES 2023 - 10 (J304)

COLABC‘]RADOR HORAS LIBRES AREA CCBB

CARGO DEDICACION: TC

Practica 1 Practica 2

FECHA 06-05-2023 07-05-2023

HORAS LUNES MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO DOMINGO
12:45 13:00 LIBRE LIBRE
13:00 | 13:15 LIBRE LIBRE
13:15 13:30 LIBRE LIBRE
13:30 | 13:45 LIBRE LIBRE
13:45 14:00 LIBRE LIBRE

HORAS LIBRES 2023 — 10 (J304)

CDLAB(‘_]RADOR HORAS LIBRES AREA CCBB

CARGO DEDICACION: TC

Practica 3 Practica 4 Practica 5 Practica 6 Practica 7

FECHA 08-05-2023 09-05-2023 10-05-2023 11-05-2023 12-05-2023

HORAS LUNES MARTES MIERCOLES JUEVES VIERNES SABADO DOMINGO
12:45 13:00 LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE
13:00 | 13:15 LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE
13:15 13:30 LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE
13:30 | 13:45 LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE
13:45 14:00 LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE LIBRE
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5. Instrumentos de recoleccion de datos

Medida en mm mediante la técnica Kirby-Bauer

Muestra en placa Petri N.°:

Nombre de bacteria:

Concentracion Medida en mm del diAmetro de inhibiciéon
Alcohol 70%

100 pg/mL
200 pg/mL
300 pg/mL
400 pg/mL

6. Validacion del instrumento
El instrumento de recoleccion de datos en mm mediante la observacion esta estandarizado
internacionalmente por la American Society Microbiology en su protocolo, Kirby-Bauer Disk
Diffusion Susceptibility Test Protocol (41).
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