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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion es de tipo trasversal con disefio experimental, se realiz6
con el propdsito de determinar el efecto antimicrobiano in vitro de tres concentraciones
2.25 %; 6.7 % y 9 % del extracto hidroalcohdlico de hojas de Psidium guajava L
“guayaba” frente a  Staphylococcus aureus. La muestra estuvo constituida por 20
medios de cultivos de Staphylococcus aureus. Se utilizaron cuatro grupos, tres
experimentales inducidos con extracto de hoja de Psidium guajava L “guayaba”, y un
control positivo con ciprofloaxacino. Para la recoleccion de datos se utilizé el método de
Kirby Bauer (difusion en disco) prueba que permitié medir la susceptibilidad In Vitro de
los microorganismos patogenos. El andlisis de los resultados se realizd en el programa SSPS
version 25, a través de la prueba estadistica Kruskal Wallis; p< 0.05. Se determiné que el
efecto antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico de hoja de Psidium guajava a
concentraciones 2,25 %; 6.7 % y 9 % mostraron didmetros de halos de inhibicion en
cultivos de Staphylococcus aureus, con valores 0.00 mm; 8,15 + 0,745 mm; 12,25 +
0,851 mm respectivamente; en comparacion con el efecto antimicrobiano de
ciprofloxacino que fue 23,35 + 1,137 mm. Se concluye que el mayor efecto
antimicrobiano de Psidium “guajava’ Guayaba fue en la concentracion de 9% frente

a Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Psidium guajava, Staphylococcus aureus, flavonoides.
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ABSTRACT

The present research was transversal type with experimental design; it was carried out with
the purpose of determining the antimicrobial effect in vitro with three concentrations 2.25
%; 6.7 % and 9 % of the hydroalcoholic extract of leaves of Psidium guajava L "guava"
against Staphylococcus aureus. The sample consisted of 20 cultivates of Staphylococcus
aureus. In the experiment were used four groups, three so-called experimental ones induced
with leaf extract of Psidium guajava L "guayaba", and a positive control group with
administration of ciprofloxacin. To collect the data the Kirby, it was used the Kirby Bauer
method. The analysis of the results was carried out in the program SSPS version 25, through
the Kruskal Wallis statistical test; p <0.05. It was determined that the effect of three
concentrations (2.25 %, 6.7 % and 9 %) of the hydroalcoholic leaf extract of Psidium
guajava, whose values were 2.25 % = 0.00 mm; 8.15 = 0.745 mm; 12.25 + 0.851 mm; and
as for ciprofloxacin 5 mcg = 23.35 = 1,137 mm. It concluded that the highest antimicrobial
effect of Psidium "guajava” Guava was in the concentration of 9 % against Staphylococcus

aureus.

Key Words: Psidium guajava, Staphylococcus aureus, flavonoids.



INTRODUCCION

Los microorganismos proviene del griego formado por “mikro” que significa
pequefio y “Organon” quiere decir 6rgano. Localizandose en todo habitat de la tierra,
creciendo en el suelo, en manantiales calientes y acidos. Algunos microorganismos
pueden incluso permanecer en las condiciones extremas®.

Se sabe que en el cuerpo humano hay numerosas células bacterianas como en la piel
y en el tracto digestivo. El sistema inmune hace que el microorganismo sea
inofensivo o beneficioso, como algunas que pueden causar enfermedades infecciosas.
Para ello se suele utilizar diferentes tipos de antibi6tico ya que se han comprobado
cientificamente que inhiben contra las bacterias?.

Una de las plantas mas vistas y obtenido por su efecto antimicrobiano y por su valor
nutricional es la planta de Guayaba cuyo nombre cientifico es Psidium guajava L.
Esta planta corresponde a la familia de las Mirtaceas, se han encontrado mas de 3.000
especies de arboles. En el Pert la produccion de guayaba se da en las provincias de:
Loreto, Huanuco, San Martin, Junin, Cuzco y Lima (Chosica)®.

Las enfermedades que atacan al estbmago y al intestino son generalmente
ocasionadas por bacterias, hongo, parasitos y virus.

La composicion quimica del género Psidium muestra la presencia de saponinas,
sapogeninas, elagitaninos y triterpenos. Ademas, vitamina C, cariofileno,
carbohidratos, taninos, flavonoides, triterpenoides, esteroides, alcaloides,
benzofenona, galoil-glicésido, guaijaverin, quercetina-glicésidos, morin-3-O-
lixdsido, el morin-3-O-arabindsido®.

El presente estudios se enfoca en determinar la actividad antimicrobiana in vitro del
extracto hidroalcoholico de hojas de Psidium guajava L “guayaba”, frente a la
bacteria Gram positivo Staphylococcus aureus y con ello demostrar si tienen o no un

efecto antimicrobiano.


https://www.monografias.com/trabajos/bacterias/bacterias.shtml
https://www.monografias.com/trabajos901/habitat-cooperativismo-redefinicion-politicas-publicas/habitat-cooperativismo-redefinicion-politicas-publicas.shtml
https://www.monografias.com/trabajos15/origen-tierra/origen-tierra.shtml
https://www.monografias.com/trabajos6/elsu/elsu.shtml
https://www.monografias.com/trabajos5/aciba/aciba.shtml

Martinez L, et al® en Cuba 2015; evaluaron la actividad antimicrobiana y
antifungica de extracto fluido al 40 % (etanol al 40 %) de Psidium guajava L.
mediante el método de difusion en agar a una concentracion de 107 mg/ml; para ello
utilizaron microorganismos gram positivos como Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis; y clostridiem tetani, concluyendo que el extracto de Psidium guajava L.
frente a S. aureus se evidencia una respuesta antimicrobiana obteniendo como
resultado final un halo de 12 mm con respecto al resto de microorganismo que
obtuvieron menor didmetro en los halos.

Torres M, et al® en Cuba 2015; se estudid el efecto antimicrobiano in vitro del
extracto acuoso de hojas de Psidium guajava L. mediante el método de Kirby Bauer
contra Bacillus antracis, Staphylococus aureus y clostridium tetani. Se trabajé con
concentraciones de 100 mg/ml, 200 mg/ml y 400 mg/ml, lo que concluyeron que el
extracto hidroalcohdlico de las hojas de Psidium guajava L. presenta mayor efecto
antimicrobiano frente Staphylococus aureus, dando como resultado halos de 13 mm
por lo que se atribuye a la presencia de taninos en las hojas de la planta de guayaba.
Oranday J, et al” en México 2015; desarrollaron la actividad antimicrobiana de
extractos de plantas pertenecientes a las familias Myrtaceae (Syzygium aromaticum,
Eucalyptus camaldulensis, y Psidium guajaba) y Lauraceae (Cinnamomum
zeylanicum) con tres solventes (etanol, agua y acetona) de distinta polaridad sobre
bacterias causantes de enfermedades gastrointestinales, mediante el método de
difusién en placa con discos de papel filtro, con concentraciones de 25 mg/ml, 75
mg/ml y 100 mg/ml. Como resultado observaron halos de 10 mm frente a
Staphylococcus aureus ATTC 25923 y clostridium tetani.

Vieira M, et al® en Brasil 2015; en su estudio de la actividad antimicrobiana de los
extractos de etanol, de agua y de acetona de hojas de guayaba y hojas de papaya.
Utilizando cepas de Staphylococus aureus para su ensayo, con concentraciones de 25
mg/ml, 50 mg/ml y 100 mg/ml. Los extractos de hojas de papaya (Carica papaya
Linn) no mostro actividad microbiana mientras que los extractos de hojas de guayaba
(Psidium guajava L) mostro halo superior a 13 mm de diametro.

Carvalho G, et al® en Brasil 2016; realizo un estudio de la actividad antimicrobiana
in vitro del extracto hidroalcohélico de hojas y ramas de Psidium guajava L. sobre
bacterias gram-positivo (Staphylococus aureus, Bacillus antracis y clostridiun

tetani), a concentracion de 100 mg/ml; para lo cual utilizaron el método Kirby Bauer;



concluyendo que el extracto hidroalcohdlico de hojas de Psidium guajava L. presenta
una mayor actividad antimicrobiana frente a Staphylococus aureus teniendo un halo
de 12 mm.

Gonzales R'%en Brasil 2016; evaluaron la accion antimicrobiana hidroalcohdlica de
hojas de guayaba frente a bacterias como: Staphylococcus aureus y clostridium
tetani, en lo que se trabajé con unas concentraciones de 25 mg/ml y 50 mg/ml.
Indicaron que fue el mas inhibido por Staphylococcus aureus en dichos extractos

teniendo halos de 12.4 mm, gracias a su composicion quimica de dicha hoja.

La guayaba corresponde a la familia de las Mirtaceas, es un arbol que tiene como
estructura fisica: su hoja mide de 3 a 6 de largo, su tallo es grueso y en tiempo de
otofio brota una flor grande con pétalos de color blanco. Se clasifica por ser una planta
muy larga, con hojas de color verde oscuro, posee raiz y tallo, también tiene flores y
semillas, viene de la familia Myrtaceae y de especie Psidium guajava.?

En espafiol y en portugués es conocida como guayaba, guayabo y en el Peru es
conocida mayormente como guayaba. El géenero Psidium guajava es natural de
América tropical®?,

Los primeros en conocer este vegetal fueron los mexicanos que le dieron como
nombre xalxo6cotl (en idioma nahuatl) que significa “fruto duro-acido” (xocotl) y
“arenoso” (xalli). Al ver que el fruto fue comercializado, tantos portugueses como
espanoles llevaron semillas para ser sembradas y luego ellos mismo ser exportados a
diferentes paises. Fernandez de Oviedo en su obra “Historia General y Natural de las
Indias” llamé como guayaba al fruto de este arbol®3. La primera publicacion cientifica
sobre las propiedades de la guayaba data de 1949 a partir de los trabajos de Colliére
quien descubri6 propiedades bacteriostaticas del extracto acuoso.*

En 100 g del fruto contiene: 69 kcal, agua 80,6 g; proteinas 1g; lipidos 0,4 g;
carbohidratos 17, 3 g; fibra 5.6 g.X* En cuanto a la raiz, corteza, fruto, flor y hoja;
cada uno contiene diferentes componentes quimicos; es por ellos que solo nos
centraremos en la composicion quimica de la hoja ya que contiene: como vitamina
C, aceite esencial, carbohidratos, taninos, flavonoides, esteroides y alcaloides asi
mismo compuestas del Aceite esencial cariofileno, nerolidiol, beta - bisaboleno,
aromandreno, p — selineno y contienen ademas beta sitosterol, triterpenoides,

leucocianidinas y alrededor de un 10 % de taninos. En cuanto a sus beneficios tanto



en taninos como los flavonoides tiene propiedades antimicrobianas, antioxidante,
antiinflamatorio?®.

El principio activo de la hoja de guayaba es gracias al &cido ascorbico, tiamina,
riboflavina y calcio, aceite esencial: extraido de sus hojas contiene cariofileno,
nerolidiol, sitosterol y &cido ursdlico. Y gracias a los aceites esenciales de la hoja de
guayaba actda contra diferentes tipos de bacterias como salmonella, Staphylococcus
aureus Yy escherichia coli, en lo que ayuda a inhibir el crecimiento o proliferacion de
bacterias?’.

El extracto hidroalcohdlico es una sustancia concentrada de consistencia liquida que
se obtiene de una planta por distintos procedimientos.

Staphylococcus aureus principalmente esta en la zona de la piel y genitales externos
y rara vez en el colon y la vagina. También puede presentarse algunas infecciones en
el torrente sanguineo por medio de una abertura de la piel infectando a otros érganos
como: pulmones, huesos, sistema nervioso, corazon y las articulaciones. Es un
microorganismo Gram positivo de forma esférica, de aproximadamente 1um de
didmetro. Son anaerobios facultativos, crecen bien a 37°C en 24 horas de incubacion
en medios simples. Sus colonias son cremosas, generalmente de color amarillo
dorado, de alli su nombre aureus, aunque algunas cepas no causan pigmento y se
observan de color blanco.!®

El ciprofloxacino es una quinolona de segunda generacién (agentes con actividad
antimicrobiana), actla contra diversas bacterias, incluyendo: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Shigella,
Salmonella, entre otros. Es usado para el tratamiento de diferentes infecciones entre
ellas para las diarreas y colicos estomacales.*®

El antibiograma es la prueba microbioldgica que se realiza para determinar la
susceptibilidad (sensibilidad o resistencia) de una bacteria a un grupo de antibidticos,
Asi mismo el antibiograma sirve para determinar si una bacteria es resistente o
sensible a un extracto determinado. Tiene ademas un interés terapéutico Yy

epidemiol6gico®

Por lo previamente manifestado en el presente estudio se plantea el siguiente
problema ¢ Cual es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto hidroalcohdlico de

hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” frente a Staphylococcus aureus?



Esta investigacion se realizd con el objetivo de determinar la capacidad
antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de hoja de Psidium guajava L.
“Guayaba” frente a una cepa de Staphylococcus aureus.

El principio activo de la hoja Psidium guajava L. “Guayaba” se debe a los taninos
(9-10 %), contiene grasa (6 %), &cido maslinico y eldgico, triterpenoides, &cidos
organicos y flavonoides derivados de la quercitina como guayaverina.?:.

Se han demostrado estudio que alta presencia de taninos, flavonoides y quercitina
que presenta la hoja de guayaba ayuda a inhibir el crecimiento antimicrobiano, este
estudio también contribuye a ser parte de la medicina alternativa ya que por su misma
composicion y propiedades de la hoja de Psidium guajava favorece a excluir
problemas que causan afecciones a la piel y estomacales ya que muchas veces
tenemos el contacto con microorganismo, también se utiliza como hipoglucemiante,
reducir los niveles de colesterol y por su alta concentracién en antioxidantes se
encarga en combatir los efectos de los radicales libre 22,

Es por ello que se quiere demostrar el efecto antimicrobiano del extracto de hoja de

guayaba frente a la bacteria Staphylococcus aureus.

Para responder al problema de investigacion se plantea como hipotesis alterna: El
extracto hidroalcoholico de hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” tiene mayor
efecto antimicrobiano in vitro frente a Staphylococcus aureus. Y como hipotesis
nula: El extracto hidroalcohdlico de hojas de Psidium guajava L. “Guayaba” no tiene

efecto antimicrobiano in vitro frente a Staphylococcus aureus.

Como objetivo principal sé planteo: Determinar el efecto antimicrobiano in vitro de
tres concentraciones 2.25 %, 6.7 % y 9 % del extracto hidroalcohélico de hojas de
Psidium guajava L “guayaba’ frente a Staphylococcus aureus. Y como objetivos
especificos fue:
e Determinar los didmetros de halos de inhibicion en cultivos de
Staphylococcus aureus por efecto de tres concentraciones del extracto de hoja
de Psidium guajava “Guayaba” (2,25 %, 6.7 % y 9 %)



e Comparar el efecto antimicrobiano de tres concentraciones (2,25 %, 6.7 % y
9 %) del extracto de Psidium guajava L ‘“guayaba” con el antibidtico

ciprofloxacino en cultivos de Staphylococcus aureus.

II. METODO

2.1. Tipoy disefio de investigacion

El presente estudio es de tipo experimental con estimulo creciente, comparativo,

transversal.?

GO---------- O---X (grupo control)
Staphylococcus aureus: G1 -------- X1 =emmenes o1

G2 -------- X2 —---m--- 02

G3--------- X3 --mnmnmo- 03

G4 --------- Ciprofloxacino-------- o4

GO0-4: Placas Petri con Staphylococcus aureus.

Donde:
X1= Extracto de la hoja de guayaba al 2.25 %
X2 = Extracto de la hoja de guayaba al 6.7 %
Xs= Extracto de la hoja de guayaba al 9 %
X4= Ciprofloxacino (Control positivo)
O: Medicion de halo formado, post aplicaciéon del extracto de hoja de
guayaba.

2.2.  Operacionalizacion de variables

Variables:

Dependiente

. Efecto antimicrobiano in vitro frente a Staphylococcus aureus.
Independiente

. Extracto hidroalcohdlico de Psidium Guajava L. " Guayaba™



Operacionalizacion

Variable Definicion Definicion Indicadores Escala
conceptual operacional de
medicion
Hoja de Psidium | Es un arbol | Se elabord | Concentracion 2.25% | Nominal
guajaba l. gﬁe :1?51 eﬁfrr:gns extracto Concentracion 6.7%
“guayaba” 6m. (hasta 10 m.) | hidroalcohélic | Concentracion 9%
de altura.? - . .
0 de Psidium | Ciprofoxacino 5 mcg
Guajava
“Guayaba”, a
partir del cual
se prepard6 3
soluciones.
Efecto Produce la | El efecto Milimetros
antimicrobiano in | muerte o impide | antimicrobiano (mm) Cuantitativa
vitro en cepas de | el crecimiento de | evidenciado De
Staphylococcus la bacteria S. | mediante el razén
aureus aureus didmetro  del
Se observa | halo de
mediante la | inhibicion del
formacion de | crecimiento de
halo de | Staphylococcu
inhibicion S aureus
alrededor de cada
Cepa.®
2.3. Poblacion y muestra

Poblacion: Staphylococcus aureus procedente de la escuela de Medicina de la

Universidad Nacional de Trujillo.

Psidium guajava “Guayaba” procedente del Jardin Botanico “Manuel Hernandez”
Del Distrito De Truijillo.




Muestra: Se utiliz6 20 cultivos de Staphylococcus aureus.

Se utilizé 530 g de hoja se Psidium “guajava” procedente del Jardin Botanico

“Manuel Hernandez” Del Distrito De Trujillo.

Unidad de analisis: Cada uno de los cultivos de Staphylococcus aureus

Método de muestreo: Para el caso de Staphylococcus aureus probabilistico, por lo

que se evaluaron el crecimiento en cada placa Petri y para el caso de Psidium

“guajava’ no es probabilistico. Se considera por conveniencia.

Criterios de inclusion:

o Cultivo de Staphylococcus aureus viable obtenida del laboratorio de
Microbiologia de la Universidad Nacional de Truijillo.

o Hoja de Psidium “guajava” Guayaba, obtenida del Jardin botanico “Manuel
Hernandez” del distrito de Trujillo.

Criterios de exclusion:

. Cultivo de Staphylococcus aureus contaminados.

. Hoja de Psidium guajava en mal estado.

Técnicas e instrumento de recoleccién de datos

2.4.1. Técnica de recoleccion de datos

La técnica la que se utiliz6 para el trabajo de investigacion fue la observacion

2.4.2. Instrumento

Se utilizé una ficha de recoleccién de datos (anexo 02) que tuvo como finalidad
recopilar los didmetros de los halos de inhibicidn en dichas concentraciones que
se observaron en el laboratorio de la Universidad César Vallejo; la misma que por
sus caracteristicas no requiere ser validado.

Procedimiento

El procedimiento para la recoleccion de la informacién es la siguiente:

Recoleccion de la hoja de Psidium Guajava
Las hojas apicales de la especie Psidium guajava L. “Guayaba” fueron recolectadas
del jardin botanico “Manuel Hernandez” del distrito de Trujillo, provincia de Trujillo

y departamento de la Libertad. Luego fue llevado a la escuela de microbiologia de la



Universidad Nacional de Trujillo para evaluar su taxonomia y contar con el
certificado.

Procedimiento de la hoja de Psidium guajava

Se selecciona de acuerdo al estado fresco de la hoja sin contaminacion y sin cortes,
luego se lavd en agua potable a chorro, para retirar cualquier particula extrafia (tierra,
polvo). Se procedio a desinfectar con hipoclorito a 100 ppm por 5 minutos, luego se
enjuaga con agua destilada estéril para poder retirar el hipoclorito. Posteriormente se
Ileva al horno a una temperatura de 40° por 3 dias. Se procedieron a moler las hojas
secas con el molino de mano, se pesoé el polvo obtenido para luego ser llevadas a la
maceracion.

Teniendo ya la hoja molida se pes6 216.4 g se coloca en un frasco color &mbar con
865.6 ml de solucién de alcohol al 80°, estableciéndose una dilucién %. Se dejo6
macerar por una semana a temperatura ambiente, posteriormente se filtra para

obtener el extracto.?8

Preparacion de las concentraciones de las diluciones

El extracto de hoja de Psidium guajava, se llevo a evaporacion para obtener una
mayor concentracion. Luego se tomo una muestra para hacer su lectura de los grados
Brix en un refractometro ATC obteniéndose el valor de 9° Brix. A partir de dicho
dato se preparan soluciones del extracto con concentraciones al 2.25 %; 6.7 %y 9 %

en soluciones fisioldgica

Preparacion del agar Mueller Hinton

El cultivo de Staphylococcus aureus, se obtuvo del laboratorio de microbiologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo.

Se Prepar6 el medio a partir de la base deshidratada. Se autoclavo y se dejo enfriar
en bafio de agua hasta 45°C - 50°C. Una vez esterilizado y solidificado, medir el pH
del agar. El valor del mismo debe encontrarse entre 7,2 y 7,4 a temperatura

ambiente.?’



Preparacion del in6culo

Se preparé el inoculo de Staphylococcus aureus. Se empled el método directo de
inoculacion a partir de un cultivo joven de 18 horas de aislamiento en agar Manitol
salado para Staphylococcus aureus, se prepard una suspension directa de 5 ml de
solucion salina fisioldgica, en lo que se obtuvo una turbidez que fue equilibrada a 1
x 108 UFC/ml. Utilizando el tubo N° 1 de nefelémetro de Mac Farland.?

Inoculacion de las placas

Dentro de 15 minutos de haber ajustado la turbidez del inoculo, luego se sumerge
con un hisopo estéril varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del
tubo para remover el exceso del inoculo. Se inoculd a las placas de agar Muller
Hinton (12 ml a 15 ml), estriando con el hisopo en 3 direcciones para asegurar una
distribucion uniforme. Se deja secar las placas en la estufa a 37°c por media hora
para eliminar exceso de humedad antes de colocar los discos.?

Prueba de susceptibilidad

Se empled el método de Kirby Bauer, preparando disco de papel de filtro Whatman
N° 42 de didmetro, en cada una de las diluciones (2.25 %, 6.7 % y 9 %) con ayuda
de pinza de acero se presion6 cada disco para asegurar el contacto de la superficie
del agar Muller Hinton, se incubé las placas en posicién invertida a 37° por 24 a 48
horas, luego de la incubacion se midi6 el didmetro de los halos de inhibicién
alrededor de cada disco utilizando Vermeer (regla milimetrada).*

Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

Se mide los didmetros de cada halo, haciendo girar en cruz, luego se interpreta los
didmetros basados en las recomendaciones del Comité Nacional de Normas del
Laboratorio (NCCLS) de la zona inhibicion como sensible, intermedio y resistente.

Todo este dato se registra en la ficha de recoleccion de datos®?.

2.6. Método de analisis de datos
Finalmente, los datos fueron sometidos a las pruebas de normalidad de Shapiro Wilk
para la verificacién de la normalidad de la muestra, determinandose que los datos no

presentan distribucion normal (p< 0.05) (Ver anexo n°04) por consiguiente se aplicd

10



la Prueba estadistica no paramétrica de Kruskal Wallis (ver anexo n° 04), a través del
Programa SPSS version 25.%2

2.7.  Aspecto éticos
Se solicitd el permiso del uso del laboratorio de investigacion de la Universidad Cesar
Vallejo. Para la realizacion de la investigacion se tuvo en cuanta las medidas de
bioseguridad y proteccidn del medio ambiente, personal y muestras frente a los riegos
que son ocasionados por el uso de sustancias quimicas, agentes fisicos, el uso y/o

manejo de los materiales bioldgicos utilizado en los laboratorios establecidos®.

11



I11. RESULTADOS

Tabla 01 Didmetros de halos de inhibicion en cultivo de Staphylococcus aureus por efecto
de tres concentraciones del extracto hidroalcoholico de hoja de Psidium guajava (2,25 %;
6,7 %y 9 %)

Grupos (n=20) Promedio de Diametro de halo de inhibicién

t desviacion estandar (mm) en cultivo de
S.aureus.

EHA Psidium guajaba 2.25 % 0,00

EHA Psidium guajaba 6,7 % 8,15 + 0,745

EHA Psidium Guajaba 9 % 12,25 + 0,851

Ciprofloxacino 5 mcg 23,35+ 1,137

Leyenda:

EHA,; extracto hidroalcoholico de hoja de Psidium Guayaba

12



Diametro.de.halos.de.Inhibicion

257
23,35+ 1,137 mm

15

12,25 + 0,851 mm %

8,15 + 0,745 mm ?}

10

oo 0.00MM e

T T T T
EHAH Psidium guajaba EHAH Psidium guajaba  EHAH Psidium Guajalba Ciprofloxacino 5 mcg
2.25% 6, 7% 9%

GRUPOS

Figura 1. Comparacion del efecto antimicrobiano de tres concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de Psidium guajava L “guayaba” y el efecto antimicrobiano
de ciprofloxacino en cultivos de Staphylococcus aureus.

Leyenda: EHA

Prueba Kruskal Wallis; p<0.05; Los grupos difieren entre si (Anexo N° 04)
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IV. DISCUSION

Esta investigacion se propuso determinar el efecto antimicrobiano in vitro del
extracto hidroalcohodlico de hojas de Psidium guajava L “guayaba” frente
a Staphylococcus aureus. A pesar de ser una planta reconocida por sus bondades
farmacolodgicas no son muchos los estudios que se le han realizado para evaluar la

actividad antimicrobiana.

En la tabla 1, los diametros de los halos de inhibicién en cultivo de Staphylococcus
aureus por efecto de las concentraciones 2.25 %; 6,7 %y 9 % del extracto de hoja de
Psidium guajava procedente del jardin botanico “Manuel Hernandez” del distrito de
Trujillo, 0.00; 8,15 + 0,745 mm; 12,25 + 0,851 mm respectivamente. En cuanto al
didmetro del halo de inhibicion en dicho cultivo producido por ciprofloxacino 5 mcg
fue 23,35 = 1,137 mm. Los resultados de la actividad antimicrobiano frente a S.
aureus observados en la presente investigacion con el extracto hidroalcohdlico al 9
% es similar al de Carvalho® quien reporté un diametro de inhibicion de 12 mm, por
efecto del extracto hidroalcohdlico de la hoja de Psidium guajava “Guayaba”
procedente de la comunidad "El Dorado™ (Iquitos). En otros estudios como en el caso
de Rathish y Chanda®*, se han utilizado extracto de metanol de hoja psidium guajava
en donde la concentracion de 25 mg/ml del extracto metandlico ha logrado alcanzar
didmetros de halos de inhibicion de 10 mm con cepas de Staphylocaccus aureus y
con concentracion de 12.5 mg/ml alcanzo un diametro de halo de inhibicion 9 mm
con dicha cepa. Siendo ambos menores han encontrado en el presente estudio en el

extracto hidroalcohdlico al 9 % que es equivalente a una concentracion de 90 mg/mi

En la figura 1, se observa la comparacion del efecto antimicrobiano de tres
concentraciones del extracto hidroalcoholico de hoja de Psidium guajava y el control
farmacoldgico donde ciprofloxacino tuvo efecto antimicrobiano mas significativo en
comparacion con el extracto hidroalcohdlico de la hoja de Psidium guajava al 9 %.
El cual también tuvo efecto antimicrobiano en la concentracion de 6.7 % (P<0.05) y
el extracto hidroalcoholico de Psidium guajava a la concentracion de 2.25 % no

presento efecto antimicrobiano (p<0.05).
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Segun el Comité Nacional de Normas del Laboratorio (NCCLS) presenta estdndares
para evaluar prueba de sensibilidad de Staphylocaccus aureus: >12 mm (sensible),
11mm (intermedio) y <10 mm (resistente). De esta manera el Staphylocaccus aureus
presenta una sensibilidad intermedia ante el extracto hidroalcohdlico de Psidium
guajava al 9 %. Para ciprofloxacino: < 15 mm (resistente), 16 — 20 mm (intermedio),

>21 mm (sensible)®.

El efecto antibacteriano de la Psidium guajava L. se da por la presencia de
flavonoides (morin-3-O-lixdsido, morin-3-O-arabindsido, quercetina y quercetina-3-
O-arabinosido) en la composicién quimica, se cree que sus componentes tienen
efecto sinérgico. La accion antibacteriana que realiza la quercetina como la
guayaverina es la interrupcion de la membrana celular y de la inactivacion de
proteinas intracelulares. Los taninos han recibido mucha atencién en los dltimos
afios. Debido a su modo de accion antimicrobiana puede estar relacionado con su
capacidad para inactivar las enzimas, las proteinas de transporte de la envoltura

celular, etc. También se combinan con los polisacaridos®.

En otros estudios el extracto acuoso ha identificado compuestos fenélicos como:
alcaloides, flavonoides, taninos y antioxidantes presentes en Psidium guajava, y que

individualmente tiene actividad antimicrobiana®’.

El hecho que ciprofoaxacino tenga mayor actividad se debe a la inhibicion de la
topoisomerasa IV y la DNA-girasa bacterianas. Estas topoisomerasas alteran el DNA
introduciendo pliegues super helicoidales en el DNA de doble cadena, facilitando el
desenrollado de las cadenas. La DNA-girasa tiene dos subunidades codificadas por
el gen gyrA, y actian rompiendo las cadenas del cromosoma bacteriano y luego
pegéandolas una vez que se ha formado la superhélice. Las quinolonas inhiben estas
subunidades impidiendo la replicacion y la transcripcion del DNA bacteriano,
aunque no se conoce con exactitud porqué la inhibicion de la DNA-girasa conduce a

la muerte de la bacteria®®.
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De esta manera se observa que el extracto hidroalcohélico del presente estudio tiene
aproximadamente 50 % del efecto antimicrobiano de ciprofloxacino, sin embargo, se

tendra que seguir probando con mayor concentracion y tener en cuenta el tiempo de

maceracion.
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V. CONCLUSIONES

v El mayor efecto antimicrobiano de Psidium “guajava” Guayaba fue en la concentracion

de 9% frente a Staphylococcus aureus.

v' El efecto antimicrobiano producido por las tres concentraciones 2.25 %, 6.7 % y 9
% del extracto hidroalcohdlico de Psidium guajava L “guayaba” no alcanzaron el
efecto antimicrobiano producido por ciprofloxacino en cultivo de Staphylococcus

aureus (p<0.05).
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VI. RECOMENDACIONES

Realizar diferentes investigaciones sobre actividad antimicrobiana en corteza, fruto
o tallo de Psidium guajava y con diferentes solventes organicos como: cloroformo,

diclorometano o benceno ya que no hay muchos estudios con respecto a ello.

Continuar realizando investigaciones que promuevan la busqueda de medicina
alternativas que puedan servir como tratamiento para: dispepsia, edema,
hipoglucemiante, diarrea, y ademas en la prevencion del cancer por su efecto

antioxidante.

Se recomienda seguir realizando investigaciones referentes al efecto antimicrobiano
del extracto de guayaba con otras concentraciones y frente a otras bacterias y que
sirva como referente para la extraccion de antimicrobianos naturales y para la

elaboracion de algan tipo de fitofarmaco.

18



10.

11.

REFERENCIAS

Aldave Pajares A; Mostacero Ledn José: Botanico Farmaceutica. Editorial Libertad.
Lima, Per(.2014.

Alonso J: Tratado de Fitomedicina Bases Clinicas y Farmacoldgicas. 2014. Editorial
ISIS. Argentina.

Brack A: Enciclopédico de Plantas Utiles del Pert. 2009.

Bravo L: Farmacognosia. 2015. Editorial Elsevier. Madrid, Espafia.

Martinez L, Bruneton J, Merino J, Aliaga M, Cotrina W, Sanchez K, et al. Método
de estudio de sensibilidad microbiana. 22 Edicion. 2015. Editorial Acribia S.A.
Torres M, Diaz S, Cruz M, Pretell A, Garcia M, Hernandez G, et al. Diarrheagenic
Staphylococcus aureus. Clinical Microbiology Reviews, USA; 2015. April, 11: (142-
201). https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC121379

Oranday J, Lopez I, Hernandez G, Méndez M, Garcia E, Corrales J, Polo M, et. al.

Manual Practico de Microbiologia. Barcelona-Espafia. Editorial MASSON S.A.
2015. (3): 45-195-122-124-127-128-129-130-131-208.
http://dspace.unl.edu.ec/jspui/bitstream/123456789/6351/1/Rivera%20Suescun%20
Guadalupe%20Tatiana.pdf

Viera M, Laurence B, Parker K, Chavez R, Hernandez J, Rodriguez H, et al.
Actividad antimicrobiana en planta. Editorial Mc Graw Hill Interamericana. 12va
edicion. Afio 2015.

Carvalho G, Taroco R, Seija V, Torres M, Macedo Y, Merino J, et al. Métodos de
estudio de la sensibilidad antibidtica. Temas de bacteriologia y virologia medica.
Espafia (36): 663, 664. http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/Bacte CEFA36.pdf

Gonzalez K, Afanca E, Medina J, Toledo M, Herrera B, Floridan R, et al. Efecto

Antimicrobiano In Vitro del Extracto de Psidium guajava en Cepas de
Staphylococcus Aureus. Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann. Facultad
de Ciencias Médicas, Escuela Académico Profesional de Farmacia y Bioquimica.
Tacna, México. 2016.

Ruehle G. El cultivo de la guayaba en Florida. Agric trop. 1964; 20: 555-564 Citado
por: Mata I, Rodriguez A. Cultivo y produccion de guayabo. 22 ed. México DF:
TRILLAS; 2014.

19


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC121379
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/BacteCEFA36.pdf

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Ochse J. Cultivo y mejoramiento de plantas tropicales y subtropicales, Vol I. México:
LIMUSA; 1976. Citado por: Mata I, Rodriguez A. Cultivo y produccién de guayabo.
22 ed. México DF: TRILLAS; 2010.

Nwinyi Obinna C, Chinedu Nwodo S. and Ajani ola Yinka O. Evaluation of
antibacterial activity of Pisidium guajava and Gongronema Latifolium. Joumal of
Medicinal Plants Research Vol. 2(8), pp. 189-192, August. (2014)

Colliére JP, Kaper J. Diarrheagenic Clin Microbiol Rev; (2014).11:142-201.
Alvarez L, Matinés E, Cabrera M, Damian J, Rodriguez H, Macedo, T, et. al. Efecto
antibacteriano in vitro de Psidium guajava y Ludwigia polygonoides H.B.K. (Clavo
de laguna). Biosalud 2014; 4 (46-55).
http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%204 6.pdf

Antai S. Incidence of Staphylococcus aureus, extract the guayaba, coliforms and
antibiotic-resistant strains of Escherichia coli in rural water supplies in Port Harcourt
Journal of Applied Bacteriology. Clinical Microbiology Reviews, USA; 1987. Apr;
62(4):371-5.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3298188.

LeChevallier M. the Psidium Guajava in rural drinking- water. Applied and
Environmental Microbiology, Clinical Microbiology Reviews, USA; 1980. April;
vol 39, (739-742).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC291411/pdf/aem00234-
0062.pdfGlenn

Torres L. Organizacion Mundial de la Salud. El primer informe de la OMS sobre la

resistencia a los antibiéticos pone en manifiesto una grave amenaza para la salud
publica en todo el mundo. Ginebra. 30 de abril de 2014.

http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2014/amr-report/es/

Ruiz J. Actividad Antifungica In Vitro y Concentracién Minima Inhibitoria mediante
Micro dilucion de ocho plantas medicinales. Senna reticulata (Willd.) H.S. Irwin &
Barneby. Lima - 2015.
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/cybertesis/2590/1/Ruiz_qj.pdf

Martinez A. Quinonas y compuestos relacionados, Facultad de Quimica
Farmacéutica, Medellin. Noviembre 2015

http://farmacia.udea.edu.co/~ff/quinonas.pdf

20


http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%204_6.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3298188
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC291411/pdf/aem00234-0062.pdfGlenn
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC291411/pdf/aem00234-0062.pdfGlenn
http://www.who.int/mediacentre/news/releases/2014/amr-report/es/
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/cybertesis/2590/1/Ruiz_qj.pdf
http://farmacia.udea.edu.co/~ff/quinonas.pdf

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Lozoya X, Cariigueral S. Primer Congreso Iberoamericano de Fitoterapia. Revista de
Fitoterapia 2008; 6 (Supl 1) 3-131.

http://www.fitoterapia.net/revista/revista sumarios.php?rev=6&num=6

Moran E. Efecto antibacteriano in vitro de Psidium guajava y Ludwigia
polygonoides H.B.K. (Clavo de laguna). Biosalud 2005; 4 (46-55).
http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%204 6.pdf

Laurence B, Parker K. Manual de farmacologia y terapéutica. Editorial Mc Graw
Hill Interamericana. 12va edicion. Afio 2010.

Taroco R, Seija V. Métodos de estudio de la sensibilidad antibidtica. Temas de
bacteriologia ~y  virologia  médica. Espafia  (36): 663, 664.
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/Bacte CEFA36.pdf.

Definicion ABC. Definicion de plantas medicinales.

http://www.definicionabc.com/general/plantas-medicinales.php#ixzz3HPulvFl.

Lock O. Analisis Fitoquimico y metabolitos secundarios. Pontifica Universidad
Catolica del Perq. capitulo V.

http://www.bvsde.paho.org/texcom/manualesMEC/fitoterapia/cap4.pdf

Martinez A. Facultad de Quimica Farmacéutica, Universidad de Antioquia,
Medellin. Septiembre 2009. http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf.

Performance Standars for antimicrobial susceptibility testing: twenty-fourth
informational supplement M100-S24. Clinical and Laboratory Standars Institute
January 2015 http://shop.clsi.org/site/Sample _pdf/M100S25 sample.pdf.

Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing; Seventeenth Informational Supplement. 2010;
27(1): 48-52.

Koneman EW, Allen SD. Diagnostico Microbioldgico. 5ta Edicion. Editorial
Médica panamericana S.A. Madrid.

Instituto Nacional de Salud. Ministerio de Salud del Perd. Manual de procedimientos
para la prueba de sensibilidad Antimicrobiana por el método de disco difusion. Lima
Pera. 2002. (Citado 11 Octubre 2014). Disponible en:
http://www.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-1/manua_1%20sensibilidad.pdf.

Ministerio de Salud. Manual de procedimiento para la prueba de sensibilidad por el
método de disco difusién, Sistema de Gestion de calidad de PRONAHEBAS. Lima-

21


http://www.fitoterapia.net/revista/revista_sumarios.php?rev=6&num=6
http://biosalud.ucaldas.edu.co/downloads/Revista%204_6.pdf
http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/BacteCEFA36.pdf
http://www.definicionabc.com/general/plantas-medicinales.php#ixzz3HPuIvFl
http://www.bvsde.paho.org/texcom/manualesMEC/fitoterapia/cap4.pdf
http://farmacia.udea.edu.co/~ff/flavonoides2001.pdf
http://shop.clsi.org/site/Sample_pdf/M100S25_sample.pdf
http://www.ins.gob.pe/repositorioaps/0/4/jer/-1/manua_l%20sensibilidad.pdf

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Perd 2004. Disponible en:
http://www.minsa.gob.pe/dgsp/observatorio/documentos/infeccioness MANUAL%?2
ODE% 20BIOSEGURIDAD.pdf.

LeChevallier M, Seidler R.Environmental Microbiology, Clinical Microbiology
Reviews, USA; 1980. April; vol 39, (739-742).
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC291411/pdf/aem00234-0062.pdf.

Ramirez A, Isaza G. Access to essential medicines: a global necessity. In: Essential
drugs monitor 2003; 32. (12-13). Switzerland: World Health Organization.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1657-
95502013000100007.

WHO. National policy on traditional medicine and regulation of herbal medicines.
Report of a WHO global survey. 30 june 2010.
http://www.who.int/medicines/technical_briefing/ths/Technical_briefing_11 10.pd
f.

Flores M. Incidence of Staphylococcus aureus, coliforms and antibiotic-resistant
strains of clostridium tetanie in rural water supplies in Port Harcourt Journal of
Applied Bacteriology. Clinical Microbiology Reviews, USA; 1987. Apr; 62(4):371-
5. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3298188.

Performance Standars for antimicrobial susceptibility testing: twenty-fourth
informational supplement M100-S24. Clinical and Laboratory Standars Institute
January 2015 http://shop.clsi.org/site/Sample _pdf/M100S25_sample.pdf.

Ramirez L, Marin D. Metodologias para evaluar in vitro la actividad antibacteriana

de compuestos de origen vegetal. Scientia et Technica 2009; 42: 263-67.

22


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC291411/pdf/aem00234-0062.pdf
http://www.who.int/medicines/technical_briefing/tbs/Technical_briefing_11_10.pdf
http://www.who.int/medicines/technical_briefing/tbs/Technical_briefing_11_10.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3298188
http://shop.clsi.org/site/Sample_pdf/M100S25_sample.pdf

ANEXOS

Anexo N° 01
DIAGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL
Vegetal —p Pulverizado = Mace_rgcién con
deshidratad solucion
alcohdlica 80° x
12dias
Filtracion \
Extracto
. madre
2ml
2ml
2.25% 2ml
6970 6.7% 9%
Preparacion de los discos
con papel de filtro
Sulxc/d 5ulxc/d

Sulxc/d 5
B

[ Preparacion del inocul6 }

S. Aureus

S. aureus Medio de cultivo
joven agar manitol
salado 18h



2ml ssf

%

C(+) %

9
/!\

2.25% 6.7%

A

Incubar a 37° x 24h a 48h
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Anexo N°02

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
Los datos obtenidos seran registrados en la siguiente ficha
Método empleado: Kirby Bauer
Cepa empleada: Staphylococcus aureus
Extracto Hidroalcohélico de Hoja de guayaba

PROMEDIO DE CONTROL
HALQOS DIAMETRO DE HALO ANTIBIOTICO
(mm) Ciprofloxacino
(5 meg)
CONCENTRACIONES POSITIVO
%
AL 2.25% AL 6.7% AL 9%
1 0 9 12 23
2 0 9 13 23
3 0 8 12 23
4 0 8 11 21
5 0 7 13 22
6 0 7 13 22
7 0 8 14 25
8 0 8 14 25
9 0 9 12 23
10 0 9 11 24
11 0 9 11 24
12 0 9 13 24
13 0 9 12 25
14 0 8 12 25
15 0 8 12 23
16 0 8 12 23
17 0 8 12 23
18 0 7 12 23
19 0 7 12 22
20 0 8 12 24
0 8.15 12.25 23.35
PROMEDIO (X)

Fuente: Propia



Anexo n° 03

Determinacion de inhibicion de halos segin la NCCLS:
Resistente <10mm
Intermedio 11mm
Sensible >12mm

Fuente: NCCLS Standards for Antimicrobial Susceptibility Tests

Anexo N°04

Pruebas de normalidad?

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Estadistic Estadistic
GRUPOS 0 gl Sig. 0 gl Sig.
Didmetro.de.halos.de.] EHAH Psidium
o ) ,230 20 ,007 ,809 20 ,001
nhibicién guajaba 6,7%
EHAH Psidium
] ,316 20 ,000 ,844 20 ,004
Guajaba 9%
Ciprofloxacino 5 mcg 221 20 ,012 ,910 20 ,063

a. Didmetro.de.halos.de.Inhibicion es constante cuando GRUPOS = EHAH Psidium guajaba 2,25%. Se ha omitido.

b. Correccién de significacion de Lilliefors

Estadisticos de prueba®®

Diametro.de.hal

os.de.Inhibicion

Chi-cuadrado
Gl

Sig. Asintética

75,724
3
,000

a. Prueba de Kruskal Wallis

b. Variable de agrupacion:

GRUPOS
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Anexo N° 05
Procedimiento de la elaboracion del efecto antimicrobiano del extracto hidroalcohdlico de la

hoja de Psidium guajava.

) o . Lavado Y Clasificacion De Secado De Las Hojas De Moler Las Hojas De Psidium
Hojas De Psidium Guajava : - . e ” o »
“Guavaba” Las Hojas De Psidium psidium Guajava “Guayaba Guajava “Guayaba
ua Guajava “Guayaba” Por 3 Dias En EI Horno

Filtrado De La Evaporacion En Bafio

) Maceracion De Las Hojas i0 .
Pesado De Las Hojas De e Psidium Guajava ~ Maceracion Amarilla Del Extracto
Psidium Guajava “ “Guavaba” Hidroalcoholico De Las De Las Hojas De Psidium
“Guayaba” o4 Hojas De Psidium Guajava Guajava “Guayaba”
“Guayaba”

Agregar La Turbidez Sembrado En Las Placas petri con
Con Hisopo Placas Petri medio de cultivo

Medio de cultivo
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Concentraciones De Las Agregado De Las Colocar Los Disco De Colocar Las Placas

Diluciones Del Extracto Diluciones Con La Papel De Tornasol Petri En El Horno Por
De Hoja De Psiduin Micropipeta 24h A 48h
Guajava “Guayaba”

Resultado De La
Actividad
Antimicrobiano

Placas Petri Con Medio Lectura del didmetro de
De Cultivo Halo de inhibicion
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