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RESUMEN

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del aceite esen-
cial de eucalipto (Eucaliptus spp) sobre Escherichia coli ATCC® 11229 y Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC® 25904. Se evaluaron concentraciones al 30, 60 y 90% en
dilución en etanol al 96.8%. Se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)
mediante el método de microdilución en caldo. El inóculo bacteriano se estandarizó al 0.5
de la escala de MacFarland en espectofotómetro, obteniendo como resultado que las
concentraciones de 60 y 90% no presentaron turbidez. La Concentración Mínima
Bactericida (CMB) determinada en agar Mueller-Hinton se presentó a partir de la concen-
tración del 60% para las dos cepas en estudio. La prueba de sensibilidad antimicrobiana
indicó que todas concentraciones presentaron sensibilidad antimicrobiana y que las
concentraciones al 30 y 60% no fueron significativamente diferentes, presentando halos
de inhibición de 10.25 mm y 10.65 mm para la concentración de 30% para las cepas de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus subsp. aureus, respectivamente. Por otro
lado, los resultados para la cepa S. aureus subsp. aureus muestran que las concentracio-
nes al 60% y 90% formaron halos de mayor diámetro que la cepa de E. coli.

Palabras clave: Concentración Mínima Inhibitoria; Concentración Mínima Bactericida;
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the in vitro antimicrobial effect of
eucalyptus essential oil (Eucaliptus spp) on Escherichia coli ATCC® 11229 and
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25904. Concentrations of 30, 60 and 90%
were evaluated in dilution in 96.8% ethanol. The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) was determined by the broth microdilution method. The bacterial inoculum was
standardized to 0.5 of the MacFarland scale in spectrophotometer, obtaining as a result
that the concentrations of 60 and 90% did not present turbidity. The Minimum Bactericidal
Concentration (MBC) determined in Mueller-Hinton agar was present from the 60%
concentration for the two strains under study. The antimicrobial susceptibility test indicated
that all concentrations showed antimicrobial sensitivity and that the concentrations at 30
and 60% were not significantly different, presenting halos of inhibition of 10.25 mm and
10.65 mm in the concentration of 30% for the strains of Escherichia coli and
Staphylococcus. aureus subsp. aureus, respectively. On the other hand, the results for
the strain S. aureus subsp. aureus showed that concentrations at 60% and 90% formed
larger diameter halos than the E. coli strain.

Key words: Minimum Inhibitory Concentration; Minimum Bactericidal Concentration;
MacFarland

INTRODUCCIÓN

El cultivo y uso de las plantas medicina-
les de los Andes ecuatorianos se ha expandi-
do por Europa y el continente americano (Ce-
rón, 2006). Entre los productos naturales, los
aceites esenciales aromáticos y las plantas
medicinales han recibido especial atención
como posibles agentes naturales para la con-
servación de los alimentos (Burt, 2004). De
hecho, se conoce que los aceites esenciales
y sus componentes principales poseen un
amplio espectro de actividad antimicrobiana
(Gachkar et al., 2007).

La demanda de productos derivados de
plantas para usos terapéuticos se ha
incrementado en las últimas décadas
(Hermann y von Richter, 2012). En las zonas
rurales de varios países se utilizan las plantas
aromáticas para la atención primaria de sa-
lud (Kamatou, 2005), siendo que el 80% de
las poblaciones rurales de países en desarro-
llo utilizan estos recursos tradicionales
(Begossi, 1996). Por otro lado, el uso de acei-

tes esenciales tiene fines clínicos de gran
importancia en la investigación científica y la
aplicación industrial por sus diversas activi-
dades biológicas como antimicrobianos (Lo
Cantore et al., 2009), antioxidantes (Dutra et
al., 2008) y antiinflamatorios (Chao et al.,
2005).

La resistencia cada vez mayor de las
bacterias patógenas a los antimicrobianos
plantea una grave amenaza para el tratamien-
to efectivo de un rango de infecciones cau-
sadas por estos microorganismos (Aslam et
al., 2018). Con el aumento de la resistencia
de patógenos a los antibacterianos sintéticos
y la tendencia actual de los consumidores de
no adquirir productos con este tipo de sus-
tancias, se ha generado un gran interés en la
investigación de los aceites esenciales como
agentes antimicrobianos, así como por sus
potenciales aplicaciones en los alimentos
(Yáñez y Cuadro, 2012). Esto ha permitido
que los aceites esenciales se presenten como
buenos candidatos debido a compuestos pre-
sentes tales como terpenos y terpenoides (1,8-
cineol, carvacrol) y compuestos aromáticos
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(cinamaldehído y eugenol) que poseen acti-
vidad antimicrobiana ante una amplia gama
de patógenos y con diversos espectros de
actividad (Bassolé y Juliani, 2012).

La actividad bactericida y antifúngica
de estas sustancias está estrechamente rela-
cionada con los fenoles y monoterpenos que
poseen, debido a que son capaces de tener
una interacción directa con el citoplasma del
patógeno o bien, gracias a su hidrofobicidad,
pueden incorporarse a los lípidos de la mem-
brana celular bacteriana, en donde ocurre una
fuga de iones y otros compuestos de la bac-
teria (El Asbahani, 2015). Los efectos
antimicrobianos de los aceites esenciales es-
tán relacionados con su composición y efec-
tos citotóxicos, que causan daño a la mem-
brana celular (Bakkali et al., 2008).

El objetivo del proyecto de investigación
fue evaluar el efecto antimicrobiano in vitro
del aceite esencial de eucalipto (Eucaliptus
spp) sobre Escherichia coli ATCC® 11229
y Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC® 25904.

MATERIALES Y MÉTODOS

Ubicación Geográfica

La investigación se realizó en el Labo-
ratorio de Bacteriología de la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato, Campus Querochaca,
ubicada en el cantón Cevallos, Tungurahua,
Ecuador, a 2750 msnm. El estudio se realizó
en un ambiente controlado a 20 ºC y hume-
dad relativa de 48%.

Material Vegetal y Bacteriano

Se utilizaron hojas frescas de Eucalipto
(Eucalyptus spp) adquiridas en un mercado
local de la ciudad de Ambato y las cepas cer-
tificadas de Escherichia coli ATCC® 11229
y Staphylococcus aureus subsp. aureus
ATCC® 25904 de Medibac Ecuador
(Corporate Headquarters, Minnesota, USA).

Se utilizaron las hojas más jóvenes del
eucalipto, las cuales se lavaron en forma in-
dividual con agua bidestilada estéril y seca-
das en un lugar ventilado y oscuro por 24
horas. Luego fueron procesadas en el equipo
tipo Clevenger, obteniéndose el aceite me-
diante el proceso de destilación por arrastre
de vapor. Se prepararon concentraciones de
30, 60, 90 (v/v) de aceite esencial de eucalip-
to utilizando etanol al 96.8% como solvente.
Se obtuvo 5 ml de volumen total para cada
concentración.

Las bacterias certificadas fueron acti-
vadas siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial, sembradas en cajas petri
mediante la técnica de siembra escocés en
Agar MacConkey y Agar Manitol Salado,
respectivamente, e incubadas a 37 ºC por 24 h.
En la preparación del inóculo se utilizó el
método del medio de cultivo líquido o de
Kirby-Bauer, para lo cual se tomó en asa
bacteriológica cinco colonias aisladas de cada
una de las cepas certificadas y se las transfi-
rió mediante un hisopo a 5 ml de caldo cere-
bro corazón e incubadas a 37 ºC por 2 horas.
Los inóculos fueron estandarizados en el
espectrofotómetro con el fin de obtener un
valor de 0.4 de absorbancia, donde la solu-
ción resultante tuvo 1x108 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC).

Concentración Mínima Inhibitoria (CMI)
y Concentración Mínima Bactericida
(CMB)

Para determinar la CMI se colocó 1 ml
del inóculo estandarizado en tubos de ensayo
más 1 ml de las concentraciones del aceite
esencial de eucalipto e incubados a 37 °C
durante 24 h. La menor turbidez fue estable-
cida como la CMI, y determinada desde el
30% medida por espectofotómetro de 640 nm
y 615 nm para Escherichia coli y
Staphylococcus aureus subsp. aureus, res-
pectivamente, a partir de inóculos
estandarizados de 650 nm para ambas cepas
bacterianas.
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La CMB fue establecida al realizar la
siembra de todos los tubos en agar
MacConkey. La interpretación fue valorada
a través del cero crecimiento de colonias en
placa, la misma que fue a partir del 60% de
la concentración del aceite esencial en las
dos cepas en estudio.

Sensibilidad Antimicrobiana

Para la prueba de difusión por disco se
tomaron cinco colonias de cada una de las
cepas bacterianas (Escherichia coli y
Staphylococcus aureus subsp. aureus) cul-
tivadas previamente por 24 h en agar
MacConkey y Manitol salado, respectiva-
mente. Se inocularon en 5 ml de caldo Cere-
bro-Corazón y se les incubó a 37 °C durante
2-3 h, hasta que apareció una turbidez seme-
jante al tubo N.° 0.5 de la escala de
MacFarland. La solución resultante tuvo
1x108 UFC.

Las cepas estandarizadas se cultivaron
por estriado múltiple en agar Mueller Hinton,
dejando reposar por 10 min antes de colocar
los discos de sensibilidad Oxoid impregna-
dos con las dosis del aceite esencial de eu-
calipto y etanol al 96.8% como testigo. Se
impregnó una gota por cada disco de sensi-
bilidad con las tres concentraciones (30, 60 y
90%) y se ubicaron cuatro discos de sensibi-
lidad más el testigo en la superficie del agar
de cada placa, repitiéndose por cuadruplicado
por concentración y cepa bacteriana y se les

llevó a incubar a 37 °C durante 24 h. Poste-
riormente se midieron los halos de inhibición
mediante el uso de la regleta (mm).

RESULTADOS

La interacción de las concentraciones
del aceite de eucalipto y el crecimiento de las
cepas Eschericia coli y Staphylococcus
aureus mostraron un comportamiento defi-
nido a la razón de un incremento de la con-
centración y la turbidez reflejada (Cuadro 1).
Los niveles de dilución del 30% en el caso de
ambas cepas presentaron turbidez, refirien-
do que existe un crecimiento bacteriano po-
sitivo, mientras que no hubo turbidez en las
concentraciones del 60 y 90%, indicando au-
sencia de crecimiento bacteriano.

La Concentración Mínima Bactericida
(CMB), donde no existió crecimiento de co-
lonias, se observó en las concentraciones del
60 y 90% del aceite de eucalipto para las dos
cepas bacterianas, mientras que la concen-
tración al 30% del aceite presentó un desa-
rrollo mínimo de colonias para ambas cepas
(Cuadro 2).

En el Cuadro 3 se demuestra el efecto
antimicrobiano del aceite esencial de euca-
lipto sobre ambas cepas bacterianas, siendo
más específica para Staphylococcus aureus
subsp. aureus a la concentración del 90%,
presentando un valor de 14.45 mm, mientras

Cuadro 1. Determinación de la concentración mínima inhibitoria (CMI) del aceite esencial de 
eucalipto (Eucalytus spp) 

 

Cepas 
Diluciones del aceite esencial de 

eucalipto + etanol 96.8% 
Control negativo 
+ etanol 96.8% 

30% 60% 90%  
Escherichia coli + - - + 
Staphylococcus aureus + - - + 

+,- Turbidez 
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que la concentración de mayor eficacia para
la cepa de Escherichia coli resultó ser del
90% con un valor de 10.95 mm.

DISCUSIÓN

El aceite de eucalipto mostró resulta-
dos positivos al inhibir in vitro el crecimiento
de las cepas bacterianas Escherichia coli
ATCC® 11229 y Staphylococcus aureus
subsp. aureus ATCC® 25904, presentándo-
se como alternativa el empleo de productos
naturales para reducir el uso indiscriminado
de antibióticos (Cabrera et al., 2007; Reyes
et al., 2012). Los aceites esenciales son el
producto final de algunas plantas aromáticas,
constituidos por terpenos con actividad
antibacteriana, antimicótica, antiparasitaria,
insecticida y antiviral (Alzamora et al., 2001).

En la presente investigación se utilizó el
método de difusión en agar, al igual que en
Yáñez y Cuadro (2012), demostrando la efi-
cacia de este método para la evaluación de
la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales, pudiendo dar resultados cualita-
tivos y cuantitativos (NCCLS, 2012).

El estudio permitió determinar la CMB
del aceite esencial, correspondiendo al cese
del crecimiento de colonias, como lo reporta
Brochot et al. (2017). La CMI del aceite
esencial de eucalipto se presentó a partir del
30%, mientras que Yáñez y Cuadro (2012)
obtuvieron CMI menores frente a bacterias
grampositivas en comparación a gramne-
gativas, lo cual se debe a las características
constitutivas de la pared celular, además de
la concentración de los inóculos trabajados
en las investigaciones. Por otro lado, Brochot

Cuadro 2. Determinación de la concentración mínima bactericida (CMB) del aceite esencial 
de eucalipto (Eucalytus spp) 

 

Cepas 
Tubos de ensayo con diluciones del 
aceite esencial y cepas bacterianas1 

Control negativo 
+ etanol 96.8% 

30% 60% 90%  
Escherichia coli + - - + 
Staphylococcus aureus + - - + 

+,- Crecimiento de colonias 
1 1 ml de cepa conteniendo 1.5x108 UFC y 1 ml de cada concentración del aceite esencial  
 

Cuadro 3. Halos de sensibilidad (mm) del aceite esencial de eucalipto (Eucalytus spp) 
 

Cepas 
Tratamientos 

E.E. Valor de P 
30% 60% 90% 

E. coli 10.25b 10.65ab 10.95 a 0.1230 <0.01 
S. aureus 10.95b 13.65a 14.45a 0.4820 <0.001 

a,b Medias con letras diferentes dentro de filas difieren significativamente  
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et al. (2017) encontraron que la CMI se pre-
sentó a partir de una concentración de 0.38%
para Staphylococcus aureus y de 0.78%
para E. coli.

La prueba de sensibilidad antimi-
crobiana del aceite esencial de eucalipto mos-
tró valores más eficaces para la bacteria
grampositiva, al igual que Ait-Ouozzou et al.
(2011), donde manifiestan que el aceite de
eucalipto presentó efecto antibacteriano con
predilección a bacterias grampositivas como
Staphylococcus aureus. Por otro lado, Viei-
ra et al. (2017) demostraron que el efecto
antimicrobiano disminuye para cepas
gramnegativas como E. coli.

La prueba de sensibilidad sobre
Staphylococcus aureus subsp. aureus, en
la presente investigación, reportó un valor
máximo en su diámetro de halos de inhibición
de 14.45 mm al 90%, mientras que Elaissi et
al. (2012) obtuvieron halos de 9 mm. Así mis-
mo, Ait-Ouazzou et al. (2011) reportaron halos
de 14 mm como valor máximo. Por otro lado,
E. coli mostró un valor máximo en su diáme-
tro de halos de inhibición de 10.95 mm al 90%,
mientras que Vieira et al., (2017) obtuvieron
un diámetro máximo de halos de sensibilidad
de 9 mm con el aceite sin dilución. Así mis-
mo, Ait-Ouazzou et al. (2011) no obtuvieron
resultados positivos con el aceite de eucalip-
to (Eucalyptus globulus) sobre la cepa de
E. coli.

CONCLUSIONES

 El aceite esencial de eucalipto
(Eucaliptus spp) es más efectivo sobre
la cepa Staphylococcus aureus subsp.
aureus (grampositiva) que sobre la cepa
de Escherichia coli (gramnegativa).

 La Concentración Mínima Inhibitoria
(CMI) del aceite esencial de eucalipto
sobre ambas cepas fue a partir del 30%.

 La Concentración Mínima Bactericida
(CMB) fue a partir del 60% para ambas
cepas.

 La cepa Staphylococcus aureus subsp.
aureus presentó mayor sensibilidad al
aceite esencial de eucalipto que la cepa
Escherichia coli, en referencia al diá-
metro de los halos de sensibilidad.
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