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Resumen

Objetivo: Demostrar el efecto antibacterial in vitro de las concentraciones del extracto
alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC

25923.

Material y Método: Se utilizaron hojas de Psidium guajava L. (Quayaba). La obtencion
del extracto se realiz6 por secado, triturado, maceracion y concentracion en rotavapor.
La actividad antibacterial del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba)
sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 se evalué mediante la sensibilidad, la
determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion
Minima Bactericida (CMB). El analisis estadistico se realizo con la media, la desviacion
estandar, el analisis de varianza y para comparaciéon multiple entre los tratamientos

se empled la prueba de DUNCAN.

Resultados: El promedio del didametro del halo de inhibicion: a 42mg/ml presento el
valor de 10.6mm, a 105mg/ml de 11.2mm, a 210 mg/ml de 11.6mm, a 315mg/ml de
11.8mm, a 420mg/ml de 12.5mm y en base a la escala de Duraffourd se obtiene que
la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible a todas las
concentraciones del extracto alcohdlico, siendo la menor utilizada de 42mg/ml la
Minima Inhibitoria (CMI). Al aplicar la prueba de comparacion multiple de Duncan para
las UFC se obtiene que entre las concentraciones 105mg/ml, 210mg/ml ,315mg/ml y
420mg/ml del extracto alcohdlico y la Clindamicina 2ug no hay diferencia significativa

entre el uso de uno y otro.

Conclusion: El extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) presenta efecto

antibacterial in vitro sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



Abstrac

Objective: To demonstrate the in vitro antibacterial effect of the alcoholic extract of
Psidium guajava L. (guava) on Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Material and method: Nature leaves of Psidium guajava L. (Quava) were used. The
extract was obtained by drying, crushing, maceration and concentration in a rotavapor.
The antibacterial activity of the alcoholic extract of Psidium guajava L. (guava) on
Staphylococcus aureus ATCC 25923 was evaluated by the sensitivity, the
determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and the Minimum
Bactericidal Concentration (CMB). The statistical analysis was performed with the
mean, the standard deviation, the analysis of variance and for multiple comparison

between the treatments, the DUNCAN test was used.

Results: The average diameter of the inhibition halo: at 42mg / ml presented the value
of 10.6mm, at 105mg / ml of 11.2mm, at 210 mg / ml of 11.6mm, at 315mg / ml of
11.8mm, at 420mg / 12.5mm ml and based on the Duraffourd scale, it is obtained that
the strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923 is sensitive to all concentrations of
the alcoholic extract, being the lowest used of 42mg / ml the Minimum Inhibitory (CMI).
When applying the Duncan multiple comparison test for CFUs, it is obtained that
between the concentrations 105mg / ml, 210mg / ml, 315mg / ml and 420mg / ml of
the alcoholic extract and Clindamycin 2ug there is no significant difference between

the use of one and other.

Conclusion: El extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) presenta efecto

antibacterial in vitro sobre el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



I. INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus, denominado asi en 1984 por Rosenbach debido al
pigmento amarillo-dorado de sus colonias, es un germen Gram positivo, con reaccion
positiva a la prueba de la catalasa dispuestos en grupos. Se caracteriza por la
produccién de coagulasa, proteina A y acido ribitol teicoico caracteristico de esta
variedad. Su patogenicidad se debe a elementos presentes en su estructura que
facilitan la union al huésped evadiendo asi ser fagocitado y a varias toxinas
(citotoxinas, toxinas exfoliativas, enterotoxinas) y de hidrolasas (coagulasa,
hialuronidasa, fibrinolisina, lipasas, nucleasas). 1

Las enfermedades integran las producidas por toxinas en intoxicacion alimentaria,
sindrome del shock téxico, sindrome de la piel escaldada; enfermedades piégenas
como el impétigo, foliculitis, foranculos, antrax, infecciones de heridas y otras
enfermedades sistémicas como bacteriemia, endocarditis, neumonia, empiema,
osteomielitis y artritis séptica. Su epidemiologia lo incluye en la microbiota cutanea
habitual humana y superficies mucosas siendo el reservorio mas importante las fosas
nasales anteriores convirtiéndose en factor de riesgo de infecciones intrahospitalarias.
1-3

Esta bacteria puede subsistir en superficies secas por largos lapsos de tiempo por
presentar un revestimiento grueso de peptidoglucano y ausencia de membrana
externa. La transmision es por contacto directo, siendo las manos un factor importante
de contagio, o por exposicidon a fomites contaminados. Debido a esto es considerado
por la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas como uno de los 6 microbios
de principal relevancia en la practica diaria médica. La terapia para este

microorganismo puede dificultarse por el creciente problema de resistencia a los
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antibidticos como es el caso del S. aureus resistente a meticilina (SARM) que es un
problema de salud para los paises industrializados y subdesarrollados. #

La terapia empirica debe utilizar antibiéticos efectivos frente a cepas de SARM. El
tratamiento oral puede incluir trimetoprima-sulfametoxazol, doxiciclina o minociclina,
clindamicina o linezolid; la vancomicina es el farmaco de eleccién para el tratamiento
intravenoso y la daptomicina, la tigeciclina o el linezolid son alternativas. *

Desde la antigiiedad, la humanidad ha utlizado las plantas como fuente de
medicamentos. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el 80% de esta
utiliza la Medicina Tradicional para atender sus necesidades primarias de salud. La
terapéutica tradicional se fundamenta en el uso sustancias activas de las plantas
medicinales. Las plantas medicinales son reconocidas como potenciales fuentes de
nuevos compuestos de valor terapéutico debido a su composicion fitoquimica. Varios
estudios han documentado el uso de plantas medicinales en diversas partes del
mundo incluido los paises desarrollados. 5 ©

La especie Psidium guajava L., conocida popularmente como guayaba pertenece a la
familia Myrtaceae. El género Psidium comprende aproximadamente 150 especies de
pequefios arboles y arbustos en los que sélo 20 especies producen frutos comestibles.
P. guajava L., es nativa de América del Sur, se cultiva en zonas tropicales y
subtropicales del mundo y existe tanto silvestres como cultivadas. En el Peru, crece
en: San Martin, Loreto, Huanuco, Junin, Lima, Cuzco, La Libertad y Amazonas. El
arbol comienza a tener frutos 1 o 2 afios después de la siembra y sigue fructificacion
después de 30 afos. El guayabo es un arbol permanente de 4.9 a 9.9 m de alto de
tronco grisaceo-café con corteza llana, con escamas de color rojo, poli dérmica, tallos
ramificados con hojas elipticas a oblongas, de 3.9 a 11.9 cmde largoy 2.9 a 4.9 cm

de grosor; verticiladas con peciolo corto y sus margenes son enteros de color verde-
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grisaceo por el haz y verde claro por el envés con destacada venacion con 11 a 16
nervaduras; flores diminutas de color blanco, ubicadas en la parte axial de las hojas;
el fruto es una baya comestible cuando madura de color amarillo, de 4.9 cm de
didmetro, globular, no rugoso, con mesocarpio rosado y abundantes semillas.> 7 8 °
Diversas porciones de la planta se han empleado en la medicina tradicional para
manejar enfermedades como malaria, gastroenteritis y algunos sintomas como
vomitos, diarrea, disenteria, heridas, Ulceras, dolor de dientes, tos, dolor de garganta,
encias inflamadas y una serie de otras condiciones. Esta planta también se ha
utilizado para el control de enfermedades crénicas como hipertension, diabetes y
obesidad. Las hojas se utilizan en forma de cataplasma para heridas, Ulceras y dolores
de dientes, también utilizadas para el tratamiento de la bronquitis y ataques de
asma.9- 12

En Peru; las hojas y las raices se utilizan como estipticos, la decoccion de la corteza
para el célico estomacal, el de hojas para la inflamacion, el de frutos y hojas para
disenterias y diarreas, las semillas se trituran y se mezclan con agua aplicandose via
topica para el acné.>

Las propiedades antimicrobianas, antidiarreicas y otras propiedades bioldgicas de P.
guajava son de especial interés para la Industria Farmacéutica y de alimentos.*?
Estudios fitoquimicos han encontrado que las hojas de esta planta contienen taninos,
fenoles, flavonoides (avicularina, quercetina-3-O-B-D glucésido, quercetina-3-O-a-L-
ramnésido, guercetina-3-O-gentiobiodsido, guercetina-3-0O-a-arabinopirandsido
=guayaverina y morin-3-O-a-L-arabopiranosido), triterpenoides (acido guajanoico,
obtusinina, &cido goreishico), esteroides, saponinas, compuestos aminados, aceite
esencial, B-sitosterol, uvaol, acido oleandlico ,acido ursdélico , acido catecdlico ,acido

guayavolico, acido malisnico y &cido elagico.%'415
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En Egipto, Metwally y cols. Publican en 2010 una investigacion sobre los extractos de
hojas de P. guajava L. y su actividad antibacteriana mediante la técnica de difusion en
agar contra Staphylococcus aureus y dos bacterias Gram negativas Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, se demostro que la quercetina (flavonoide) y sus glicésidos
tienen una fuerte actividad antibacteriana contra el S. aureus mostrando una zona de
inhibicion de 28mm. 6

En USA, Biswas y cols. Publican en 2013 una investigacion sobre el potencial
antimicrobiano de los extractos foliares de P. guajava L. (guayaba) contra dos
bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella enteritidis) y dos bacterias
Gram positivas (Staphylococcus aureus y Bacillus cereus). Las hojas de guayaba
fueron extraidas en cuatro disolventes de diferentes polaridades crecientes (hexano,
metanol, etanol y agua). La eficacia de estos extractos se probd frente a estas
bacterias mediante un método de difusion de pozos empleando 50ul de solucién de
extracto de hoja por pocillo. De acuerdo con los hallazgos del ensayo antibacteriano,
los extractos metanolico y etandlico mostraron actividad inhibitoria solo contra las dos
bacterias Gram positivas obteniéndose para el extracto de etanol una zona de
inhibicién media de 11mm para Staphylococcus aureus.©

En Cuba, Morales publica en 2014 una investigacion sobre la composicion quimica y
estudios farmacolégicos de las hojas de tres especies de Mirtaceas dentro de ellas P.
guajava L. El estudio se realiz6 con cuatro cepas de bacterias, dos Gram positivas
(Bacillus subtilis ATCC 6633 y Staphylococus aureus ATCC 25932) y dos Gram
negativas (Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC 25922) la
evaluacion de la actividad antimicrobiana demostré6 que los extractos de las tres

Mirtaceas poseen buenas potencialidades como antimicrobianos, muy superior a los



aceites esenciales obtenidos de estas plantas, contra Staphylococcus aureus se
obtuvo un halo de inhibicién de 11mm .1’

En México, Carrillo y col. Publican en 2015 una investigacién sobre andlisis fitoquimico
y actividad antimicrobiana de plantas que crecen en la Huasteca Potosina entre ellas
P. guajava L. y establecieron la Concentracion Minima Inhibidora (CMI), que es la
minima concentracion de extracto para inhibir el crecimiento bacteriano, para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella typhi y Salmonella typhimurium.,
encontrando que el S. aureus fue la bacteria mas susceptible a los extractos
hidroalcohdlicos mostrando la CMI de 7.5mg/ml. 18

En Espafia, Diaz E. y col. publican en 2017 el metaandlisis: Efectos sobre la salud de
las hojas de Psidium guajava L.: unarevision general de la ultima década, encontrando
gue las bacterias Gram-positivas exhibieron mayores zonas de inhibicion y minimas
concentraciones inhibitorias que las Gram-negativas y que la maceracion en etanol:
agua al 70% (volumen / volumen) por 72 horas para el Staphylococcus aureus la CMI
es de 256mg/ml estudio realizado en Brasil.°

En la India, Basiriya y col. publican en el 2017: Evaluacion de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de hojas de Psidium guajava L. contra aislados
clinicos de heridas infectadas; el extracto fue probado contra 7 aislados clinicos
seleccionados al azar: Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Proteus mirabilis,
E.coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp. , todos
los cuales fueron cepas resistentes a multiples farmacos y se obtuvo que el extracto
tuvo efecto inhibitorio sobre las 7 cepas y para Staphylococcus aureus se observa una

zona de inhibiciéon de 19-22mm, en la concentracién de 150-250mg/ml.?°



1.1. Enunciado del problema

El Staphylococcus aureus, la mas virulenta de las especies de Staphylococcus, esta
asociada con el mayor niumero de cuadros clinicos que pueden llegar a poner en
riesgo la vida de los pacientes tales como la neumonia, la osteomielitis, las

bacteriemias y la endocarditis.

El aumento de la resistencia bacteriana a los antibiéticos ha provocado un crecimiento
del campo de investigacion sobre plantas medicinales y su efecto sobre diversos
microorganismos y dada la biodiversidad con que cuenta el pais se propuso este
estudio experimental que analizo el efecto antibacteriano del extracto alcoholico de
Psidium guajava L. (guayaba) frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923
y sustente su utilizacion como una alternativa a la medicina convencional, en el
tratamiento de las infecciones asociadas a esta bacteria, sin evidencias de efectos
adversos y de facil acceso por lo que podria ser utilizada como principio activo de
fitofarmacos y ampliar asi el arsenal terapéutico. Motivo por el cual planteamos el

siguiente problema:

¢ Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto alcohdlico de Psidium guajava L.

(guayaba) sobre Staphylococcus aureus?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Demostrar el efecto antibacterial in vitro de las concentraciones del extracto alcohélico

de Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.



1.2.2. Objetivos Especificos

» Determinar la sensibilidad in vitro del extracto alcohélico de Psidium guajava L.
(guayaba) a 42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

> Identificar la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto alcohdlico de
Psidium guajava L. (guayaba) a 42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y
420mg/ml sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

> Identificar la concentracion minima bactericida (CMB) del extracto alcohdlico de
Psidium guajava L. (guayaba) a 42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y
420mg/ml sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

» Comparar el efecto antibacterial in vitro de las diferentes concentraciones del
extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) frente a Clindamicina

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

1.3. Hipétesis
H1: El extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) tiene efecto antibacterial

in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.

HO: El extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) no tiene efecto

antibacterial in vitro sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923.



Il. MATERIAL Y METODO
2.1. Disefio de estudio
Tipo de estudio

Por su orientacion es bésica , por su disefio de contrastacion es experimental, por su

direccionalidad es transversal y prospectivo en el tiempo.
Disefio especifico

Experimento puro: Disefio con post prueba Gnicamente y grupo control 2

RG1 X O1
RG2 - 02
Donde:

RG1: Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

RG2: Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923

X: Extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (Quayaba) a las concentraciones de

42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml.

-: Clindamicina 2ug

0O1: Medida de los halos de inhibicion

02: Medida de los halos de inhibicion



2.2. Poblacion, muestra y muestreo

Poblacién

Staphylococcus aureus ATCC 25923 en crecimiento.

Muestra

Paca Petri que contiene cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 en cultivo.
Unidad de andlisis

Unidades formadoras de colonias (UFC) de Staphylococcus aureus ATCC 25923 que
contenia el extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) a determinadas

concentraciones y Clindamicina 2ug.

Unidad de muestreo

Hoja de recoleccidn de datos del crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Tamafo de muestra: Se utiliza la formula para estudios de contraste de hipétesis,

direccionada a la comparacion entre dos medias. 2 2223

Az, +z, ) *5*
dﬂ

=

Donde
= n = sujetos necesarios en cada una de las muestras
= Zg =Valor Z correspondiente al riesgo deseado
= Zg = Valor Z correspondiente al riesgo deseado
= S? =Varianza de la variable cuantitativa que tiene el grupo control o de

referencia.



= d = Valor minimo de la diferencia que se desea detectar (datos
cuantitativos)
Z « = 1.96 para confianza del 95%

Z g = 0.84 para confianza del 80%

S = 0.8 ((X1— X2) valor asumido por haber escasos estudios previos. 24

n =2 (0.8)% (X1-X2)% (1.96 + 0.84)>

_2)

n=2(0.8)* (2.8)°

n= 10 Repeticiones

Luego: La muestra estuvo conformada por 10 repeticiones para cada tratamiento.

2.3. Definicion operacional de variables

colonias (UFC)

VARIABLE TIPO ESCALA | INDICADOR INDICE
INDEPENDIENTE
Extracto 42mg/ml
alcohdlico de Cuantitativa | Ordinal Concentracion 105mg/ml
Psidium guajava mg/ml 210mg/ml
L. (guayaba) 315mg/ml
420mg/ml
DEPENDIENTE Escala de Diametro de
Duraffourd: halo de
Efecto inhibicion
antibacterial in Cualitativa Ordinal | Nula (N) (mm):
vitro sobre Sensible (S) < 8mm (N)
Staphylococcus Muy sensible (MS) | 8-14mm(S)
aureus ATCC Sumamente 14-20mm (MS)
25923 sensible SS) <20 mm (SS)
<0.1nm: No
Cualitativa Nominal | CMI: crecimiento
Por absorbancia >0.1nm:
Crecimiento
Efectiva
Unidades <1.5x 108 UFC
Cualitativa Nominal | Formadoras de

No efectiva
>1.5 x 108 UFC




Definicion de variables:
Extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba)
Operacional:

-Extracto cuyo solvente es el etanol y que contiene los principios activos de Psidium
guajava L. (guayaba), obtenido a partir de la hojas de la planta, por maceracion en
contacto con etanol, seguida de la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento
fisico .En la presente investigacién se utilizé el extracto etandlico de Psidium guajava
L. (guayaba) en concentraciones de 42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y

420mg/ml.
-Clindamicina, antimicrobiano presente en disco de sensibilidad con potencia de 2ug.
Efecto antibacterial in vitro sobre Staphylococcus aureus

Se evalu6 mediante la sensibilidad del Staphylococcus aureus ATCC 25923 al
extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba), la determinacion de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB).
Sensibilidad

Se valor6 mediante la capacidad del extracto de inhibir el crecimiento de la bacteria al
cabo de 18 a 24 horas de incubacion, su valoracion fue la medida de zona alrededor

del disco (halo de inhibicién) de crecimiento bacteriano.?%26
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Operacional: se interpreté como la menor concentracion del extracto capaz de inhibir

el desarrollo de la cepa bacteriana después de 24 horas de incubacion.?’



Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Operacional: se interpret6 como la minima concentracién del extracto capaz de

inducir la muerte de la cepa bacteriana luego de 24 horas de incubacién.?’
2.4. Procedimientos y Técnicas
Recoleccion de la muestra

En enero del 2018 se recolectaron 2kg de hojas maduras, frescas de color verde
brillante de Psidium guajava L. (Quayaba) del fundo “Los Cocos” en el distrito de Chao,
ubicado a 16msnm, con temperatura media anual de 18.8°C, provincia de Vird,

departamento de La Libertad, Peru.
Identificacion y determinacion taxonomica de la muestra

Se alcanz6 la muestra de Psidium guajava L. (guayaba) al Herbarium Truxillense
(HUT) de la Universidad Nacional de Trujillo para su determinacion taxonomica donde

se encuentra registrado con Constancia N° 121- 2018 - HUT.
Preparacion de la muestra

Seleccién de la muestra: ElI material recolectado fue transportado al laboratorio de
Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

de Truijillo se seleccionaron para la experimentacion hojas verdes.

Preparacion del extracto etandlico: Las hojas de Psidium guajava L. (guayaba)
fueron lavadas con agua y desinfectadas con alcohol de 70° y secadas por 4 horas en

estufa (BINDER ED 53) a 50°C.



Posteriormente se molieron en un molino manual y se colocaron en un frasco de vidrio
de color ambar a razén de 200g de material triturado por cada 1000ml, de etanol de

70° dejandose macerar por una semana, agitandolo todos los dias.

El producto se filtrd utilizando el papel Whatman N° 1, el sobrenadante filtrado se
coloc6 en el Rotavapor (BUCHI Heating BathB-491) con el cual se eliminé el solvente.
Se obtuvo un producto resultante denominado extracto con concentracién de
420mg/ml y a partir de éste, se prepararon las diferentes concentraciones utilizando
Tween 80: de 42mg/ml se preparé con 1ml del extracto y 9ml de Tween 80, de
105mg/ml se preparo con 2.5ml de extracto y 7.5ml de Tween 80, de 210mg/ml se
prepardé con 5ml de extracto y 5ml de Tween 80 y de 315mg/ml se preparé con 7.5ml

de extracto y 2.5ml de Tween 80 .(Anexo N° 1)

Cada unade las concentraciones del extracto etandlico se colocaron en frascos ambar

de 20ml y se almacenaron a 4°C hasta su posterior utilizacién.?® 2°
Preparacion del inéculo de Staphylococcus aureus

La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 se obtuvo del laboratorio Gen Lab,
cepa que viene liofilizada, se la reactivo utilizando caldo nutritivo y luego se conservo

en agar soya tripticasa, hasta la realizacion del trabajo experimental.

Se prepar6 el inoculo en solucion salina (NaCl 0.9%0) de las colonias aisladas
seleccionadas de una placa de agar después de 24 horas de incubacion (en un medio
enriquecido, el agar soya tripticasa). Se ajusté la turbidez de la suspension al
equivalente 1.5 x 108UFC/ml que corresponde al tubo estandar 0,5 de la escala de

McFarland cuya absorbancia es de 0.08 a 0.10 nm. 2>2°



Prueba de la efectividad antibacteriana mediante la técnica de Kirby Bauer

Se prepar6 el medio Mueller Hinton que se colocé en placas Petri, luego en cada placa
se realiz6 el sembrado con un hisopo estéril, el cual se sumergio en el tubo del inéculo
previamente preparado, se rot6 el hisopo varias veces presionando firmemente sobre
la pared interior del tubo por encima del nivel del liquido para remover exceso del
inéculo, el cual se sembré en la superficie seca de la placa Muller Hinton, estriando

con el hisopo en tres direcciones para asegurar la distribucion uniforme del indculo.

Para la preparacion de los discos de inhibicion se utiliz6 papel Whatman N° 1 y se
esterilizaron en una placa Petri, luego fueron sumergidos dentro de cada
concentracion del extracto etandlico de Psidium guajava L.(guayaba) :42mg/ml,
105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml; luego se colocaron con ayuda de una
pinza estéril en la superficie de los agares, distribuidos uniformemente a una distancia
minima de 25mm uno del otro ,después las placas se llevaron a incubacion a 37 °C
por 24 horas , realizandose la lectura de las mismas y la medicién del diametro de
cada uno de los halos en (mm) colocando una regla sobre el reverso de la placa, cada
diametro obtenido de los halos de inhibicidn se clasifico segun la escala de Duraffourd:
escala utilizada para determinar cualitativamente el efecto inhibitorio, segun el tamafio

del diametro de cada halo.
Determinacion de la Concentracién minima inhibitoria (CMI)

Se coloc6 1.6 ml del extracto etandlico de de Psidium guajava L. (guayaba) a 42mg/m,
105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml respectivamente. Cada concentracion en
un tubo de ensayo, previamente etiquetado. Después del proceso de dilucion se
colocd un inoculo de 0,4ml del cultivo preparado de Staphylococcus aureus ATCC

25923 en los tubos que contenian las diversas concentraciones del extracto; asi como



el control positivo (tubo con Clindamicina) y al control negativo (tubo con
Staphylococcus aureus ATCC 25923 sin ningun tratamiento) obteniéndose un
volumen final de 2ml para cada tubo .Se llevé a incubacién por un periodo de 24 horas,
el crecimiento bacteriano se evalué a traves de la medicion de la turbidez por

espectrofotometria (Espectrofotometro BOECO S-20).
Determinacion Concentracion minima bactericida (CMB)

De cada tubo de ensayo segun la concentracion se tomé 0,1ml de las suspensiones
y se sembrd en placas con Agar Mueller Hinton esparciendo la muestra en toda la
placa, mediante el uso del asa Driglasky, se repitio 10 veces este procedimiento con
cada concentracion y los controles utilizados en la determinacion de la CMI. Todas las
placas sembradas se incubaron a 37 °C por 24 horas. Después se realizé el conteo

de las unidades formadoras de colonias (UFC).
Recolecciéon de Datos

Se midieron los halos de inhibicion de los ensayos y se realizo el recuento directo de
las UFC crecidas en las placas segun el método utilizado. Dichos datos se registraron

en un formato disefiado para este fin (Anexo N°2 y N°3)
Se utiliz6 la técnica de la observacion experimental. 2*
2.5. Plan de analisis de datos

Se proceso la informacion utilizando la base operativa de Windows 7 el paquete
estadistico IBM SPSS Statistics 24, los que luego se presentan en cuadros de

distribucion de frecuencia de una entrada con sus valores absolutos.

Estadistica Descriptiva: En cuanto a las medidas de tendencia central se calculé la

media y en las medidas de dispersion la desviacion estandar.



Estadistica Inferencial

En el andlisis estadistico para determinar si hay diferencia del efecto antibacteriano
entre los diferentes tratamientos se hizo uso del andlisis de varianza de un disefio
completamente aleatorizado. Para las comparaciones multiples entre los tratamientos
se empled la prueba estadistica paramétrica de DUNCAN. Ambas pruebas con un

nivel de significancia del 5% (p<0.05).

2.6. Aspectos éticos:

Se cumplio con lo establecido en el manual de bioseguridad en el laboratorio de la
Organizacion Mundial de la Saludy en el Peru por el manual de bioseguridad para
laboratorios de ensayo, biomédicos y clinicos del Ministerio de Salud del Instituto
Nacional de Salud y estipulado en la Ley General de Salud N° 26842 capitulo VI Art.99
para el manejo y tratamiento de desechos de residuos infecciosos, el cual se realiz6
mediante la esterilizacién en autoclave.30-3?

Este trabajo cumplié con lo reglamentado en el codigo de ética para la investigacion
de la Universidad Privada Antenor Orrego capitulo 1l articulo 6 de principios
especificos para los investigadores ya que no se utilizé el trabajo de otros
investigadores como si fueran propios, se cité adecuadamente las fuentes que se han
incluido en el presente estudio y se reconocio apropiadamente las contribuciones de

todos los participantes en la presente investigacion. 33

El presente trabajo presenta informacion genuina, original no incurriendo en
falsificacion ni plagio, para su posterior publicacién respetando asi el codigo de ética

del Colegio Médico del Pert segun el capitulo 6 del trabajo de investigacion Art. 48°.34



[ll. RESULTADOS

El presente estudio de tipo experimental “in vitro”, se realizé en los ambientes de la
seccidon de Microbiologia de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Trujillo, con el proposito de determinar el efecto antibacteriano del extracto alcohdlico
de Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, se
utilizaron concentraciones de 42mg/ml, 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml
y grupos control. Los resultados obtenidos fueron: el promedio del diametro del halo
de inhibicion a 42mg/ml presenté el valor de 10.6mm, a 105mg/ml de 11.2mm, a
210mg/ml de 11.6mm, a 315mg/ml de 11.8mm, a 420mg/ml de 12.5mm y el Control
(Clindamicina 2ug) de 25mm y en base a la escala de Duraffourd la cepa es sensible

a todas las concentraciones del extracto. (Tabla N° 1)

La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto alcoholico de Psidium guajava

L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 es 42mg/ml. (Tabla N° 2).

Las Unidades Formadoras de Colonias (UFC) obtenidas con el extracto alcohdlico de
Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de 0

UFC para 420mg/ml y para Clindamicina 2ug. (Tabla N°3)

Al aplicar la prueba de comparacion multiple de Duncan para las UFC se encontré que
las concentraciones de 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml del extracto
alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) y la Clindamicina 2ug el efecto es

semejante. (Tabla N°4)



Tabla N° 1. Sensibilidad in vitro del extracto alcohdélico de Psidium guajava L.

(guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 en base a la escala de

Duraffourd

Tamafo promedio de los halos de inhibicion (en mm) segun grupo de tratamiento

Escala de
Dswaff%ll”d Degy,  Andlisis
Grupo de tratamiento n Promedio “€NsI0I€ .
(S) Estandar vari
arianza
8-14 mm
Ext. Alcohdlico Guayaba
42mg/ml 10 10.6 S 0.84
Ext. Alcohdlico Guayaba
105mg/ml 10 11.2 S 0.79
Ext. Alcohdlico Guayaba
210mg/ml 10 11.6 S 0.84 F=303.13
2l <0.001
Ext. Alcohodlico Guayaba 10 118 S 148 p
315mg/ml
Ext. Alcohdlico Guayaba 10 125 s 1.35
420 mg/ml
Clindamicina 2ug 10 25 0

Fuente: Datos recogidos por el investigador, afio 2018

Se muestra que la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible a todas

las concentraciones del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (Quayaba) en base

a la escala de Duraffourd.



Tabla N° 2

Concentracién minima inhibitoria (CMI) in vitro del extracto alcohodlico de
Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

Absorbancia en

Grupo de tratamiento nanémetros (nm)

Ext. Alcohdlico Guayaba 42 mg/ml 0.052
Ext. Alcohdlico Guayaba 105 mg/ml 0.032
Ext. Alcohdlico Guayaba 210 mg/ml 0.028
Ext. Alcohodlico Guayaba 315 mg/ml 0.01
Ext. Alcohdlico Guayaba 420mg/ml 0
Bacteriano sin tratamiento 0.1

Fuente: Datos recogidos por el investigador, afio 2018

Se determin6 que la CMI del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba)

sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 es de 42mg/ml.



Tabla N° 3

Concentracion minima bactericida (CMB) in vitro del extracto alcohdlico de
Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923
medido en UFC

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) segun grupo de tratamiento

Grupo de tratamiento n Promedio D?SV' Anal_|5|s de
Estandar varianza

Ext. Alcohdlico Guayaba 10 356.6 67 66

42mg/ml

Ext. Alcohdlico Guayaba

105mg/ml 10 0.5 0.71

Ext. Alcohdlico Guayaba

210mg/ml 10 0.3 0.67 F=4.9141x1013

Ext. Alcohdlico Guayaba

315mg/ml 10 0.1 0.32 0<0.001

Ext. Alcohdlico Guayaba

420 mg/ml 10 0 0

Clindamicina 2ug 10 0 0

Bacteriano sin Tratamiento 10 1.5x108 0

Fuente: Datos recogidos por el investigador, afio 2018

Se determiné que la concentracion de 420mg/ml tiene efecto bactericida, sin embargo,
todas las concentraciones del extracto alcohdlico tuvieron efecto comparado con la

concentracioéon del inoculo.



Tabla N° 4

Comparacion del efecto antibacterial del extracto alcohdélico de Psidium guajava

L. (guayaba) en UFC con Clindamicina sobre Staphylococcus aureus ATCC

25923

Prueba de comparacién multiple (Duncan) para las UFC segun grupo de

tratamiento

Subconjunto para a= 0.05

Grupo de Tratamiento n
1 2 3
Ext. Alcohdlico Guayaba 10 0
420 mg/ml
Clindamicina 2ug 10 0
Ext. Alcohdlico Guayaba
315mg/ml 10 0.1
Ext. Alcohdlico Guayaba
210mg/ml 10 0.3
Ext. Alcohdlico Guayaba
105mg/ml 10 0-5
Ext. Alcohdlico Guayaba 10 356.6
42mg/mi
Bacteriano sin Tratamiento 10 1.5 x 108

Fuente: Datos recogidos por el investigador, afio 2018

Las concentraciones al 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml del extracto son

semejantes al efecto obtenido con la Clindamicina 2ug.



IV. DISCUSION

En la practica clinica las infecciones causadas por el Staphylococcus aureus, uno de
los patbgenos mas importantes a nivel mundial, van desde infecciones de la piel y
tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la vida. Teniendo impacto
sobre la salud por la resistencia que la bacteria puede presentar a multiples
antibidticos, incrementando asi la tasa de morbimortalidad y siendo la utilizacién de
las plantas medicinales una alternativa eficaz.

En el presente estudio se plante0 evaluar el efecto antibacteriano del extracto
alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923.

En la literatura se ha reportado que la guayaba posee efecto antibacteriano. Asi
Valdez S. y Toledo J. (2015) , Diaz E y col. (2017) , Hira S y col.(2018) y Ortega J. y
Madrigal J.(2018) reportan que todos los extractos alcohdlicos de Psidium guajava L.
mostraron actividad antibacteriana altamente efectiva en dosis dependiente para
Staphylococcus aureus, corroborando los resultados obtenidos en el presente estudio
y en el que se demuestra que Staphylococcus aureus ATCC 25923 es sensible a todas
las concentraciones del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (Quayaba) en base
a la escala de Duraffourd y que al aplicar el analisis de varianza se obtiene un valor
de p<0.001 lo que da validez y significancia estadistica a los resultados. Asimismo, el
control utilizado Clidamicina 2ug presenta halos de inhibicién que segun la National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) para esta bacteria esta
catalogado como sensible; mientras que el blanco Tween 80 no presenta halos de
inhibicién, lo que indica la inocuidad del solvente frente a este microorganismo. (Tabla

N° 1, Anexo N° 4, Foto N° 6). 8 19.35 36



La concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto alcohdlico de Psidium guajava
L. (quayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue la minima utilizada de
42mg/ml similar a lo encontrado por Orue Cl. y Rebaza F. (2013) que reportaron CMI
de 50mg/ml y que difiere de lo encontrado por Gitika y Manoj K. (2016) que reportaron
CMI de 25mg/ml probablemente porque estos investigadores realizaron el estudio

empleando la técnica de dilucion en tubo. (Tabla N° 2) 537

Se encontré que a la concentracion de 420mg/ml del extracto alcohdlico de Psidium
guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 fue de 0 UFC; segun
Biswas B. y col. (2013), Artero G. (2015) y Beulah y col. (2018) los responsables de
este efecto son los flavonoides que estan presentes en las hojas de guayaba (Tabla
N° 3)10, 38, 39,40

Al comparar el efecto del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) con la
la Clindamicina sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923, mediante la comparacion
multiple (Duncan) para las UFC, se encontr6 que entre las concentraciones del
extracto de 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml y la Clindamicina 2ug no hay
diferencia significativa entre el uso de uno y otro; el efecto antibacteriano se deberia
segun Biswas B y Col (2013) a que las bacterias Gram positivas tienen en su pared
celular un peptidoglicano similar a una malla, haciendo mas accesible la penetracion
del extracto y a su capacidad de formar complejos con la pared bacteriana.(Tabla N°
4) 8,10,39

Finalmente, lo antes expuesto nos lleva a aceptar la hipotesis propuesta porque de
acuerdo a los resultados podemos afirmar que el extracto alcohdlico de Psidium
guajava L. (guayaba) tiene efecto antibacterial in vitro sobre el crecimiento de

Staphylococcus aureus ATCC 25923.



V. CONCLUSIONES

El extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba) 25923 a todas las
concentraciones tiene efecto antibacterial sobre Staphylococcus aureus ATCC
25923.

El extracto de Psidium guajava L. (guayaba) presenta sensibilidad sobre
Staphylococcus aureus ATCC 25923 a todas las concentraciones utilizadas.
La concentracién minima inhibitoria (CMI) del extracto alcohélico de Psidium
guajava L. (guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 es de
42mg/ml.

La concentracion bactericida del extracto alcohdlico de Psidium guajava L.
(guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 es de 420mg/ml.

Al comparar el efecto del extracto alcohdlico de Psidium guajava L. (guayaba)
a 105mg/ml, 210mg/ml, 315mg/ml y 420mg/ml con la Clindamicina 2ug de
acuerdo a la prueba de comparacion multiple de Duncan se obtiene que no hay

diferencia entre el uso de uno y otro.



VI. RECOMENDACIONES

» Realizar estudios in vitro del extracto alcohodlico de Psidium guajava L.
(guayaba) reduciendo los intervalos entre las concentraciones.

> Realizar estudios in vitro del extracto alcohdlico de Psidium guajava L.
(guayaba) con concentraciones menores de 42mg/ml.

> Realizar el analisis fitoquimico del extracto alcohélico de Psidium guajava L.

para encontrar el metabolito secundario responsable del efecto antibacterial.
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VIIl. ANEXOS



Anexo N° 1

Preparacién del Extracto alcohdlico de Psidium Guajava L. (Quayaba)

Volumen de | Volumen de | Volumen final | Concentracion
Extracto Tween 80 (mg/ml) Porcentaje
1ml 9ml 10 ml 42 mg/ml 10%
2.5 ml 7.5 ml 10 mi 105 mg/ml 25%
5 ml 5mi 10 mi 210 mg/ml 50%
7.5 ml 2.5 ml 10 mi 315 mg/ml 75%
10 mi - 10 mi 420 mg/ml 100%




Anexo N° 2

Ficha de recoleccion de datos

Efecto antibacterial in vitro del extracto alcohodlico de Psidium Guajava L.
(guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

HALOS DE INHIBICION (mm)
Extracto alcohdlico de Psidium
Guajava L.(guayaba) Control
Repeticiones 42 105 210 315 |420
mg/ml | mg/ml | mg/ml|mg/ml|mg/ml | Clindamicina 2ug

1 10 12 12 10 14 25
2 12 12 12 11 14 25
3 10 12 11 12 12 25
4 11 11 13 12 11 25
5 10 12 12 14 14 25
6 10 11 12 13 11 25
7 10 10 11 13 12 25
8 11 11 12 13 14 25
9 12 11 11 10 12 25
10 10 10 10 10 11 25




Anexo N° 3

Ficha de recoleccion de datos

Efecto antibacterial in vitro del extracto alcohodlico de Psidium Guajava L.

(guayaba) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923

UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)

Extracto alcohdlico de Psidium

Guajava L.(guayaba) Control Control
Repeticiones | 42 105 210 315 420 | Clindamicina | Bacteriano
mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml 2ug sin Tx
1 405 0 2 0 0 0 1.5x108
2 364 0 0 1 0 0 1.5x108
3 409 1 0 0 0 0 1.5x108
4 288 1 0 0 0 0 1.5x108
5 475 0 0 0 0 0 1.5x108
6 313 0 0 0 0 0 1.5x108
7 331 0 0 0 0 0 1.5x108
8 238 1 0 0 0 0 1.5x108
9 360 0 1 0 0 0 1.5x10°8
10 383 2 0 0 0 0 1.5x10°8




Anexos N° 4

Patrones estandar del halo de inhibicién para Staphylococcus spp, puntos de
corte equivalentes a la CMly didmetros del halo de inhibicién para la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Tabla 3. Patrones estandar del halo de inhibicion para estafilococos, puntos de corte equivalentes a la CMI y diametro del halo de inhibicion
para la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 empleada como control de calidad.

- Cagadel . - . Punto de corte S, aureus

GRUPO  Antimicrobiano disco g Diametro del halo de inhibicion {mm)  Equivalente a la CMI (ug/mi) A_TCC25923

Resistente Intermedia  Sensible  Resistente  Sensible  intervalo®

A Peniciina G ™ 10U <28 - 20 flactamasa’ < 2637
Oxacilina " (5. aureus) 1 <10 11-12 =13 4 < 184

(Estafilococos coaguiasa-) 1 <i7 - i (.3 .25 -

B Vancomicina Bl - - 15 =3 < 172
Teicoplanina 3 <{1 11-13 >{4 =1 <4 15-21
Eritomicina™ 15 <3 142 K =f 5 20
Clartromicina® 15 <13 1447 1 f <] 263
Aziromicina’ 15 <1} 1417 >{8 = £) 21-26
Clindamicina’ 2 <14 15-20 11 =4 Q5 1430
Trimetoprim / sulfametoxazol 128237 <10 1115 g i >g/152 <238 pLR),

€ Gentamicina 10 <12 1314 315 f < 1927
Ciprofloxacino ] 15 16-20 52 4 1 210
(fioxacino ] <12 1315 Rali f <] 24-28
Levofloxacino 5 <13 1416 {7 =f 2] 2530
Cloranfenico 1 <12 1347 =1 3] <4 19-26
Rifampicina * 5 <if 1749 >0 >4 <f 254
Tefraciclina 10 <l 1518 210 16 4 130

D Morfloxacino 10 <12 1316 =7 =1 < 17-28
Lomefioxacing 10 <18 19-21 37 >f <] 230
Nitrofurantoina 300 <14 1516 all 128 <3 18-22
Sulfisoxazol Hodl =12 1316 =7 =350 <100 14U
Trimetoprim h kil 1115 216 216 4 19-26

Elaborado con datos del NCCLS, 2000,

a) Ademas de . aureus ATCC 25923, ensayar E. colf ATCC 35248 con: amoriciina/clavulanico de 18 a 22 mm. ampiclina/sulbactam de 132 19 mm.
) Las cepas resisientes de 5. aureus producen f-iactamasa, y para estas pruebas es prefenible el empleo de discos de peniciina G de 10 U. Utiizar
peniciiina G para esfudiar la sensibilidad de todos los estafilococos a todas [as peniciinas sensibles a la peniciinasa.

t) Estafilococos resistentes a oxaciina son resistentes a todos los f-actamicos (a sensibilidad  f-actamicos puede deduci estudianda solo penicilina y
oraciling).

d) Todos los estaflococos con un diametro del halo de inhibician igual o menor de 14mm deben ser estidados para deferminar la CMI de fa vancomicina.
&) No para microorganismos aislados del tracto urinario.

f) No ufilizar rifampicina sola para el trafamiento de infecciones estaflococicas.

0) Tetraciclina es & representante de todas [as tetraciclings.

Seglin 2529



Ane” xo N°5

Foto N° 1: Determinacion de la sensibilidad del extracto alcohdélico de Psidium
guajava L. (quayaba)

Foto N° 2: Sembrado de placas con Staphylococcus aureus
ATCC 25923




Foto N° 3: Lectura de halos de inhibicién

Foto N° 4: Halo de inhibicion del extracto alcohélico de
Psidium guajava L. (quayaba) a 105mg/ml (25%)




Foto N° 5: Halo de inhibicion del extracto alcohdlico de
Psidium guajava L. (quayaba) a 315mg/ml (75%)

Foto N° 6: Halo de inhibicion del Tween 80




Foto N° 7: Determinaciéon de la CMIy CMB

Foto N° 8: Lectura de la turbidez




Foto N° 9: Espectrofotometro

Foto N° 10: Lectura de UFC del extracto alcohélico de Psidium guajava L.
(guayaba) a 42mg/ml (10%)




Foto N° 11: Lectura de UFC del extracto alcohdlico de Psidium guajava L.
(guayaba) a 105mg/ml (25%)

Foto N° 12 Lectura de UFC del extracto alcohdélico de Psidium guajava L.
(guayaba) a 210mg/ml (50%)




Foto N° 13: Lectura de UFC del extracto alcohdlico de Psidium guajava L.
(guayaba) a 420mg/ml (100%)

Foto N° 14: UFC de cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 sin Tx
(1.5x108)




Anexo N° 6

Constancia Taxandémica de Psidium guajava L. (quayaba)

Herbarium Truxillense (HUT)

Universidad Nacional de Trujillo
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Jr. San Martin 392, Trujillo - Perd

Constancia N° 121 — 2018- HUT

EL DIRECTOR DEL HERBARIUM TRUXILLENSE (HUT) DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
TRUJILLO.

Da Constancia de la determinacién taxonomica de un (01) espécimen vegetal:

. Clase: Equisetopsida
° Subclase: Magnoliidae

o Superorden: Rosanae

° Orden: Myrtales

° Familia: Myrtaceae

° Género: Psidium

o Especie: P. guajava L.
o Nombre comun: “guayaba”

Muestra alcanzada a este despacho por VILLANUEVA LEYVA GOLY ZULEMA, con ID: 121603,
identificado con DNI N° 18149991, con domicilio legal Jr. Madre de Dios 232 4ta Etapa, Urb. Palermo-
Trujillo; estudiante de la Facultad de Medicina Humana de La Universidad Privada Antenor Orrego; cuya
determinacion taxonémica servira para el proyecto tesis titulado: “Efecto antibacteriano in vitro del extracto
alcohdlico de Psidium guajava L. “guayaba” sobre Staphylococcus aureus”

Se expide la presente Constancia a solicitud de la parte interesada para los fines que hubiera lugar.

cc. Herbario HUT

E-mail: herbariumtruxillensehut@yahoo.com



