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Efecto antimicrobiano de Myrciaria dubia “Camu camu” sobre

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos

RESUMEN

Objetivo. Demostrar el efecto antimicrobiano de cuatro concentraciones de
Myrciaria dubia “Camu camu” sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a

carbapenémicos.

Métodos. Elaboramos extracto etandlico de cascara de Myrciaria dubia en las
siguientes concentraciones: 250 mg/mL, 500 mg/mL, 750mg/ml y 1000 mg/ml.
Para estimar su actividad antimicrobiana se uso el método de difusion en disco
(Kirby Bauer). En cuanto al efecto bactericida, se determind mediante el conteo
de UFC y también determinamos la CMI, hallada mediante la absorbancia por
espectrofotometria. Tuvimos tres grupos control, uno con gentamicina, con etanol
de 70° y un grupo solo con el indculo de bacterias. Se llevé a cabo 10 repeticiones

en cada caso.

Resultados. Estadisticamente se determind que habia diferencia significativa
entre las concentraciones del extracto etandlico de Myrciaria dubia contra
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos. Los resultados se
consideraron como significativos si el valor-p < 0,05. Hubo sensibilidad a las
cuatro concentraciones al medir los halos de inhibicién y compararlos de acuerdo
a la escala Duraffourd. La CMB fue la de 1000 mg/ml. En cuanto a la CMI, la

absorbancia maxima fue de 0.83A a la concentracion de 1000 mg/ml.

Conclusion. Myrciaria dubia “camu camu”tiene efecto inhibitorio in vitro contra

Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos.

Palabras clave: Myrciaria dubia, Pseudomonas aeruginosa, extracto etandlico



Antimicrobial effect of Myrciaria dubia “Camu camu” on Pseudomonas

aeruginosa carbapenems resistant

ABSTRACT

Objective. Prove the antimicrobial effect of four concentrations of Myrciaria dubia

"Camu camu" on "Pseudomonas aeruginosa carbapenems resistant.

Methods. We elaborate ethanolic extract of Myrciaria dubia husk in the following
concentrations: 250 mg / mL, 500 mg / mL, 750mg / ml and 1000 mg / ml. The
disk diffusion method (Kirby Bauer) was used to estimate its antimicrobial activity.
As for the bactericidal effect, it was determined by the CFU count and we also
determined the MIC, found by the absorbance by spectrophotometry. We had
three control groups, one with gentamicin, with 70 ° ethanol and one group only

with the bacteria inoculum. 10 repetitions were carried out in each case.

Results. Statistically it was determined that there was a significant difference
between the concentrations of ethanol extract of Myrciaria dubia against
Pseudomonas aeruginosa carbapenems resistant. The results were considered
significant if the p-value <0.05. There was sensitivity to the four concentrations of
said extract by measuring the inhibition halos and comparing them according as
Duraffourd scale. The MBC was 1000 mg / ml. As for the MIC, the maximum

absorbance was 0.83A at the concentration of 2000 mg / ml.

Conclusion. Myrciaria dubia "camu camu" has in vitro inhibitory effect against

Pseudomonas aeruginosa carbapenems resistant.

Keywords: Myrciaria dubia, Pseudomonas aeruginosa, ethanolic extract



l. INTRODUCCION

Pseudomona aeruginosa es una bacteria Gram negativa, aerobia facultativa,
oportunista, responsable de gran cantidad de infecciones intrahospitalarias.
Afecta principalmente pacientes quemados o que tienen fibrosis quistica. Tratar
infecciones que son causadas por cepas de Pseudomonas aeruginosa es un reto
en la actualidad, ya que tiene diversos mecanismos de defensa. Debido a esto
muchas veces es necesario el uso de medicamentos de amplio espectro como
los carbapenémicos, que son considerados entre las Ultimas lineas de
tratamiento. Sin embargo se ha demostrado distintos mecanismos como
produccion de B-lactamasas de espectro extendido, la inactivacion de enzimas y
la reduccidn de las concentraciones del medicamento en el lugar de accion, que
ocasionan una resistencia adquirida a estos medicamentos.>? En los Ultimos
afnos las cepas de CRPA (“Pseudomonas aeruginosa resistentes a
carbapenémicos”) han aumentado constantemente.®> 4 Ademas se ha
demostrado que los pacientes con bacteriemia debido a CRPA, tienen mas
probabilidades de morir que aquellos pacientes que tienen bacteriemia debido a
Pseudomona aeruginosa que es sensible a carbapenémicos. > 6 Por esta razén
la OMS publico en el afio 2017 una lista de las bacterias, que prioritariamente
necesitaban nuevos antibidticos para su tratamiento, en la que fue incluida como
prioridad critica esta bacteria.” Esto hace necesario seguir investigando el
tratamiento de las infecciones producidas por dicha bacteria, asi como también
buscar formas de disminuir las tasas de aparicion y diseminacién de

resistencias.? ®

Myrciaria dubia conocida comunmente como “camu-camu”, sobresale entre los
frutos propios de la Amazonia. Pertenece a la familia Myrtaceae y se desarrolla
en las orillas de lagos y rios en la Amazonia. %*'Es un fruto que causa mucho
interés ya que contiene grandes cantidades de vitamina C, especialmente la
cascara que puede llegar a tener hasta 5g /100g.1* Previas investigaciones han
demostrado fuertes actividades antioxidantes en las porciones polares del

extracto de la cascara y semillas, mientras que actividades antimicrobianas se



asocian a las porciones no polares de dichos extractos. En adicion, tiene
cantidades en proporcion menor de riboflavina, niacina, hierro, tiamina,
antocianinas, flavonoides y también carotenoides.?*3 Todas estas propiedades
lo convierten en un poderoso antioxidante y antiinflamatorio, incluso usado para

tratar el estrés y enfermedades autoinmunes.'314

La presencia de cepas que son resistentes frente a farmacos clasicos, genera la
necesidad de encontrar nuevas alternativas de tratamiento, regresando a
costumbres ancestrales como el uso plantas. Segun la OMS (Organizacion
Mundial de la Salud) de los 4000 millones de habitantes en el mundo, el 50%
hace uso de la llamada “medicina tradicional” de una manera rutinaria.'> 16 Peru
posee aproximadamente el 8% de la cantidad total de plantas en el mundo, y
gran cantidad de estas plantas poseen propiedades terapéuticas.!’ La mayoria
de la flora peruana es nativa o crece en la Amazonia peruana. A pesar de esto,
probablemente menos del 1% de estas especies se han estudiado para
determinar sus fitoquimicos con potencial medicinal o no han sido investigadas
apropiadamente, como por ejemplo Myrciaria dubia o conocida comunmente

como “camu camu”.18 19

Antecedentes:

Pacci y col (2009) evaluaron el efecto de Myrciaria dubia en las quemaduras,
comparando el efecto antibiotico que tenia la crema a base de M. dubia. contra
el efecto de la crema de sulfadiazina argéntica. Para la elaboracion de la crema
usaron extracto etanolico de la cascara al 5%. Lo aplicaron en ratas por cinco
dias y encontraron una mayor reduccion de la cicatriz en el grupo tratado con M.

dubia.lt

Myoda y col (2010) investigaron la actividad antimicrobiana de camu camu sobre
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae.
Elaboraron extracto metanolico de la semillay cascara, demostrando que ambos

extractos tenian actividad frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli y



Saccharomyces cerevisiae. La cascara mostro sus efectos al 100%, mientras

que la semilla lo hizo a una concentracién menor, la cual fue de 75%.%

Mori y col (2010) determinaron el efecto antimicrobiano de Myrciaria dubia (camu
camu) y Cyperus luzulae (piri piri) sobre cepas de Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. Trabajaron con las hojas y la
corteza de camu camu, obteniendo extractos hidroalcohdlicos a las
concentraciones de 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml y 800 mg/ml. Se demostré
su actividad contra Staphylococcus aureus, sin embargo, los otros patégenos

fueron resistentes.16

Castillo y col (2013) demostraron el efecto inhibitorio de Myrciaria dubia sobre
cepas de Staphylococcus aureus y Candida albicans. Elaboraron extracto
etanolico a base de la cascara de M. dubia en cuatro concentraciones, la cuales
fueron: 25%, 50%, 75% y 100%. Demostraron su actividad antimicrobiana contra

ambos microorganismos patégenos.?°

Lopez y col (2017) evaluaron el efecto antibacteriano de del zumo de Myrciaria
dubia, Citrus grandis y Citrus reticulata, sobre patégenos como Escherichia coli
y Salmonella tiphy. Concluyeron que tanto el zumo de Myrciaria dubia y Citrus
grandis poseen efecto inhibitorio contra el crecimiento de Escherichia coli y
Salmonella tiphy. Sin embargo, no encontraron efecto antibacteriano que sea de

importancia de Citrus reticulata contra estos microorganismos patogenos.?

Justificacion:

Las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa resistentes frente a los
farmacos usados para su tratamiento establecen un problema de salud
importante en nuestro medio, por lo cual existe la necesidad de investigar
productos naturales que tengan efecto antimicrobiano contra dicha bacteria. Este
trabajo busca dar a conocer las propiedades antimicrobianas de Myrciaria dubia

“Camu camu” sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos y
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de esta manera introducir este extracto de un fruto propio de nuestro pais, con
el fin dar a conocer su efectividad terapéutica, con una cantidad minima de

efectos secundarios y un menor costo al ser un producto natural.

1.1. Enunciado del problema: ¢Existe accion antimicrobiana in vitro de
de Myrciaria dubia “Camu camu” sobre cepas de Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenémicos?

1.2. Objetivos:

Objetivo general:

Demostrar que existe accion antimicrobiana in vitro de Myrciaria dubia
“‘Camu camu” sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenémicos.

Objetivo especifico:

v Determinar la susceptibilidad de Pseudomonas aeruginosa frente al extracto
etandlico de la cascara de Myrciaria dubia “Camu camu”, usando el método
de Kirby y Bauer (difusion en disco).

v' Determinar la CMI ( concentracién minima inhibitoria ) del extracto etandlico
de la cascara de Myrciaria dubia “Camu camu” utilizando las concentraciones
de 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750mg/ml y 1000mg/ml sobre una cepa de
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, usando la
espectrofotometria.

v' Determinar la accidon bactericida del extracto etandlico de la cascara de
Myrciaria dubia “camu camu” utilizando las concentraciones de 250 mg/ml,
500 mg/ml, 750mg/ml y 1000mg/ml sobre una cepa de Pseudomonas

aeruginosa resistente a carbapenémicos, mediante el conteo de las UFC.

1.3. Hipotesis

Hipotesis nula (Ho). No existe efecto antibacteriano In Vitro del extracto
etandlico de Myrciaria dubia sobre Pseudomona aeruginosa resistente a

carbapenémicos.

Hipotesis alterna (Ha). Existe efecto antibacteriano In Vitro del extracto
etandlico de Myrciaria dubia sobre Pseudomona aeruginosa resistente a

carbapenémicos.



Il MATERIALES Y METODOS

Il.L1. Tipoy nivel de investigacion:
Investigacion de tipo experimental, basica, prospectiva, comparativa.

Il.2.  Poblacién y muestra de estudio:
A. Poblacién:
-Poblacién objetivo: cepas de Pseudomonas aeruginosa resistente a

carbapenémicos.

-Poblacién accesible: Cepas de Pseudomonas aeruginosa resistente

carbapenémicos que fueron identificadas y certificadas por el
“Laboratorio clinico del Hospital Belén de Truijillo”.

-Criterios de seleccidn:

Criterios de inclusion
» Cepas de PARC.

» Cultivos de PARC que no han sido contaminados por alguna

otra bacteria u hongo durante el experimento.
Criterios de exclusion

» Cepas de Pseudomonas aeruginosa sensibles a los

carbapenémicos.

» Cultivos de Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenémicos contaminados por alguna bacteria u hongo

durante el experimento.

B. Muestray muestreo

Unidad de analisis

La unidad de andlisis la integro cada cepa de Pseudomonas
aeruginosa con medios de cultivo agar Muller Hinton, ademas del
extracto etandlico de “Camu camu” (elaborado de la cascara) en
las concentraciones antes mencionadas, el control positivo y

control negativo.



Muestreo

Este estuvo integrado por las UFC (“unidades formadoras de
colonias”) de Pseudomonas aeruginosa, resultado del efecto
antibacteriano.

Tamafio muestral 2%

Al tratarse de un trabajo experimental, encontramos en los
antecedentes que los diferentes estudios similares a este, utilizaron
como estandar un namero de repeticiones igual a 10. Por lo que
para darle validez y por la comodidad del investigador se haran un
namero de 10 aplicaciones (repeticiones)

Myrciaria dubia 250 mg/ml: 10 aplicaciones (repeticiones)
Myrciaria dubia al 500 mg/ml: 10 aplicaciones (repeticiones)
Myrciaria dubia al 750 mg/ml: 10 aplicaciones (repeticiones)
Myrciaria dubia al 1000 mg/ml: 10 aplicaciones (repeticiones)



Halos de
inhibicién

Conteo de
UFCy
absorbancia

—_—

.3.

Disefio de investigacion:

Grupo experimental

\%

Extracto etanélico de Myrciaria dubia

4

Grupo control
Gentamicina

Grupo control etanol

N

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

N

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

-

~.

Si efecto
antimicrobiano

No efecto

antimicrobiano

Si efecto
antimicrobiano

No efecto
antimicrobiano

Grupo experimental

\%

Extracto etandlico de Myrciaria dubia

4

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

/

Si efecto
antimicrobiano

No efecto
antimicrobiano

Grupo control
Gentamicina

Grupo control solucion
salina

N

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

N

N

Efecto antimicrobiano sobre
Pseudomonas aeruginosa

Si efecto
antimicrobiano

Si efecto
antimicrobiano

No efecto

antimicrobiano

No efecto
antimicrobiano

/

Si efecto
antimicrobiano

No efecto
antimicrobiano




[1.4. Variables

Variable Tipo Escala indice
Variable Concentraciéon (mg/ml)
independiente e 250 mg/ml
e 500 mg/ml
Concentracion  del| Cuantitativa Derazdén |e 750 mg/ml
extracto etandlico de e 1000 mg/ml
cascara de Myrciaria
dubia.
Variable Susceptibilidad-Halos
dependiente inhibitorios:
¢ Nula: Diametro < 8 mm.
Cuantitativa Derazon |e Sensibilidad limite:
considerado como el “diametro
Efecto inhibitorio entre 8 - 14 mm”.
sobre Pseudomonas e Muy sensible: considerado
aeruginosa como el “diametro entre 15 - 20
resistencia a mm”.
carbapenémicos. e Sumamente sensible: cuando
es un “diametro > 20 mm”
CMI:
Cuantitativa De razdn | Apsorbancia, medida
espectrofotometria.
CMB:
Cuantitativa De razén | conteo de “unidades formadoras de

colonias “(UFC)
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Definicién operacional de las variables

-Variable independiente

Extracto etandlico de cascara de Myrciaria Dubia.
Extracto obtenido de la cascara de Myrciaria dubia en concentraciones de
250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml y 1000 mg/ml, luego de un proceso de

maceracion en etanol.

-Variables dependientes

» Efecto inhibitorio in vitro

Facultad para detener la multiplicacion o producir la eliminacion de una
bacteria en circunstancias empiricas, el cual lo estipulamos luego de
hacer las mediciones respectivas de los “halos inhibitorios”.

» Halo de inhibicién

Diametro en mm de la zona transparente alrededor del disco, que se
valoro segun la escala Duraffourd.

Escala de Duraffourd: escala cualitativa que determina el efecto
inhibitorio in vitro, segun didmetro de inhibicién??:

0 Nula: Diametro < 8 mm.

o Sensibilidad limite: considerado como el “diametro entre 8 - 14 mm”.
0 Muy sensible: considerado como el “diametro entre 15 - 20 mm”.

0 Sumamente sensible: considerado como el “diametro > 20 mm

Concentracion minima inhibitoria (CMI)
Menor concentracion de un antimicrobiano, que inhibe el crecimiento
visible, luego de 24 horas. Se determiné con la absorbancia, haciendo uso

de la espectofometria.?%-2¢

Concentracion minima bactericida (CMB)

infima dosis del antibiético que puede exterminar las bacterias viables,
luego de 24 horas de incubacion. Fue determinada mediante el conteo de
UFCzO,ZG
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II.L5. Procedimientos y técnicas
La preparacion del extracto etandlico de Myrciaria Dubia “camu camu”
(elaborado de la cascara) se realizd con la colaboracion de un experto en
farmacognosia de la Universidad Nacional de Truijillo.
A. Recoleccién de la muestra:
Los frutos frescos de Myrciaria Dubia fueron adquiridos en Nauta, Loreto.
Ademas, se llevaron las hojas y flores al Herbario Antenor Orrego de la
Universidad Privada Antenor Orrego, para su reconocimiento taxonémico.
B. Tratamiento del material vegetal:

Myrciaria dubia: los frutos se llevaron al laboratorio de

farmacognosia de la Universidad Nacional de Truijillo.

» Lavado de muestra: previa separacion de cascaras deterioradas, se
lavaron los frutos con agua destilada y se desinfectaron con hipoclorito
de sodio al 5% por aproximadamente cinco o seis minutos. Se enjuagaron
los frutos con agua destilada nuevamente. Finalmente se pelaron, para
obtener la cascara.

» Secado: después de la desinfeccion, las cascaras se colocaron sobre
papel Kraft. Luego se pusieron en la estufa donde permanecieron por 4
dias aproximadamente a la temperatura de 40°.

» Pulverizacion: se pulverizo el material haciendo uso del molino de mano.

» Almacenamiento: guardamos el material pulverizado en un frasco
ambar con 1400 cc de etanol de 70° G.L por aproximadamente 10 dias.?®

C. Preparacion del extracto etandlico
Después el material que guardamos en el frasco se vertio en un cartucho
de papel de filtro y se coloco en el “extractor del equipo de soxhlet”, de
donde se extrajo 750 ml de etanol de 70° G.L. (el procedimiento duro 1
hora aproximadamente). Se hizo el filtrado del material, con los siguientes
tipos de papel filtro: primero “Whatman N° 41”, luego “Whatman N°4” y
finalmente “Whatmann N°2”. El resultado se llevé a secar a una camara
de secado a 40 grados centigrados. Pesamos el remanente seco y lo
pusimos a refrigerar en un frasco de vidrio de color ambar estéril a 2°
centigrados. Posteriormente se prepararon en etanol de 70°G.L las
concentraciones de 250 mg/ml, 500 mg/ml, 750 mg/ml, 1000 mg/ml. Se

usaron dichas concentraciones en base a la eficacia de estudios previos.
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Finalmente se separ6 en frascos de color ambar rotulados para cada
concentracion (dichos frascos fueron previamente esterilizados a 121
grados centigrados en el autoclave, durante 15 minutos y con
aproximadamente 15 libras de presién). Las 4 diluciones se conservaron
a 4°C hasta su posterior uso.

D. Obtencién de la cepa

E.

La cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos fue
obtenida en el laboratorio clinico del Hospital Belén de Truijillo.

Preparacién de la cepa
Luego de obtener las cepas, fueron cultivas en tubos de ensayo con tapa
rosca en el medio TSA (agar soya tripticasa) con la finalidad de tener
colonias jovenes.
Preparacion del inoculo
La cepa se diluyo con solucién salina hasta una turbidez equivalente al
estandar 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/ml)
. Determinar el efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad)
Sembrado

Usando un hisopo estéril, el cual fue embebido con el material del tubo de
cultivo preparado, conservando una distancia de diez centimetros de la
flama de un mechero, se sembré en placas Petri conteniendo Agar Miller
Hinton para Pseudomonas aeruginosa, hisopando uniformemente sobre
toda la superficie del agar y girando cada placa 60° 3 veces

aproximadamente.

Determinacion:

Luego de realizar el sembrado, se realiz6 la prueba de sensibilidad
empleando la técnica de difusion en Agar o “método de Kirby-Bauer”. Se
prepararon discos de papel filtro estériles y se les sumergié en cada una
de las concentraciones de extracto etanélico de camu camu previamente
elaborado (se usé la misma cantidad del extracto, medido con la ayuda de
una pipeta, e igual cantidad de tiempo para cada disco). Luego, con una
aguja estéril, estos discos fueron colocados sobre los cultivos en las
placas Petri preparadas previamente. Tuvimos un grupo control negativo

con etanol y otro grupo control negativo con gentamicina. Posteriormente
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I1.6.

las placas se incubaron a 37°C durante 24 horas. Se midieron los halos
de inhibicibn en mm, incluyendo el &rea del disco de papel de filtro con

una regla milimetrada. Se tuvo en cuenta la escala de Duraffourd.?*

. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se realiz6 la técnica de diluciones en tubos. Utilizamos 6 tubos de ensayo
en total, a 4 de los cuales se inoculo 0.4 ml de la bacteria ( en
concentraciones semejantes al tubo 0.5 de la escala de Mac Farland ) en
cada uno de los tubos correspondientes y 1,6 ml del extracto para cada
concentracion (250 mg/ml, 500 mg/ml , 750 mg/ml 'y 1000 mg/ml
respectivamente, no se considerd las variaciones en la concentracién del
extracto al hacer la dilucién). El quinto tubo correspondié al control con
gentamicina, se afadié 1,6 ml de gentamicina y 0.4 ml de la bacteria.
Ademas, se tuvo un control negativo de la bacteria sola sin tratamiento,
solo solucion salina, e igualmente se afadio 0.4 ml de la bacteriay 1.6 ml
de solucién salina. Para uniformizar el material, se agitd. Luego se
colocaron los tubos en la estufa a 37°C por 24 horas. Pasado este tiempo

se determiné la absorbancia mediante el espectrofotometro.?4 25 26
Concentracion minima bactericida

Determinamos las cuentas viables sembrando 0.1ml de solucion de cada
uno de los tubos en 10 placas Petri con Agar Mller Hinton, y se uso el
asa de Driglasky para dispersar la muestra; estas placas se colocaron
en estufa por 24 horas a 37°C y luego se observo el crecimiento de la
bacteria, considerandose como concentracion bactericida, a la menor
concentracion en la cual no observaremos UFC. El método se llevo a
cabo conservando una distancia de diez centimetros de la flama de un

mechero.2?®
Plan de andlisis de datos

Luego de la recopilacion de datos, se almacenaron los resultados en “el
paguete estadistico IBM SPSS Statistics 25” (base de datos). Se presentan
en los anexos usando medias y desviaciones estandar. Estos resultados

se obtuvieron mediante el andlisis de varianza (ANOVA). Posteriormente
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se utilizaron pruebas de conversiones mdultiples (DUNCAN) para
determinar las diferencias entre los grupos. Previamente se evalud el
supuesto de normalidad. Los resultados fueron considerados como
significativos si el valor-p < 0,05.

I.7. Etica

Esta investigacion tuvo en cuenta los principios de bioseguridad, ademas
de tener el cuidado con algun elemento que pueda generar dafio en el
medio ambiente (Declaracion de Helsinki).

Al realizarse un trabajo de investigacion in vitro, no hay incumplimiento de
normas éticas. Sin embargo, se respeté el reglamento ético admitido en
el sexto capitulo del cédigo ético del CMP (Colegio Médico del Peru
titulado) el cual se titula: “Del trabajo de investigacion”, principalmente el
6 Art. 48°, el cual enuncia la fidelidad en la difusion de datos alcanzados

en la investigacion.?®

El estudio conto ademas con la autorizacion del comité de investigacion y
ética de la universidad Privada Antenor Orrego, con la resolucion N°090-
20109.

[I. RESULTADOS

Una vez realizado los tratamientos in vitro de M. dubia sobre Pseudomonas

aeruginosa resistente a carbapenémicos (PARC) determinamos:

En la tabla n°1 y grafica n°1, donde podemos apreciar que el mayor halo de
inhibicién (25.72 mm) se presentd con el disco que tenia el extracto con mayor
concentracion de 1000 mg/ml y el menor halo de inhibicion (12.43 mm) con el
disco que tenia la menor concentracién de 250 mg/ml. El halo inhibitorio obtenido

con el etanol fue nulo (6mm, tamafio del disco).

En la tabla n°2 (andlisis de varianza segun los halos de inhibicién), y en la tabla
de la prueba Duncan (anexos), encontramos que existe diferencia
estadisticamente significativa entre los didmetros de los halos de acuerdo a la

concentracion del extracto etandlico de M. dubia utilizada (P < 0,05).
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Con respecto a la CMI (tabla 3) observamos, con el uso de la espectrofotometria
que la concentracion 100% presenté mayor absorbancia (0,830 A). La CMI fue

con la concentracién al 75 %.

La CMB (tabla 4 y 5) del extracto etandlico de M.dubia sobre PARC fue del 100%
(2000 mg/ml), concentracién a la que no se produce ninguna UFC(0.0 UFC/ml).

En latabla n® 7 se observa el andlisis de varianza de los bloques segun el conteo
de UFC encontrandose igualmente diferencias significativas.
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TABLA 1: Andlisis Descriptivo para el Efecto Antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu
camu” en las concentraciones de 250,500,750 y 1000 mg/ml, Control Gentamicina y Control
etanol sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, seguin halos de Inhibicion
(mm).

Halos de inhibicién (mm) para

cada concentracién del extracto ni Promedio Desv. Est.
etandlico mg/ml

Control etanol 10 6.00 0.00
Control Gentamicina 10 25.61 2.36
250 mg/ml 10 12.43 1.64
500 mg/ml 10 15.51 0.52
750 mg/ml 10 19.31 0.71
1000 mg/ml 10 25.72 2.10

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

GRAFICO 1: Grafico de Medias
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Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019
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TABLA 2: Andlisis de Varianza para el Efecto Antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu
camu” en las concentraciones de 250,500,750 y 1000 mg/ml, Control Gentamicina y Control
etanol sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, seguin halos de Inhibicion
(mm).

FV SC gl CM F P
Entre grupos 2985.96 5 597.19 265.71 0.0000
Dentro de grupos 121.37 54 2.25
Total 3107.33 59

FV: Fuente de varianza, SC: suma de cuadrados, gl: grados de libertad, CM: cuadrados medios,
F: valor F, P: valor P

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

TABLA 3: Absorbancia determinada por espectrofotometria (CMI)

Concentracion
del extracto Absorbancia
etanodlico %
25 0.19A
50 0.232 A
75 0.535 A
100 0.83 A
Gentamicina 0.53 A
Solucién salina 0.022 A

Longitud de onda: 530 nm

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afo 2019
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TABLA 4: Andlisis Descriptivo para el Efecto bactericida de Myrciaria dubia “camu camu”
en las concentraciones de 250,500,750 y 1000 mg/ml, Control Gentamicina y Control etanol
sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, segin UFC.

Concentracioén del extracto

etandlico mg/ml ni Promedio Desv. Est.
Solucién Salina 10 1.0x10° 0.00
Control Gentamicina 10 1.00 1.05
250 mg/ml 10 1.80 1.62
500 mg/ml 10 0.50 0.85
750 mg/ml 10 0.30 0.48
1000 mg/ml 10 0.00 0.00

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

GRAFICO N°2: Grafico de Medias
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Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

19



TABLA 5: Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB) de Myrciaria dubia
“camu camu” sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos

Concentraciéon del | Promedio de UFC Observaciones
extracto etanolico

250 mg/ml 1.80

500 mg/ml 0.50

750 mg/ml 0.30

1000 mg/ml 0.00 CMmB

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

TABLA 6: Andlisis de Varianza para el Efecto Antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu
camu” en las concentraciones de 250, 500,750 y 1000 mg/ml, Control Gentamicina y Control
etanol sobre Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos, segin UFC.

FV SC gl CM F P
Entre grupos 19.88 4 4.97 5.30 0.0014
Dentro de grupos 42.20 45 0.94
Total 62.08 49

*No se incluy® la solucién salina

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019
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V. DISCUSION

La siguiente investigacion demostré la actividad antimicrobiana del
extracto etandlico de Myrciaria dubia frente a Pseudomonas aeruginosa
resistente a carbapenémicos en donde se usé el “método de Kirby y Bauer”

(difusion en disco), determinando la CMI y su actividad bactericida.

Obtuvimos un efecto dosis- dependiente en la susceptibilidad
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos frente al extracto
etandlico de M. dubia (tabla 1). El efecto fue significativamente mayor con los
discos que tuvieron las concentraciones de 50%, 75% y 100%, comparando los
halos de inhibicién de las cuatro concentraciones de acuerdo a la “escala de
Duraffourd”. Ademas, dicha diferencia fue significativa entre las dosis del
extracto, ya que p<0,05 datos mostrados en la tabla 2. Reafirmamos ademas el
efecto antimicrobiano de la planta, al encontrase efecto nulo con el control
usando etanol puro, el cual fue usado para la elaboracién del extracto. Estos
resultados contrastan con los efectos encontrados por Mori y col (2010) quienes
encontraron resistencia de Pseudomonas aeruginosa no resistente a las
concentraciones de 800 mg/ml, 700 mg/ml y 600 mg/ml del extracto
hidroalcoholico de Myrciaria dubia, encontrandose 6mm como promedio de las
medidas de los halos de inhibicién, cabe recalcar que no se especifica el
promedio para cada concentracion, por lo que solo se hace una comparacion del
efecto antimicrobiano de una manera global contra S. aureus con el resultado
obtenido contra E. coli y P. aeruginosa; en este trabajo se encontré un minimo
valor promedio de 12 mm para los halos de inhibicién del extracto al 25% (250
mg/ml), mientras que se encontré un valor promedio maximo de 26 mm al
100%(1000mg/dl) que es homogéneo con el grupo control con gentamicina, es
decir son estadisticamente semejantes (p>0,05). Esto probablemente se debe a
gue existen diferencias en la elaboracién del extracto, ya que estos autores
utilizaron las hojas y corteza de M. dubia, mientras que en nuestro trabajo se uso
la cascara de este fruto. Ademas, en este trabajo se pes6 2,5 g de extracto
liofilizado en 2,5 ml de agua destilada estéril para obtener la solucién stock con

una concentracion de 1000 mg/ml a partir de la cual se prepararon las
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concentraciones de: 500 mg/ml, 600 mg/ml, 700 mg/ml y 800 mg/ml, mientras
gue nosotros trabajamos con 300 gramos de material pulverizado, el cual se
macero en 1400 ml de alcohol al 70° a partir del cual se preparé las
concentraciones de 250 mg/mL, 500 mg/mL, 750mg/ml y 1000 mg/ml.6

En cuanto a la CMI (tabla 3), la concentracion a 100% (1000 mg/ml),
presentd mayor absorbancia (0,830 A) es decir presentd menor concentracion
de la bacteria en comparacion de la lectura inicial del blanco (tubo con solucion
salina) que tuvo una absorbancia de 0,022 A es decir mayor concentracion del
patégeno. La CIM fue al 75% con respecto a la absorbancia obtenida en el tubo
control con gentamicina. El método usado en nuestro estudio para la CMI
contrasta con otros estudios que utilizan otros métodos para su determinacion,
como la medicion visual. Sin embargo, el método que usamos seria mas

objetivo.?®

En cuanto a la CMB, como podemos apreciar en latabla 4y 5, fue al 100%
(1000 mg/ml), ya que a esta concentracion se obtuvo 0.0 UFC/mI, no obstante,
con las cuatro concentraciones se demostré un buen efecto inhibitorio en
comparacion con el grupo control del inoculo con solucion salina en el cual se
obtuvo un recuento alto de 10° UFC/ml. Esto difiere de la investigacion de Mori
y col (2010), en la cual se encontro resistencia a las diferentes concentraciones,
pero no especifican el conteo de UFC para cada concentracién que usaron. Es
importante tener en cuenta que estas diferencias se deben probablemente a que
las hojas y la cascara de M. dubia tienen diferentes concentraciones de
compuestos fendlicos, ademas de ser estos distintos entre si. Por otro lado, a
pesar que el tipo de agar podria influir en la capacidad con la que difunden las
sustancias e incluso podria haber una interaccion con los principios activos del
extracto o ser el pH de un medio diferente al otro, en la investigacion realizada
por Mori y col (2010) se us6 el mismo agar que en nuestro trabajo. Ademas, en
nuestro trabajo se uso6 una cepa de Pseudomonas resistente a carbapenémicos,
una cepa de dificil tratamiento en comparacion con la otra investigacion quienes

usaron una cepa simple.®

En cuanto a Flores y col (2017) evaluaron la actividad inhibitoria de

extractos polifendlicos de cascara de Myrciaria dubia frente a Erwinia carotovora
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subsp carotovora y Pseudomona cichorii, usando la misma parte del fruto que
nuestro estudio. Lo mantuvieron en maceracion por tan solo tres dias a
diferencias de nuestro estudio en cual el proceso de maduracién duro 10 dias
aproximadamente. Entre otras diferencias encontramos que en este estudio se
utilizé para la maceracion acetona, etanol y cloroformo, mientras que en nuestro
estudio solo se utilizo etanol. Otra diferencia importante se encuentra en el Agar
utilizado, ya que en ese estudio se utilizé agar nutritivo, mientras que en nuestro
estudio se us6 agar Muller Hinton. Por lo cual es preciso mencionar que el agar
nutritivo es un medio simple comprado con el que usamos en este trabajo y como
se menciond en el parrafo anterior el tipo de agar puede influir en los principios
activos de nuestro extracto. En dicho estudio ademas se elaboraron las
concentraciones de 10%, 30% y 50%, las cuales también difieren de las
concentraciones usadas en nuestro estudio, que como ya se menciond se
tomaron en cuenta por la efectividad encontrada en estudios previos. En cuanto
a los resultados obtenidos con el extracto etandlico se encontraron halos de
inhibicién al 50% de 18 mm en promedio, los cuales fueron superiores a los de
nuestro estudio, ya que obtuvimos un promedio de 15.51 mm (Tabla 1) a la
misma concentracion de 50%. Cabe mencionar que en dicho estudio no se
hicieron otras pruebas como la concentracion minima inhibitorio o la

concentracion minima bactericida para poder contrastar con nuestro estudio.33

En cuento a la actividad antimicrobiana de Myrciaria dubia ha sido
demostrada en algunos trabajos previamente, pero no contra cepas de bacterias
resistentes. Castillo y col (2013) demostré su actividad antimicrobiana contra
sobre cepas de Staphylococcus aureus y Candida albicans. Trabajaron con la
cascara de camu camu, y con las mismas concentraciones de 25%, 50%, 75% y
100%. Determinaron su susceptibilidad y concentracion minima inhibitoria, pero
no la concentracion minima bactericida a diferencia de nuestro estudio. Sin
embargo, ellos determinaron que la concentracion minima inhibitoria fue del 75%
contra la bacteria con el método del conteo de UFC, lo cual difiere de nuestro
estudio, ya que, en nuestro caso, fue determinado por espectofometria. En
nuestro estudio se determind la concentracion minima bactericida usando el
conteo de UFC. En cuanto a los halos de inhibicion, fueron maximos al 100%

con un promedio de 23.69 mm, sin embargo, en nuestro estudio a la misma
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concentracion se encontraron halos de 25,72 mm a pesar de haber usado una
cepa resistente. Esto posiblemente se diferencia en el método utilizado para la
elaboracién del extracto ya que ellos utilizaron tan solo 20 gr de céscara
pulverizada en 30ml de etanol al 96°y finalmente extrajeron 150 ml, mientras que
en nuestro estudio utilizamos 300 gr de cascara pulverizada con 1400 ml de
etanol al 70° y extrajimos 750 ml para la elaboracién de las diferentes

concentraciones.2°

A pesar que no existen estudios previos de la actividad antimicrobiana de
plantas medicinales contra Pseudomonas resistente a carbapenémicos, si se
han realizado estudios con otras bacterias resistentes. Tam y col (2015)
determind que S. aureus meticilino resistente, fue sensible a las cuatro
concentraciones del extracto etandlico de cascara de Citrus limo (limén), al
comparar los halos de inhibicién segun la escala de Duraffourd. Sin embargo, no
se determinaron la CMI, ni la CMB, a diferencia de nuestro estudio. Ademas,
Castillo y col (2017) demostraron la actividad antimicrobiana de extracto total de
hojas de Cucurbita moschata, encontrando que S. aureus meticilino resistente
fue sensible al extracto hexanico, pero se demostré que el extracto etanolico del

mismo no obtuvo inhibiciéon significativa frente a este patdgeno.3* 35

La actividad antibacteriana de camu camu, se puede explicar por su gran
contenido de compuestos fendlicos, sobre todo flavonoides, los cuales son
capaces de inhibir la sintesis de acidos nucleicos, en lo cual los autores sugieren
gue el anillo B de flavonoides seria el principal responsable de la inhibicion de la
sintesis del ADN y ARN. Es importante mencionar a las catequinas, un tipo de
flavonoides, que son capaces de producir dafios en la membrana celular
bacteriana, lo cual puede explicarse por dos teorias: perturban la bicapa lipidica,
al penetrar de una manera directa o también pueden producir una interrupcion
en la funcidn de barrera, una vez ocurrido esto, van a ocasionar la salida de los
componentes celulares. En cuanto a los licocalcones (también flavonoides),
inhiben a la NADH-citocromo reductasa y de esta manera inhiben el metabolismo

energético.%®

Los resultados encontrados en este trabajo apoyan con nueva evidencia

en el campo de la investigacion tanto clinica como farmacolégica, lo cual

24



constituye alternativas eficientes de tratamiento con el beneficio de ser muy
efectivas y de bajo costo, para poder tratar infecciones como las producidas por
el patdgeno estudiado en esta investigacion. Incluso esto podria aplicarse en
estudios in vivo que permitan desarrollar ain mas las investigaciones

farmacoldgicas de este fruto.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Myrciaria dubia “camu camu” si tiene efecto
antimicrobiano in vitro contra cepas de Pseudomonas aeruginosa

resistente a carbapenémicos.

PARC es susceptible al extracto etandlico de la cascara de Myrciaria

dubia “Camu camu” en las 4 concentraciones utilizadas.

La concentraciéon minima inhibitoria del extracto etandlico de la cascara

de Myrciaria dubia “Camu camu” contra cepas de PARC fue de 25%.

La concentracion bactericida del extracto etandlico de la cascara de

Myrciaria dubia “Camu camu” contra cepas de PARC fue de 100%
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VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere la realizacion de otros estudios para conocer mas del
espectro de actividad antimicrobiana de Myrciaria dubia.

Seria conveniente realizar otro tipo de extractos de cascara Myrciaria
dubia, para poder comparar su efectividad antimicrobiana.

Se recomienda el uso de Myrciaria dubia para un estudio in vivo donde
se pueda evaluar la efectividad que puedan tener sus componentes
activos, asi como también poder determinar su dosis terapéutica en

humanos.
Se sugiere finalmente tener en cuenta que puede haber variaciones

en la concentracion del extracto etandlico, al hacer el método de

diluciéon en tubos, lo cual no se tuvo en cuenta en nuestro estudio.
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VIIl.  ANEXOS

ANEXO 1
FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Diametros de halos de inhibicién en mm del extracto etanélico de M. dubia
en cuatro concentraciones sobre P. aeruginosa resistente a

carbapenémicos. Control: Gentamicina

Halos de inhibicion en mm
del efecto inhibitorio in Control Control
. .. 25 50 75 100 .
vitro de Concentracion del vancomicina | etanol
extracto etandlico %
1 [15.01]15.99(18.54| 25.01 | 25.01 6.00
2 [11.02]|16.01|20.01| 25.09 |24.02 6.00
3 [13.02|16.01|19.46| 23.59 |25.01 6.00
4 |15.01(14.98|20.02( 23.53 |25.01 6.00
NGmero de 5 [11.03]15.99(19.98| 25.01 |(30.01 6.00
repeticiones 6 |11.04|15.03(18.02] 29.95 |24.02 6.00
7 [13.05]/16.01|19.01| 25.09 |24.02 6.00
8 (13.02]14.94(20.01| 25.98 |30.01 6.00
9 (11.03]15.03(19.21| 28.92 |24.02 6.00
10 (11.02(15.06|18.82| 25.01 |(25.01 6.00
Promedio 12.43|15.51|19.31(25.72 |25.61 6.00

Fuente: Datos obtenido por el investigador, afio 2019
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

UFC del extracto etano6lico de M. dubia en cuatro concentraciones sobre P.

aeruginosa resistente a carbapenémicos. Control: Gentamicina

Concentracion del extracto Control Cont_r ,O I
L 25 50 75 100 . solucion
etandlico % gentamicina .
salina
1 |3 2 1 0 0 1.0 x 10°
2 |2 1 0 0 0 1.0 x 10°
3 |2 0 0 0 2 1.0 x 10°
4 |0 0 0 0 0 1.0 x 10°
Nimero de 5 |0 0 1 0 2 1.0 x 10°
repeticiones 6 5 0 0 0 0 10 X 109
7 0 2 0 0 2 1.0 x 10°
8 1 0 0 0 0 1.0 x 10°
9 2 0 0 0 2 1.0 x 10°
10 |3 0 1 0 2 1.0 x 10°
Promedio 1.8 0.5 0.3 0 1 1.0 x 10°

Fuente: Datos obtenido por el investigador, afio 2019
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Prueba de Duncan, halos de inhibicion

ANEXO 3

Concentracién de
extracto etandlico
mg/ml

Control etanol
250 mg/ml
500 mg/ml

750 mg/ml

Control
Gentamicina

1000 mg/ml

ni

10

10

10

10

10

10

Grupos para alfa = 0.05

G1 G2 G3 G4 G5
6.00
12.43
15.51
19.31
25.61
25.72

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019

Prueba de Duncan, UFC

Concentracion de
extracto etandlico
mg/ml

1000 mg/ml

750 mg/ml

500 mg/ml

Control Gentamicina

250 mg/ml

ni

10

10

10

10

10

Grupos para alfa = 0.05

Gl G2 G3
0.00
0.30 0.30
0.50 0.50
1.00 1.00
1.80

*No se incluy6 la solucién salina

Fuente: Datos obtenido por el investigador, UPAO afio 2019
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ANEXO 4

FASE 1: ELABORACION DEL EXTRACTO

PESADO DE LAS CASCARAS (3KG)

SECADO EN LA ESTUFA A 40°
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PULVERIZACION Y PESADO DEL MATERIAL

PREPARACION DEL MACERADO
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FILTRADO
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FASE 2: DETERMINACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO

Sembrado

Método de Kirby-Bauer
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PASADAS 24 HORAS:

Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI)

Técnica de diluciones en tubos
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Determinar la concentracién minima bactericida (CMB)

CONTEO DE UFC
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