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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo principal,
evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etanolicos del fruto
y hojas de Psidium guajava ‘“guayaba”, frente a cepas tipificadas
pertenecientes a las especies de bacterias Gram positivas / (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) y Gram negativas / (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomona aeruginosa ATCC 27853).

Para la obtencion de extractos se utilizo tres diferentes métodos de
extraccion que utilizan disolventes. Estos métodos fueron la maceracion,
percolacion y mediante Soxhlet, los dos ultimos métodos son continuos y el
primero discontinuo. Los principios activos (frutos y hojas) de la guayaba fue
recolectada de la provincia de Camand. Luego de la recoleccion se procedio al
tratamiento de la droga, para ello se procedi6 a estabilizar los principios
activos, luego desecar, triturar y finalmente el proceso de obtencion de los
extractos mediante los métodos citados. En este sentido se logré 6 muestras
problema, es decir, tres tipos de extractos (por maceracion, percolacion y
Soxhlet) para el fruto y otros tres para las hojas de guayaba.

Se realiz6 una prueba de sensibilidad inicial para los extractos
secos obtenidos frente a las muestras bacterianas. La concentracion inicial del

extracto seco fue de 200mg/ml, se observé que solo es sensible Staphylococcus
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aureus frente al macerado de hojas de Psidium guajava (guayaba), no
existiendo sensibilidad para los extractos del fruto ni del resto de extractos de

las hojas.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) para el extracto seco de
las hojas de Psidium guajava obtenido mediante maceracion fue de50mg/ml; y
la concentracion minima bactericida (CMB) fue de 100mg/ml, en ambos casos

sobre la bacteria Gram positiva Staphylococcus aureus.

Finalmente al realizar pruebas de hipotesis (ANOVA) se determind
que el extracto seco a 100mg/ml de hojas de Psidium guajava obtenido
mediante maceracion fue el que presenté mayor actividad antibacteriana frente

al extracto de hojas de Psidium guajava obtenido por maceracion a 50mg/ml.
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ABSTRACT

This research work has as main objective to evaluate the in vitro
antibacterial activity of the extracts of the fruit and leaves of Psidium guajava
“guava”, against strains typified the species of Gram positive (Staphylococcus
aureus ATCC 25923) and Gram negative (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

For obtaining these extracts were used three different extraction
methods using solvents. These methods were maceration, percolation and
SoxhletThe last two methods are continuous and the discontinuous first. The
drug (fruits and leaves) of guava was collected from a home garden located in
the district of Camana. After the collection proceeded to drug treatment, it is
proceeded to stabilize the drug, after drying, grinding and finally the process of
obtaining the extracts by the methods cited. In this sense was achieved six
samples, in three types of extracts (maceration, percolation and Soxhlet) for the

other three for fruit and guava leaves.

Initial sensitivity test was performed for the obtained dry extract
against bacterial samples. The initial concentration of solids was 200mg/ml, we
observed that it is only sensitive Staphylococcus aureus versus macerated
leaves Psidium guajava (guava), uncorrelated sensitivity to the fruit extracts or
extracts from the rest of the leaves.
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The minimum inhibitory concentration(MIC) for the dry extract of
Psidium guajava leaves was obtained by macerationof50mg/ml, and them in
imum bactericida concentration(MBC) was100mg/ml, in both case son the

Gram-positive bacterium Staphylococcus aureus.

Finally when testin ghypotheses (ANOVA) determined that the
dryleaveson100mg/ml of Psidium guajava was obtained by maceration which

showed higher antibacterial activity.
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INTRODUCCION

La medicina tradicional desde siempre hasta la actualidad esta
intimamente vinculada a los pueblos, pese al avance de la ciencia y tecnologia, la
poblacién tiene una clara tendencia y preferencia por lo natural. Es por ello que
existen numerosas plantas medicinales a las que la poblacion atribuye muchos
efectos desde nutritivos hasta medicinales. Una de estas especies que es considerada
un buen alimento y planta medicinal es la guayaba, cuyo nombre cientifico es
Psidium guajava. Es una fruta tropical que pertenece a la familia de las Mirtaceas la

cual incluye a mas de 3.000 especies de arboles y arbustos de los cinco continentes.

Todas las guayabas las producen arboles del género Psidium que crecen

en regiones tropicales de América, Asia y Oceania.

En el Perd se produce en provincias como San Martin, Loreto, Huanuco,

Junin, Lima (Chosica), Cuzco.

Existen variedades de guayaba bien diferenciadas por su color, lo mas
destacable de la guayaba en cuanto a su aporte nutricional se refiere al aporte de fibra
(hasta 6g) y vitamina C (hasta 60mg). Ambos en cantidades significativas de tal
manera que se pueden considerar alimentos fuente de estos compuestos. La fibra
actla como un suave laxante y ademas “alimento” para las bacterias buenas de la
flora intestinal, de tal manera que fortalece el sistema inmunolégico. Por otra parte el
consumo del fruto es recomendado para aliviar diarreas y disenterias, muchos
pobladores de los lugares donde se cultiva acusa efectos beneficiosos de las hojas en

el tratamiento de “heridas infectadas”
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En nuestro medio al no haber encontrado trabajos de investigacion que
evidencien estas acciones farmacologicas es que las autoras del presente estudio
decidimos evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos del fruto y
hojas de Psidium guajava (guayaba), frente a cepas tipificadas pertenecientes a las
especies de bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus) y Gram negativas
(Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa), y con ello demostrar si tienen o0 no un
efecto antibacterial.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

— Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de frutos y hojas
de Psidium guajava L “guayaba” frente a las cepas de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923),Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Desarrollar las técnicas extractivas para obtener los extractos etanélicos
(maceracion, percolacion, soxhlet) de frutos y hojas de Psidium guajava L
“guayaba”.

— Mediante el método de Excavacion — Placa y el método de Disco- Placa -
Cultivo determinar la sensibilidad de los microorganismos Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853) del extracto etanolico de frutos y hojas de
Psidium guajava L (guayaba).

— Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de los extractos etandlicos de frutos y hojas de
Psidium guajava L “guayaba”, sobre cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona aeruginosa (ATCC
27853) teniendo en cuenta los resultados previos de sensibilidad.

— Comparar la eficacia antibacteriana de los extractos etanolicos de Psidium

guajava L.
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HIPOTESIS

Las plantas en sus 6rganos como frutos y hojas contienen componentes
quimicos con actividad antimicrobiana es probable que los extractos etandlicos
obtenido a partir de estos presenten actividad antibacteriana in vitro frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona
aeruginosa ATCC 27853.
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MARCO TEORICO

1.1. GUAYABA (PSIDIUM GUAJAVA L.)
1.1.1.DESCRIPCION BOTANICA

Arbusto perenne, perteneciente a la familia de las Mirtaceas,
caracterizado por presentar una altura variable, entre 3 y 7 metros; tronco de hasta 30
cm de didmetro, recubierto por una corteza marrén claro o gris-verdoso, que se
desprende en delgadas escamas, hojas oblongas o elipticas, de 4 a 12 cm de largo por
3.5-45 cm de ancho, pubescentes, con nervaduras prominentes en el reverso;
pedinculos axilares con 1-3 flores pubescentes, con pétalos blancos de 1.5-2cm y
caliz envolviendo la yema; l6bulos del céliz de 1-1,5cm unidos en el botdn; y un

fruto globoso o piriforme (guayaba), amarillo, de 3-6cm de diametro.
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1.1.2.UBICACION TAXONOMICA
Tipo: Fanerogama
Clase: Dicotiledonea
Orden:Myrtiflorales
Familia:Mytaceae
Género:Psidium

Especie:Psidium guajava®?

1.1.3.NOMBRE CIENTIFICO

Psidium guajavaLinneo.(21)

FIGURA N21: Frutos de Psidium guajava L.

Fuente: Elaboracién propia

1.1.4NOMBRES COMUNES

— Espafiol: guayaba, guayabo, araza (Paraguay).

Portugués: guayabo, goiaba, goiabeira, dijamboé, araca.
— Inglés: guava.

— Otros: guayabe, goyavier (francés), guayaba (italiano), guava (aleman)®
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— Peru: guayaba, tspata (piro) bimpish (cashibo), sailla, shahuintu (quechua),

shawi (aguaruna)

1.1.5.HABITAT

El género Psidium comprende alrededor de un centenar de especies de
Ameérica tropical y neotropical. Psidium guajava es originaria de Ameérica tropical,
posiblemente del sur de México o del Amazonas colombiano, desde donde se habria
propagado. Asimismo, se han encontrado restos de esta especie en antiquisimos
cementerios del Pert (Ancon, Gallinazo, VirQ, Ocucaje, etc). Hoy en dia se encuentra
naturalizado en regiones tropicales y subtropicales del mundo, hasta los 1200-1800
metros de altura, cultivandose incluso en regiones templadas de Europa. Existen mas
de 90 variedades, estando la mayor produccién concentrada en la India, Brasil,
Colombia, Cuba, Hawai, Puerto Rico, Estados Unidos, Cuba y México.®

En nuestro pais se distribuye en costa, sierra baja y Amazonia hasta
3000msnm.

1.1.6.PARTE EMPLEADA

La droga esta constituida por las hojas y la corteza secas, aunque también

se emplean en medicina los frutos y en menor medida la raiz.®

1.1.7.HISTORIA

Mas alld del empleo alimentario, existen evidencias acerca del uso
medicinal de las hojas de guayaba desde épocas precolombinas como astringente,
antidisentérico y antisarnoso. Los antiguos indigenas de México le denominaron
xalxoécotl (en idioma nahuatl) que significa “fruto duro-acido” (xocotl) y “arenoso”
(xalli). La llegada de los europeos a América hizo despertar el interés en
comercializar sus frutos. De esta manera, portugueses y espafioles llevaron semillas a
otras colonias de Asia y Africa. Fernandez de Oviedo en su obra “Historia General y
Natural de las Indias” (1544) denomindé como guayaba al fruto de este arbol,

tomando la denominacion indigena guaiava o walaba. La guayaba fue utilizada
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medicinalmente también por el ejército liberador de Cuba durante la guerra de la
independencia de ese pais en el siglo XIX. Grosourdy en su obra “El Médico
Boténico Criollo” publicada en 1864, hace referencia al empleo de esta planta contra
las indigestiones, resfriados y enfermedades cutaneas. La primera publicacion
cientifica sobre las propiedades de la guayaba data de 1949 a partir de los trabajos de
W. Colliére quien descubrid propiedades bacteriostaticas del extracto acuoso.

1.1.8.COMPOSICION QUIMICA

— Hoja: taninos (9-10%), aceite esencial (0,1-0,3%) rico en cariofileno,
nerolidiol, B-bisaboleno, aromadendreno, p-selineno, a-pineno y 1,8-cineol;
triterpenoides (&cido guajavanoico, obtusinina, acido goreishico), acido
oleénico, é&cido ursélico, éacido catecélico, acido guayavolico, acido
malisnico, acido elagico, B-sitosterol, flavonoides (avicularina, quercetina-3-
O-p-d-glucosido,  quercetina-3-O-a-L-ramnésido y  quercetina-3-O-
gentiobiosido, quercetina-3-O-a-arabinopirandsido=guayaverina; morin-3-O-

a-L-lixopirandsido).

— Raiz: taninos (10-20%), leucoantocianidinas, esteroles, cumarinas

(amritésidos, acido galico).

— Flor: cumarinas, flavonoides (guayaverina, avicularina, quercetina,

quercetina-3-arabinosido), acido oleanico (triterpeno).

— Fruto: acido cinamoico (0.4mg/k), acido-3-hexenoico (0,2mg/k), polifenoles,
taninos, terpenos, glucdsidos esteroidales (saponinas, bufadienolidos,
cardenolidos), antraquinonas, pectina (acido-D-galacturonico, D-galactosa y
L-arabinosa) y abundante acido ascdrbico (en ocasiones llega a los
400mg/100g de pulpa).

— Corteza: taninos elagicos (12-30%) conformados por casuarinina,
estaquicerina, estricnitinina, hexa-HO-difenilglucosa, casuarina.®
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1.1.9.COMPOSICION ALIMENTARIA DEL FRUTO

Cada 100g del fruto contiene: calorias 69 kcal, agua 80,6g; proteinas 1g;
grasas 0,4g; hidratos de carbono 17,3g; fibra 5.69g; cenizas 0.7g; calcio 15mg; fosforo
24mg; hierro 0,7mg; sodio 4mg; potasio 291mg; caroteno 75ug; tiamina 0,05mg;
rivoflavina 0,04mg; niacina 1,10mg y &cido ascérbico 132mg.

1.1.10.ACCIONES FARMACOLOGICAS

Las principales actividades de esta especie estdn centradas en sus acciones
antimicrobianas, antidiarreicas e hipoglucemiantes. Para una mejor comprension se
dividiran los ensayos biologicos realizados de acuerdo a la actividad terapéutica

propuesta:®

1.1.10.1 ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El extracto acuoso de la hoja de guayaba ha demostrado actividad
inhibitoria in vitro contra Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Mycobacterium phlei, Sarcinia lutea, Serratia marcescens, Shigella flexneri,
Staphylococcus albus, S.aureus y Vibrio cholerae. Otros trabajos efectuados con
extractos hidroetanolicos y tinturas de esta planta han exhibido actividad inhibitoria,
in vitro, contra cepas de diferentes microorganismos: Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Shigella disenteriae, S.flexneri, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus
y Proteus mirabilis. Tanto el extracto acuoso como el metandlico de la corteza
evidenciaron actividad inhibitoria frente a E.coli, Klebsiella penumoniae, Proteus

vulgaris, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.)

Con referencia a la actividad antimicrobiana de la tintura se verifico una
inhibicién del 80% sobre cepas de E.coli, Salmonella typhi, Shigella dysenterieae y
Streptococcus pyogens, siendo la CIM para S.typhi y S.aureus de 5mg/ml. En el caso
de E.coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis y Staphylococcus aureus, la
administracion del extracto fluido de las hojas al 40% evidencié una baja actividad
inhibitoria. En el caso de S.aureus, el extracto acuoso de Psidium guajava en una
concentracion de 6,5mg/ml demostré una fuerte y total inhibicion sobre 9 cepas
diferentes.
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Gran parte de la actividad antibacteriana es atribuida a los flavonoides
avicularina, guayaverina y quercetina, como asi también a los taninos, cuya
concentracion inhibitoria minima (CIM) resulto cercana al 100mg/ml, siendo dicho

guarismo algo inferior al demostrado por cloranfenicol y tetraciclina.

También pudo verificarse en la maceracion hidroalcohdlica de las hojas,
actividad antimicotica contra Candida albicans, C.kruseii, C.parapsilosis Yy
C.stellatoidea (CIMD de 1-2mg), mientras que la decoccidn acuosa de las hojas halld
actividad unicamente con Epidermophyton floccosum entre los seis dermatofitos
patégenos ensayados. La actividad antifungica frente a Fusarium oxysporum fue
considerada de mediana intensidad. En tanto el extracto fluido de las hojas al 40% no

evidencio actividad inhibitoria in vitro sobre cultivos de Candida albicans.?®

De igual modo la tintura de las hojas resulto inactiva in vitro, frente a
cepas de Neisseria gonorrhoea y Vibrio cholerae. Tampoco desarroll6 actividad
inhibitoria sobre modelos, in vivo, de queratoconjuntivitis en cobayos infectados con
Salmonella dysenteriae. Por su parte la infusion de las hojas ha exhibido, in vitro,
actividad inhibitoria contra Trichomonas vaginalis, en cuyo caso tendria ingerencia
el acido psidiolico el cual en diferentes ensayos demostré actividad antiprotozoaria.
En pacientes afectadas de trichomoniasis vaginal la administracion de un ovulo
elaborado con extracto alcoholico de hojas de guayaba aplicado una vez al dia
durante 15 dias, produjo efectos beneficiosos similares al farmaco de referencia

metronidazol.

1.1.10.2 ACTIVIDAD ANTIDIARREICA-ESPASMOLITICA

Tanto la quercetina como la quercetina-3-arabindsido, serian
responsables de la actividad antidiarreica atribuida a esta especie, la cual se ha
comparado a la ejercida por difenoxilato. La quercetina presente principalmente en
hojas y corteza, ha demostrado una definida accion antisecretora de la produccion de
acetilcolina (no reversible por naloxano) la cual se llevaria a cabo a través del
bloqueo de los canales de calcio o por inhibicion del sistema enziméatico que
relaciona la sintesis de prostaglandinas con la liberacién de acetilcolina. Debe
recordarse que la acetilcolina es estimulante de la musculatura lisa de intestino y de

otros musculos lisos de contraccion involuntaria.®
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Estudios experimentales determinaron que el extracto acuoso de las hojas
presenta actividad espasmolitica en dosis de 1mg/ml sobre ileon y aorta aisladas de
cobayo; en tanto el extracto alcoholico ha demostrado inhibir las contracciones
espontaneas también en el ileon de cobayo aislado, en una respuesta dosis
dependiente. En los ensayos se pudo constatar que el ileon contraido eléctricamente o
por cloruro de potasio fue efectivamente relajado por quercetina, demostrando este
compuesto una respuesta mas potente que la evidenciada por indometacina. Como la
indometacina es casi 10 veces mas potente como inhibidor de la enzima
ciclooxigenasa que la propia quercetina no es consecuencia necesaria de la

disminucion de prostaglandinas.?’

La actividad espasmolitica y antidiarreica también fue evidenciada por la
fraccion metanolica (compuesta entre otros por cinco glicoésidos de quercetina) de los
frutos inmaduros de guayaba. Dichos glucésidos al ingresar al TGI se hidrolizan,
liberando su aglicona (quercetina) que es el principio activo. Tanto en las fracciones
activas de Psidium guajava como en las tisanas, los glucésidos de quercetina se
encuentran de manera mas abundante gque la aglicona, siendo esta Ultima la que posee
mayor afinidad antiespasmddica. La fraccion metandlica de las hojas también
demostré actividad inhibitoria in vitro contra Shigella sp; Salmonella sp, E.coli y

Vibrio cholerae, agentes causales de diarrea y disenteria.

En un estudio clinico llevado a cabo en China con nifios que padecian
enteritis y diarreas debido a infeccion por rotavirus, se pudieron observar excelentes
resultados con la administracion de extractos acuosos de hojas de guayaba. Otro
ensayo clinico controlado a doble ciego llevado a cabo en 50 pacientes con diarrea
aguda, determind la utilidad de un medicamento elaborado en base a extractos de
hojas de guayaba en céapsulas con valoracion de quercetina (1500mg/dia durante 3
dias), demostrando disminuir los sintomas colicos y dolorosos de manera

significativa.

1.1.10.3 ACTIVIDAD HIPOGLICEMIANTE

Estudios realizados en China dan cuenta del efecto hipoglicemiante del
jugo de la fruta administrado intraperitonealmente a ratones con diabetes inducida
por aloxano en dosis de 1g/k. Dicho efecto, si bien se considero satisfactorio, fue
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menos marcado que el logrado en iguales condiciones por la clorpropamida y
metformina. EI mecanismo de accion no estd del todo aclarado ya que estudios
posteriores no revelaron cambios en los niveles plasmaticos de insulina. En otro
estudio , no resulto significativo el descenso de glucemia observado en conejos a los

cuales se les suministré por via intragastrica el jugo del fruto de guayaba.®

En cambio en diferentes ensayos, en dosis de 200mg/k, los extractos
etanolico, acuosos y butanolico de las hojas de P.guajava han desmostrado descender
la glucemia y mejorar la tolerancia a la glucosa sobre ratas diabéticas aloxonizada.
Por otra parte, estos mismos extractos bloquearon la lip6lisis inducida por adrenalina
en células grasas del tejido adiposo del epididimo de ratas.®

Estudios clinicos efectuados en humanos demostraron que el jugo de
guayaba reduce las cifras basales de glucemia en voluntarios sanos y en diabéticos
tipo Il o no insulino-dependientes. Una evidencia indirecta del efecto
hipoglucemiante de P.guajava se ha observado en ratas con diabetes inducida por
estreptozotocina a partir de la administracion de extractos acuosos (1,32g/k) de las
hojas de la planta parasita Loranthus bengwensis la cual parasita las especies Citrus
limonium, Jatropha curcas y P.guajava. Cuando esa planta no parasita la guayaba no
se observa el efecto hipoglucemiante.®

1.1.10.4 OTROS

A través de diferentes ensayos in vitro se ha demostrado que extractos de
guayaba presentan actividad antioxidante, antiagregante y antiherpética. En relacion
a la primera, tanto en la pulpa como en la céscara del fruto se localizan polifenoles
extraibles (2,62-7,79%), los cuales evidenciaron una fuerte actividad antioxidante in
vitro, a través de tres modelos diferentes de ensayo: actividad barredora sobre DPPH,
actividad reductora oxidativa de hierro e inhibicion de la oxidacién de la lipoproteina
LDL catalizada por cobre. En estudios de oncologia experimental, el extracto
triclorometanico de las hojas demostré actividad citotoxica contra células
sarcomatosas KB, en tanto el extracto etanolico resultd citotoxico sobre células
malignas P388. En cambio ninguno de los extractos resulté activo contra células KB-
VI ni evidencio actividad antimitética en un modelo in vitro de inhibiciéon de

astrocitoma.®
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El consumo de la hoja fresca en infusion/decoccion no proporciona
accion diurética, antihipértensiva ni cronotropa positiva. La riqueza en
sesquiterpenos, tipica en la familia Mirtaceas, ha hecho que se puedan realizar
algunos ensayos con el aceite esencial, el cual ha demostrado sobre ratas, efecto
antiinflamatorio en el test de carragenina y antineoplésico in vitro. En este Gltimo
caso la actividad inhibitoria fue observada sobre un modelo de proliferacion tumoral

del mieloma SP2/0, con un porcentaje de efectividad del 90%.?

1.1.11.EFECTOS ADVERSOS Y/O TOXICOS

Por lo general la toma de extractos orales de las diferentes partes de la
guayaba son bien toleradas. Decocciones de las partes aéreas de esta planta pueden
presentar concentraciones de quercetina de hasta un 44%. En este sentido se ha
observado a través del test de Ames que dicha sustancia cuando alcanza
concentraciones de 800mg/k de hoja seca resulta mutagénica. La DLsy de la

quercetina se ha calculado en 161mg/k administrada por via oral en ratas.?

La administracion por separado de infusiones de corteza y hojas de
guayaba a ratones en dosis de 1-5g/k no evidenciaron sefiales de toxicidad aguda.
Estudios de mutagenicidad revelaron que el extracto metandélico en concentracién de
5mg/placa, presenta actividad antimutagénica sobre Salmonella typhymurium TA-98
y E.coli WP-2, cuando dichos gérmenes fueron irradiados con dosis toxicas de
radiaciones ultravioletas o invadidos por mutagenos varios. En cuanto al empleo
interno de partes de la planta que no involucren al fruto, se aconseja su uso

discontinuado, no mayor a 30 dfas.®

1.1.12.CONTRAINDICACIONES

Hasta no verificarse su seguridad e inocuidad, se desaconseja su empleo
durante el embarazo, lactancia y en nifios pequefios.®

1.1.13.USOS ETNOMEDICINALES

Son muchos y variados los empleos de las distintas partes de la guayaba

en América y Asia tropical. Su uso mas difundido es como antidiarreico,
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empledndose a tal fin la decoccion de la corteza y/o hojas y/o frutos. También el jugo
fresco. La decoccion de las hojas es empleada en la Republica Dominicana como
antidiarreica, sedante y contra los veértigos (en este ultimo caso asociado a Allium
sativum y Bunchosia glandulosa). La decoccion de los retofios foliares se emplea en

Cuba contra los vémitos y resfriados.®

La mayoria de los paises la decoccion de las hojas y la corteza se aplican,
por via externa, en casos de enfermedades cutaneas y Ulceras varicosas. Con menor
frecuencia se emplea la decoccion de las hojas, como hipoglicemiante, antitusiva,
reguladora del ciclo menstrual, para aliviar cdlicos hepéaticos y abdominales, anginas,
como antimicrobiano, antiinflamatorio,  antiemético,  antihelmintico e
hipocolesterolemiante. En Brasil le atribuyen propiedades hepatoprotectoras,
antisépticas en infecciones orofaringeas y como descongestiva en hemorroides. En
Minas Gerais (Brasil) emplean la corteza del tronco por via interna como
estomaquico y antiespasmaédico, mientras que por via externa el lavado de Ulceras y
en leucorrea (ducha vaginal). En Costa Rica recomiendan la decoccién de las flores y

corteza como emenagogo y antiamebiano.®

En las Islas Canarias emplean la fruta seca en procesos hemorroidales.
En Guatemala, mas alla de los usos tradicionales, recomiendan la guayaba en
diabetes (igual en Panama), piodermitis, uretritis, asma, glositis y dermatopatias. En
Colombia utilizan los cogollos y las hojas como ténicos capilares en casos de
alopecia, en tanto las semillas tienen empleo como hipoglicemiantes. En algunas
comunidades de Karnataka (India) emplean infusiones orales con las hojas jovenes
trituradas, para reducir los efectos adversos de la marihuana. El jugo fresco lo

recomiendan para tratar cefaleas y alergias en nifios.

1.1.14.POSOLOGIA
— Decoccion: 10.20¢/1 de hojas, haciendo hervir durante tres minutos

— Jugo: La ingesta del jugo de guayaba con fines terapéuticos se estima en
240ml cada 4-6 horas.

—  Uso tépico: La decoccion de la hoja para uso topico se estima 50-100g/1.?
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1.1.15.USOS ALIMENTARIQOS

Los frutos frescos, cocidos o en jalea son comestibles. La pectina de los
frutos es muy util para hacer jaleas. Separando la pulpa, se utilizan los Ilamados
“cascos de guayaba” para preparar deliciosos postres. El aceite esencial de las hojas
o las semillas, debido a la presencia de eugenol, se emplea como saborizante
aromatico. En Venezuela preparan una bebida astringente con las frutas y hojas,
conocida como guarapo. En Seychelles preparan con los frutos una bebida alcohdlica
conocidad como lepire. En Brasil preparan goiabada, partiendo de un puré del fruto
(separando las semillas) y cocinando a fuego lento (con o sin azucar) hasta que tome

punto.®

1.2. GENERALIDADES DE BACTERIAS

Las bacterias son organismos unicelulares ubicuos en la naturaleza, los
cuales se pueden encontrar gracias a su gran capacidad de adaptacion en distintos
lugares en condiciones diversas. La célula bacteriana deriva su energia de dos fuentes
principales: compuestos inorganicos y CO, en las llamadas bacterias autotrofas y
compuestos organicos preformados como polisacéridos, grasas y proteinas en las
denominadas bacterias heterétrofas. Estas tltimas pueden utilizar dichos compuestos
aerobicamente en presencia de oxigeno (respiracion) o anaerébicamente, sin oxigeno
(fermentacion). De acuerdo a la utilizacion de tal compuesto, las bacterias se
clasifican en anaerobias obligadas, anaerobias facultativas, aerobias obligadas y
microaerofilicas; cuando requieren cantidades grandes de CO,, se denominan

capneicas.®”

Las bacterias desde el punto de vista metabdlico son microorganismos
supremamente activos, producen en su interior o exportan al medio donde se
encuentran, un sinnimero de sustancias. Varias de estas sustancias tienen relacion
con patologia en el hombre. Algunas de estas son de caracter enzimatico y se llaman
exotoxinas, las cuales tienen acciones especificas sobre determinadas células de
mamiferos. Otras muchas se dirigen a la transformacion de substratos especificos en
el medio como son las responsables de la fermentacion de sustancias, las fijadoras de

nitrégeno, etc.??
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Las bacterias se reproducen por fision binaria en la cual una célula madre
da origen a dos células hijas idénticas. Este proceso es gobernado por el cromosoma

bacteriano. ¢*

1.2.1.BACTERIAS GRAM POSITIVAS

Se denominan bacterias Gram positivas a aquellas bacterias que toman la
violeta de genciana, poseen una pared celular gruesa compuesta por varias capas de
peptidoglicano, lo cual hace que estas células sean mas rigidas y resistentes a

factores mecanicos externos.

La pared celular ademas contiene a los acidos teicoico y lipoteicoico, los
primeros son polisacaridos acidos que contienen glicerolfosfato o residuos de ribitol,
que estabilizan la pared celular. Los acidos lipoteicoicos son aquellos acidos

teicoicos que estan unidos a lipidos de membrana.

0200980 0LRT05000200 60
_J'»"“ f "‘wl" ' ."- 4 ~ % Membrana
HORSLE JXxes KAZAEXL | citoplasmatica

Proteinas estructurales y enziméticas

FIGURA N92: Estructura externa de una bacteria Gram (+)

Fuente: Microbiologia Médica, Cedric Mins y otros. 2011

1.2.1.1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS
S.aureus coloniza de forma habitual casi al 30% de las personas,

encontrandose principalmente en la nariz y la zona nasofaringea, piel y genitales
externos y rara vez en el colon y la vagina. En el medio hospitalario, tanto en
enfermos como en personal sanitario, aumenta de manera importante el porcentaje de
colonizacion, al igual que en diabéticos, pacientes sometidos a diélisis cronica y
drogodependientes. La resistencia de esta bacteria a condiciones adversas hace que
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sea un importante patdégeno, ya que puede causar brotes epidémicos principalmente

en hospitales.™

1.2.1.1.1.1 Morfologia
Es un microorganismo Gram (+) de forma esférica, de aproximadamente

1um de didmetro. Tiende a agruparse en forma de racimos. Su pared celular es la
tipica de grampositivos, con peptidoglicano asociado a acidos teicoicos mediante el
aminoéacido L-lisina. A diferencia de los estreptococos produce catalasa, enzima que
desdobla el agua oxigenada. En agar pueden formar colonias de color amarillo
dorado y pueden ser betahemoliticas. Su caracteristica mas importante es la
fermentacion de varios azUcares, entre los que destaca el manitol, para producir acido

lactico, lo que le diferencia de los demas estafilococos. Resiste altas concentraciones

de sal, por lo que el medio Chapman (agar manitol salado) es Util para su aislamiento
(15)

e identificacion.

Capsula o capa de
polisacaridos

Capa de peptidoglicanos

Acido teicoico
(polisacarido A)

Proteina A

Membrana
citoplasmica

Coagulosa y otras
proteinas adhesinas
de superficie

FIGURA N23: Estructura de la pared estafilococica
Fuente: Microbiologia Médica, Cedric Mins 'y otros. 2011

1.2.1.1.1.2 Determinantes de patogenicidad

Las infecciones por S.aureus suelen deberse a una alteraciéon de las
barreras naturales a la infeccion (piel y defensas del sistema inmunoldgico). La
infeccion suele producirse, por tanto, en enfermos con heridas graves, quemaduras,
pacientes que han sido sometidos a intervencién quirtrgica, que se infectan al estar
en contacto con objetos o personas portadoras. Los pacientes inmunodeprimidos
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tienen también mayor probabilidad de infectarse. Los determinantes patogénicos se

pueden clasificar en tres grupos.*®

1.2.1.1.1.3 Componentes de la pared celular

Peptidoglicano, &cidos teicoicos, proteina A, factor de agregacion vy

proteinas estructurales de la pared que contribuyen a la adherencia.

1.2.1.1.1.4 Enzimas
— La coagulasa es una enzima que transforma el fibrinégeno en fibrina,
coagulando el plasma en ausencia de calcio. Esta formada por una parte
fija (factor de agregacion) y una parte soluble. Permite la formacién de un
foco donde es dificil que lleguen los leucocitos y antimicrobianos. Suele

haber relacién entre la produccion de coagulasa y la virulencia de la cepa.

— Las estafilocinasas son sustancias termolabiles que descomponen las
mallas de fibrina, contribuyendo a la capacidad invasora del

microorganismo.

— La hialuronidasa descompone el &cido hialurdnico, polisacérido del tejido

conjuntivo, colaborando en la invasion histica.

— Las betalactamasas son causantes de la inactivacion de los antibidticos
betalactdmicos. Pueden estar codificados por cromosomas, plasmidos o

transposones.

— Otras enzimas, como lipasas, fosfolipasas, fosfatasas, proteasas, etc,

también colaboran en el proceso.*®

1.2.1.1.1.5 Toxinas
Enzimas que pueden producir su efecto en zonas distantes del foco

infeccioso.

— Hemolisinas: la alfahemolisina rompe membranas celulares de hematies,
leucocitos, fibroblastos y células de la piel. La betahemolisina degrada

esfingomielina de estas mismas células.
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— Leucocidinas: enzimas formadas por dos subunidades F y S. se unen a
fosfolipidos de membrana de leucocitos y macréfagos destruyéndolos por

alteracion de la permeabilidad celular.

— Toxina exfoliativa o epidermolitica: presenta dos formas, una
termoestable codificada por el cromosoma, y otra termolabil codificada
por plasmidos. Actua extracelularmente separando las células del estrato
granuloso y espinoso con la epidermis produciendo epidermolisis o

exfoliacion. Actlia como superantigeno estimulando los linfocitos T.

— Toxina del sindrome del shock toxico (TSST): se ha relacionado con la
utilizacion de tampones vaginales y la infeccion de heridas. Se caracteriza
por fiebre, exantema difuso, descamacién de las palmas de las manos y de
las plantas de los pies y shock con hipotension muy grave. Esta toxina se
comporta como superantigeno induciendo la produccion de interleucina 1
y 2 del factor de necrosis tumoral.

— Enterotoxinas: causan intoxicacién alimentaria con fiebre y vomitos. Son

superantigenos. Se han descrito siete, siendo el A el mas comdn.®®

1.2.1.1.1.6 Patogenia
S.aureus puede dar lugar a procesos supurados y a procesos toxicos.

1.2.1.1.1.7 Procesos supurados

El primer paso de la infeccion es la adherencia y la colonizacién. En las
glandulas sebéaceas y/o foliculos pilosos existen ciertos factores que se oponen a la
colonizacion: flora normal, &cidos grasos, descamacién epitelial, fagocitosis, etc. Si
estos factores fracasan se ponen en marcha los mecanismos bacterianos
desencadenando el proceso que suele ser localizado (sélo una mayor actividad
bacteriana, junto con el fracaso de los factores defensivos del huésped daran lugar a
la generalizacion y a la aparicion de cuadros sépticos). La adherencia de S.aureus se
produce por medio de unas sustancias presentes en la pared celular y/o en la capsula
mucoide llamadas adhesinas: son &cidos lipoteicoicos que se unen a fibronectina,
colageno o fibrindgeno.™®
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Tras la adhesion se produce la invasion, que consiste en el paso de las

celulas hacia el tejido subepitelial.

La enfermedad es causada por la multiplicacion del microorganismo y la

produccion de sustancias que contribuyan a su virulencia.

1.2.1.1.1.8 Procesos toxicos

— La ingestion de la enterotoxina, preformada en alimentos contaminados
estimula por via vagal el centro del vomito y, al ser un superantigeno,
libera interleucina 2, originando una accion toxica en la mucosa gastrica

que se manifiesta con nauseas, vomitos, diarrea y dolor abdominal.

— En infecciones locales la liberacion de la exfoliatina lesiona y separa el

estrato granuloso de la piel dando lugar a dermatitis exfoliativa.

— En el shock toxico, la produccion de la toxina activa la produccion de

interleucina 1y 2 y del factor de necrosis tumoral.**

1.2.1.1.1.9 Manifestaciones clinicas

1.2.1.1.1.10Lesiones en la piel y mucosas
Son las infecciones mas comunes producidas por S.aureus.

— Forunculo: Se produce por la infeccion de un foliculo piloso, una
glandula sudoripara o sebécea. Suele ser una complicacion del acné al

estar el conducto ocluido.

FIGURA N°4: Foliculitis producida por Staphylococcus aureus
Fuente: Microbiologia Médica, Cedric Mins y otros. 2011

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=== . |INIVERSIDAD
REPOSITORIO DE s S\—CATOLICA

TESIS UCSM <= DE SAMNTA MARIA

En la base de la pestafia producen el orzuelo comin, normalmente de
curso benigno, que se cura espontaneamente sin necesidad de tratamiento.
Esta infeccion puede tener episodios mas o menos continuos debido a un

mismo fagotipo, lo que se conoce como forunculosis crénica.

— Antrax estafiloccico: Se produce cuando se unen varios forinculos y se
alcanzan regiones mas profundas generalmente en el cuello o en la

espalda. Puede dar lugar a bacteriemia.

— Pénfigo neonatorum o impétigo ampollar: Como consecuencia de la
produccion de la toxina epidermolitica aparecen grandes ampollas. El
pénfigo neonatorum aparece en recién nacidos y el impétigo ampollar en
nifios méas mayores y en adultos inmunodeprimidos.*>

— Paroniquia: Es una infeccion del tejido blando contiguo a las ufias.

— Infecciones en heridas: muy comunes en hospitales.

1.2.1.1.1.11Infecciones generalizadas (bacteriemia)

Se origina por el paso de S.aureus al torrente circulatorio desde un foco
localizado. EI 80% de los casos aparece en medio hospitalario. Esta bacteriemia es
grave, ya que se puede producir una diseminacion del microorganismo hacia otros
organos, originando lesiones en el endocardio, rifion, pulmon o huesos. El uso de

farmacos por via parenteral también contribuye a la bacteriemia.*>

1.2.1.1.1.12Infecciones localizadas en visceras

Vienen provocadas principalmente por una bacteriemia desde una lesion

cutanea existente, aunque ésta haya pasado desapercibida.

— Lesiones del aparato locomotor: La infeccibn més comun es la
osteomielitis, en la que S.aureus es la causa mas frecuente. Normalmente
las extremidades inferiores son las mas afectadas, aunque también se

observa un alto nimero de infecciones vertebrales. También es frecuente
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la artritis infecciosa por S.aureus. La bursitis (inflamacion de la bolsa
periarticular) y la piomiositis (inflamacion del musculo esquelético) son

infecciones mas raras.

— Endocarditis: Es la infeccibn méas comun que se desarrolla tras una
bacteriemia, siendo S.aureus el causante del 80-90% de las endocarditis

infecciosas.

— Otras infecciones localizadas importantes son la meningitis, aparicion de
abscesos en rifion o pulmén y la neumonia estafilocdcica, que suele
aparecer por aspiracion de secreciones orales o por diseminacion

hematdgena.™®

1.2.1.1.1.13Infecciones principalmente por accion exotoxica
Enfermedades causadas por la liberacion al medio de sustancias toxicas

que ejercen su efecto a cierta distancia del foco infeccioso.

— EI sindrome de la piel escaldada: se debe a la produccion de toxina
exfoliativa que produce formacion de ampollas y descamacion de la
epidermis. Se presenta principalmente en nifios recién nacidos
denominandose sindrome de Ritter y en nifios mayores y adultos se llama

necrolisis epidérmica toxica.

— El sindrome del shock toxico: Es un cuadro grave asociado a la utilizacion
de tampones vaginales, debido a la toxina TSST-1. Los sintomas sueles
ser fiebre alta, diarrea, vOmitos y exantema cutaneo en manos y pies.

Puede progresar hasta el shock grave en 48 horas.

— Las intoxicaciones alimentarias: se producen por la contaminacion de
alimentos por S.aureus productores de enterotoxinas. Estos procesos solo

requieren de hidratacién y no se debe aplicar antibiético.®
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FIGURA N°5: Sindrome de piel escaldada
Fuente: Microbiologia Médica, Cedric Mins y otros. 2011

1.2.1.1.1.14Tratamiento

Cuando las lesiones son de caracter benigno no es necesario, por lo
general, tratamiento y normalmente el drenaje es suficiente para curar la infeccion.
Sin embargo, cuando las lesiones son mas profundas o existen factores de riesgo
importantes se deben tratar lo antes posible.*®

La mayoria de cepas de S.aureus hoy en dia son resistentes a las
penicilinas penicilinasa-sensibles. Esta resistencia se produce por la accion de la

penicilinasa sobre el anillo betalactamico del antimicrobiano.

El descubrimiento de penicilinas penicilinasa-resistentes (meticilina,
nafcilina, oxacilina, cloxacilina y dicloxacilina) y de las cefalosporinas fue una
solucidn hasta que empezaron a aparecer cepas resistentes a ellas. Actualmente existe
entre 5y un 10% de resistencia. Ademas, estas cepas suelen ser resistentes también a
otros grupos de antimicrobianos como cefalosporinas de segunda y tercera

generacion, eritromicina y aminoglucésidos.*®

Es muy importante la realizacion del antibiograma. Si es una cepa
meticilin-resistente se pueden emplear fluorogquinolonas, rifampicina, teicoplanina o

vancomicina.

1.2.2.BACTERIAS GRAM NEGATIVAS

Las bacterias Gram negativas no toman el colorante de fondo, la violeta

genciana, después de ser fijada con lugol (toman solo la safranina); poseen una capa
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delgadade peptidoglicano y una segunda membrana llamada membrana externa.
Entre esta y la pared celular se encuentra un espacio virtual, el espacio periplasmico.
Como constituyente importante de la membrana externa se encuentra el
lipopolisacarido (o endotoxina) responsable de muchos de los efecto tdxicos

reportados en las infecciones causadas por gérmenes Gram negativos.

Poro )
Lipopolisacaridos (proteinas, porina)

externa < j {100

Espacio .
peripldsmico { §

Membrana | ﬁ \ ik

citoplasmadtica ,

Proteina fijadora Lipoproteina
de nutrientes

Proteina :
transportadora Peptidoglucano

FIGURA N25: Estructura externa de una bacteria Gram negativa

Fuente: Microbiologia Médica, Cedric Mins y otros. 2011

1.2.2.1 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli es el miembro més frecuente e importante del género
Escherichia.Forma parte de la flora intestinal normal animales y humanos. Cada
gramo de heces humanas contiene hasta 10°microorganismosEscherichia coli.
Estemicroorganismo se asocia a multiples enfermedades, incluida la gastroenteritis e
infecciones extraintestinales, como las urinarias (ITU), meningitis y sepsis. Multitud
de cepas son capaces de producir enfermedad y algunos serotipos se asocian a una
mayor virulencia (p.ej., Escherichia coli 0157 es la causa mas frecuente de colitis
hemorragica).*®

1.2.2.1.1.1 Morfologia
Se trata de un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae no esporulado, aerobio y anaerobio facultativo. Fermenta
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glucosa, es oxidasa negativa y reduce los nitratos a nitritos. Presenta movilidad por
flagelos peritricos. Junto con las demas enterobacterias comparte con las demas
bacterias gramnegativas caracteristicas tipicas (citoplasma, ribosomas, membrana
celular, pared con su membrana externa y apendices como flagelos y pili). La
membrana interna o citoplasmatica la constituye una bicapa fosfolipidica. La pared
estd formada por un peptidoglicano mas delgado que el de las bacterias
grampositivas, y una membrana externa que contiene proteinas purinas reguladoras
de la permeabilidad, y el tipico lipopolisacarido de los gramnegativos, formado por
una estructura lipidica interna —lipido A o endotoxina causante del shock séptico-,
una zona intermedia mucho mas pequefia con un nimero limitado de 5 a 7 azlcares y
una parte externa constituida por el polisacarido con capacidad antigénica —antigeno
somatico-. Entre la membrana interna y la externa, a ambos lados del peptidoglicano,

se encuentra el espacio periplasmico.*>

En agar Mac Conkey forma colonias planas, secas, rosadas con un area

circundante de color rosa més oscuro compuesto por sales precipitadas.™

1.2.2.1.1.2 Determinantes de patogenicidad

Escherichia coli posee una amplia variedad de factores de virulencia.
Ademas de los factores generales que comparten todos los miembros de la familia
Enterobacteriaceae, las cepas de Escherichia poseen unos factores de virulencia
especializados que se pueden clasificar en dos categorias generales; adhesinas y

exotoxinas.
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FIGURA N26: Estructura antigénica de las enterobacterias

1.2.2.1.1.3 Adhesinas

Escherichia coli es capaz de permanecer en el aparato urinario o en el
aparato digestivo como consecuencia de su capacidad de adherencia a las células en
estas localizaciones para evitar ser eliminado por el efecto de arrastre de la orina que
se expulsa con la miccion o por la motilidad intestinal. Las cepas de Escherichia coli
poseen numerosas adhesinas muy especializadas. Estas incluyen factores antigenos
del factor de colonizacion (CFA/I, CFA/IlI, CFA/III), fimbrias de adherencia y
agregacion (AAF/I, AAF/1IN), pili que forman haces (Bfp), intimina, pili P (que
también se une a los antigenos del grupo sanguineo P), proteina Ipa (antigeno del
plasmido de invasion) y fimbrias Dr (que se unen a los antigenos del grupo
sanguineo Dr).

1.2.2.1.1.4 Exotoxinas

Escherichia coli produce también un espectro variado de exotoxinas.
Estas incluyen las toxinas Shiga (Stx-1, Stx-2), las toxinas termoestables (STa, STh)
y las toxinas termolabiles (LT- | y LT-II). Por otra parte, las hemolisinas (HIyA) se
consideran importantes en la patogenia de la enfermedad producida por Escherichia
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coliuropatdgeno. ElI mecanismo preciso de funcionamiento de estas toxinas se

describe en los siguientes apartados.™

1.2.2.1.1.5 Patogenia y Manifestaciones clinicas

Escherichia coli es causa frecuente de infecciones oportunistas; sin
embargo, algunas cepas de Escherichia coli poseen capacidad patdgena primaria,
pudiendo causar infecciones en personas previamente sanas sin factores

predisponentes.

1.2.2.1.1.6 Infecciones urinarias

Las infecciones urinarias en personas sin factores predisponentes estan
causadas en su mayor parte por cepas de Escherichia coli de determinados serotipos
denominados uropatogenos. En la gran mayoria se han detectado adhesinas
especificas para la mucosa de las vias urinarias, como los pili P y S, con los que
colonizan esos territorios a pesar del flujo urinario. Muchas de estas cepas presentan
un tiempo de generacion muy corto, por lo que se multiplican rapidamente; ademas,
disponen de un lipopolisacérido resistente a la accion litica del complemento y la
presencia de capsula disminuye su susceptibilidad a la fagocitosis. Esto ha sugerido
la teoria de que las infecciones urinarias estan causadas por bacterias patdgenas. Los
serogrupos O2 y O6 de Escherichia coli uropatdgenas son los aislados con mayor

frecuencia en clinica.

Sin embargo, otras evidencias sugieren que soélo se produce infeccion
urinaria cuando existen factores predisponentes locales, aunque éstos pasen
desapercibidos — trauma del coido, pequefio residuo vesical, reflujo vesicoureteral
discreto, etc. — y E.coli seria la bacteria causante de infecciones urinarias con mayor
frecuencia simplemente porque es la mas abundante en el periné, desde donde invade

el tracto urinario, causando en realidad una infeccion oportunista.

Las manifestaciones clinicas de las infecciones localizadas en el tracto
urinario bajo (cistitis) son polaquiuria, disuria, y raramente febricula; la orina suele
ser turbia. Cuando la infeccién se hace ascendente (pielonefritis) se asocia a estos

sintomas dolor lumbar, fiebre elevada y afectacion del estado general.*®
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1.2.2.1.1.7 Infecciones intestinales

Existen evidencias epidemioldgicas y experimentales con animales y
voluntarios humanos, de que algunas cepas de Escherichia coliposeen capacidad

enteropatdgena produciendo enteritis.

Las cepas enteropatdgenas de Escherichia coli pueden adscribirse a
cuatro grupos segun el mecanismo patogénico por el que producen la lesion. Se han
correlacionado algunos serogrupos de E.coli con cada uno de estos grupos de

patogenicidad, aunque esta correlacion no es absoluta.

— E.coli enteroinvasiva (ECEI). Algunas cepas de Escherichia
coli(serogrupos 0:112, 0:124) poseen potencial enteroinvasor con un
mecanismo patogénico a nivel molecular idéntico al de Shigella,
produciendo lesiones ulceradas en el colon. El cuadro clinico es
habitualmente una diarrea febril, inespecifica y benigna, aunque en las
formas graves, como también sucede en la disenteria por Shigella, puede
existir sangre y moco en las heces, asi como detectarse leucocitos en la

misma.*®

— Escherichia coliproductora de enterotoxinas citotonicas (ECET).
Existen cepas de E.coli (serogrupos O:6, 7, 8, 15, 27, 63, 78, etc.), que
producen toxinas causantes de diarrea secretora. Se han detectado dos
tipos de toxinas secretoras, una termolabil y otra termoestable,
ocasionando ambas un trastorno de la fisiologia, sin alteracion anatémica,
en los enterocitos del epitelio intestinal. Para que produzcan enteritis estas
cepas deben expresar ademas de las toxinas, factores de colonizacion
intestinal como fimbrias. El cuadro clinico se caracteriza por una diarrea
con deposiciones liquidas, sin moco ni sangre, que puede variar de
moderada a presentar una gravedad semejante al colera. Estas cepas son
frecuentes en paises subdesarrollados, siendo causa habitual de diarrea del
viajero. En la actualidad, ambas toxinas pueden detectarse por métodos

inmunologicos.

— Escherichia coli productora de enterotoxinas citotéxicas (E.coli
enterohemorragico: ECEH). Algunas cepas de E.coli (serogrupo 0157,

026, etc.), pueden producir una toxina citotoxica para la linea Vero
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(verotoxina), diferente de las toxinas citotdnicas ya comentadas. En la
actualidad, se conoce la existencia de dos verotoxinas VT1 y VT2. Las
células precisan ademas de fimbrias especificas para la adhesion al
epitelio como condicion de patogenicidad. La enfermedad presenta un
periodo de incubacion de 3-4 dias, se caracteriza por dolor abdominal
intenso y diarrea, primero acuosa que pude acompafarse de sangre; el
proceso suele ser afebril. Puede complicarse en nifios con el sindrome

hemolitico-urémico.®®

— Escherichia colienteropatogena clasica (ECEPc): No se conoce con
exactitud como se produce la lesion; posiblemente, engloba subgrupos
con mecanismos de patogenicidad diferentes, observandose afectacion
ultraestructural de las microvellosidades intestinales. La clinica, tras una
incubacion de 5-10 dias, se caracteriza por vomitos y diarreas con heces
liquidas con moco, sin sangre. Puede existir fiebre y en los lactantes es

posible la deshidratacién.®®

1.2.2.1.1.8 Tratamiento
Los antibidticos a utilizar deben ser activos in vitro frente a la cepa, y
alcanzar concentraciones suficientes en el foco. La capacidad de esta bacteria para

adquirir genes de resistencia hace imprescindible la realizacion de antibiograma.

En las infecciones urinarias la topografia de la infeccion (cistitis o
pielonefritis), junto con otros posibles condicionantes, son fundamentales para la
orientacion terapéutica. El cotrimoxazol, las quinolonas y los aminoglucésidos,

cuando son activos in vitro, son clinicamente muy eficaces.

En las enteritis por Escherichia colino se ha demostrado la eficacia del
tratamiento antibidtico e incluso parece contraindicado en la enteritis hemorragica.
Solamente las formas graves de Escherichia colienteroinvasora se benefician del

tratamiento antibiotico.™®
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1.2.2.2 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Del género Pseudomonas; Pseudomonas aeruginosa es la especie mas
ampliamente estudiada en lo que respecta a las infecciones en seres humanos.
Aunque este microorganismo es habitante del medio ambiente (suelos, agua, plantas;
sobrevive bien en los ambientes domésticos: bafieras, hidromasajes, soluciones para
lentes de contacto; y el ambito hospitalario: sumideros duchas, equipo respiratorio;
son algunos ejemplos); rara vez es habitante de la flora normal de los seres humanos,

sin embargo, también es un patégeno oportunista muy agresivo.

1.2.2.2.1.1 Morfologia
Son bacilos gramnegativos que pueden estar rodeados de una capsula
polisacérida Ilamada limo. Son moviles por un flagelo polar, monétrico. Las cepas

recién aisladas presentan fimbrias (adhsinas) o pili sexuales.®®

Se desarrollan en cualquier medio a temperaturas entre 10 y 42°C.
Existen tres tipos de colonias: rugosa, lisa y mucoide. Algunas colonias presentan
brillo metalico. Producen pigmentos fluorescentes y difusibles como pioverdina o
fluoresceina 'y piocianina. Este UGltimo es caracteristico de P.aeruginosa,
produciéndolo algo méas del 50% de los aislados. Confiere color verde o azul al
medio a pH neutro. Otra propiedad caracteristica es el olor dulzén de los cultivos por
la produccion de 2-aminocetofenona.

1.2.2.2.1.2 Determinantes de patogenicidad

— Adhesinas. Como factores de fijacion destacan las fimbrias y la capa de
polisacarido. La adherencia requiere una lesion previa. Establecida la
colonizacion la piocianina dificulta la funcién ciliar y lesiona el epitelio.

— Endotoxina. La lisis de Pseudomonas da lugar a la liberacién del lipido A
con la endotoxina, que interviene en el establecimiento de la infeccién y
en los sindromes asociados a la septicemia. Es causante de fiebre,
hipotension, leucopenia o leucocitosis, oliguria, coagulacion intravascular
diseminada y distrés respiratorio del adulto. También activa la
coagulacion, fibrindlisis, quininas y complemento. Estimula la
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produccion de prostaglandinas y leucotrienos e induce la sintesis y
liberacion de citocinas.

— Citotoxina. Ataca la membrana de la mayoria de las células eucariotas y
tiene efecto letal sobre los polinucleares.®®

— Hemolisinas: Las dos hemolisinas que produce el bacilo piociénico acttan

sinérgicamente escindiendo lipidos y lecitinas.®®

— Exotoxina A. Cataliza la transferencia de ADP-ribosa del NAD al factor
de elongacién 2, inhibiendo la sintesis proteica. Presente tres dominios
diferentes, siendo el mayor el que contiene el sitio activo, que se une a las
células diana. ElI dominio 2 colabora en el transporte a través de las
membranas y el 3 corresponde al centro catalitico de la enzima.

Una nueva perspectiva de la toxina, es su comportamiento como
superantigeno, uniéndose a dos receptores alfa y beta de las células T y el
del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il, de monocitos y
células B produciendo la liberacion de citocinas inflamatorias, modulando

la respuesta inmune.®®

— Elastasa. Es una metaloenzima que actla como exopeptidasa. Puede
digerir proteinas como la elastina, colageno, fibrina, inmunoglobulinas

IgG e IgA, componentes del complemento y transferrina.

— Exoenzima S. Es capaz de ribolisar-ADP en varias proteinas de
membrana eucariotas, reconociendo las mismas secuencias de hidratos de

carbono que las células bacterianas de P.aeruginosa.

— Siderdforos. P.aeruginosa sintetiza dos sider6foros en respuesta a la

limitacion de hierro: pioquelina y pioverdina.

— Exopolisacarido mucoide (alginato). Estd constituido por acido
manurénico y glucurdnico en una estructura repetitiva. Se sitda alrededor
de las bacterias fijandolas al medio y protegiéndolas de la fagocitosis,
anticuerpos, complemento y antibicticos.*®
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1.2.2.2.1.3 Manifestaciones clinicas

Se presenta en pacientes con sus defensas locales y/o generales

disminuidas.

1.2.2.2.1.4 Infeccion del tracto respiratorio

Las neumonias primarias por P.aeruginosa se presentan principalmente
en pacientes hospitalizados graves, politraumatizados, con procesos pulmonares
cronicos o con fallo cardiaco congestivo. El cuadro clinico suele ser muy grave (30 a
40% de mortalidad) existiendo necrosis alveolar, invasion vascular y frecuentemente

bacteriemia.®®

1.2.2.2.1.5 Infecciones urinarias

Son muy frecuentes, se suelen adquirir en el hospital general, secundarias
a exploraciones de las vias urinarias, con una clinica similar a la producida por otras
especies bacterianas P.aeruginosa es uno de los patdégenos que mejor se adhieren al

epitelio de la vejiga, pudiendo determinar infecciones ascendentes.

La localizacion primaria en el tracto urinario es una de las principales

fuentes de diseminacion hepatica, con una produccion de bacteriemia.

El catéter desempefia un papel clave en la actividad patogénica de
Pseudomonas, ya que suele ser el lugar inicial de adherencia y multiplicacion,

formandose un biofilme, nicho protector y origen de la infeccion.*®

1.2.2.2.1.6 Infecciones osteoarticulares

Existen dos mecanismos para afeccion osteoarticular:
— Ladiseminacion hematogena a partir de un foco primario.
— Propagacion por continuidad.

Para lograr la erradicacion de P.aeruginosa en estas infecciones, el
tratamiento debe alcanzar valores bactericidas en sangre y hueso por tiempo

prolongado.®®
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1.2.2.2.1.7 Infecciones oculares

Es una de las causas mas frecuentes de queratitis bacteriana y, en menor
grado, de endoftalmitis, blefaroconjuntivitis, oftalmia neonaturum, abscesos

esclerales y celulitis orbital.

Dada la escasa vascularizacion y la limitada respuesta inmunitaria de la
cornea, humores vitreo y acuoso lasPseudomonas se multiplican produciendo
enzimas. Esta queratitis puede conducir a la pérdida de vision, por lo que debe

considerarse una urgencia médica.

1.2.2.2.1.8 Infecciones 6ticas

En el 1-2% de personas sanas P.aeruginosa forma parte de la flora
comensal del conducto auditivo externo. Produce el 50-70% de otitis externas

banales. La otitis maligna invasiva se produce en pacientes diabéticos mayores.™®

1.2.2.2.1.9 Infecciones cutaneas

P.aeruginosa produce epidemias de exantemas maculopapulosos y
vesiculopapulosos en piscinas. La infeccion por P.aeruginosa en enfermos con
quemaduras extensas implica un dificil tratamiento y una elevada mortalidad. La
hidroterapia puede propiciar la colonizacién con cepas resistentes que se multiplican
con rapidez en las escaras. La posterior invasion de planos subyacentes y la

diseminacion por el torrente circulatorio puede evolucionar a una septicemia.

Entre las infecciones de la piel se encuentra el ectima gangrenoso
descrito en algunos casos de bacteriemia por P.aeruginosa, cuyas caracteristicas son

coincidentes con la infeccién cutdnea primaria, necrética y hemorragica.*®

1.2.2.2.1.10Bacteriemia

En los grandes hospitales la bacteriemia por P.aeruginosa alcanza el 14%
del total y el 26% de las causadas por bacilos Gram negativos. La mortalidad es
elevada.
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La clinica suele ser indistinguible de las causas por otros bacilos gram
negativos y depende mucho de la localizacion primaria de la infeccion. Produce

fiebre, taquicardia y taquipnea, también puede haber hipotensién y shock.*®

1.2.2.2.1.11Endocarditis

Las endocarditis por P.aeruginosa suponen mas del 50% de las causadas
por bacilos Gram negativos, y la mayoria de las que padecen los usuarios de drogas
por via EV. P.aeruginosa posee alta afinidad por el endocardio, como
Staphylococcus aureus y Streptococcus viridans. La valvula tricuspide es la
localizacion prevalente. El cuadro clinico es de evolucién subaguda. La endocarditis
de aorta y mitral cursan de un modo agudo y fulminante. El diagndstico se hace por
hemocultivo y se completa por cultivo e histopatologia de la valvula o muestra
obtenida por biopsia.*®

1.2.2.2.1.12Infecciones meningeas

Son poco frecuentes, teniendo mayor importancia las que aparecen tras

intervenciones de neurocirugia.

1.2.2.2.1.13Infecciones gastrointestinales

P.aeruginosa puede infectar el tracto digestivo desde la orofaringe hasta
el recto, principalmente en huéspedes inmunodeprimidos. El tubo digestivo
constituye una eficiente puerta de entrada para el desarrollo de bacteriemias. Esta
situacion es especialmente peligrosa en pacientes con cancer que, tras encontrarse en
el ambiente hospitalario, recibir quimioterapia y antibioticos de amplio espectro, son
colonizados en su intestino por P.aeruginosa.

Los sindromes determinados por esta bacteria no tienen que ser

diferenciales ni especificos.™®
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1.2.2.2.1.14Tratamiento
Es recomendable iniciar la terapéutica después de la toma de muestras, y
si la situacién lo permite con datos microbiologicos confirmados. Es conveniente la

vigilancia durante el tratamiento por la posibilidad de aparicion de resistencias.

Entre los betalactamicos pueden usarse carboxipenicilinas (ticarcilina
sola o0 asociada a tazobactam), cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima), de
cuarta (cefepima y cefpirona), monobactam (aztreonam) y carbapenem (imipenem y
meropenem). De los aminoglucosidos suelen ser eficaces amikacina, tobramicina,

gentamicina y netilmicina.*®

Para conseguir un efecto bactericida rapido se combina un betalactamico

con un aminoglucosido.

Para infecciones del tracto urinario las quinolonas han demostrado su
actividad in vitro y su eficacia clinica, condicionada por el problema de las

resistencias.™®

1.3. OBTENCION DE EXTRACTOS

Consiste en poner en contacto la droga con un disolvente capaz de
solubilizar los principios activos. Los principios activos deben pasar de la droga al
disolvente de manera que se obtenga un extracto liquido. Posteriormente dicho
extracto se puede concentrar eliminando mayor o menor cantidad de disolvente. La
extraccion con disolventes es uno de los métodos que se emplea con mas frecuencia

para la obtencion de principios activos. %

Para que la extraccion con disolventes se lleve a cabo correctamente hay

que tener en cuenta diversos factores:

1.3.1.DESECADO:

Para la extraccion se debe trabajar con la droga convenientemente
desecada conforme los métodos de desecacion desarrollados, a excepcion de ciertas

drogas.
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1.3.2.TRITURADO:

Para la elaboracion de las sustancias de interés de origen vegetal se
requiere ademas una adecuada trituracion de la droga. No es posible la utilizacion de
droga completa debido a su voluminosidad y escasa superficie de contacto con el
disolvente. Con la trituracion progresiva se incrementa la superficie y con ello, el
area de ataque del liquido de extraccion. Las drogas pulverizadas presentan una
superficie notablemente grande y ademas en funcion del grado de pulverizacion,
contiene mas o menos un numero elevado de células rotas, cuyo contenido puede ser
incorporado directamente por el disolvente. No, obstante, tampoco es recomendable
una pulverizacion excesivamente fina de la droga, porque en este caso, tras el
proceso de extraccion resulta dificil separar el liquido extractivo del residuo indtil,
presentandose al final el liquido con cierta turbidez, que repercutira en la
presentacion del preparado final, también con una pulverizacién demasiado fina, se
incorporan sustancia lastre (generalmente clorofila).

Loégicamente, la extraccion de sustancias activas a partir de drogas,
depende de la estructura anatémica de estas Gltimas. La difusion de medicamentos
solo es posible en muy pequefia medida cuando las capas externas de la droga son
poco permeables para el agua. Hay que contar con esta circunstancia especialmente
en el caso de epidermis vegetales con cuticula gruesa y cubiertas celulares suberosas.
Resulta pues imprescindiblemente necesaria la pulverizacion de drogas tipo lefio,
cortezas, semillas, raices, frutos, rizomas. (en este caso es imprescindible, el lavado
previo de la droga, siendo el grado de trituracion un tanto grosera, similar a granos de

azlcar)

La droga troceada (pero nunca en polvo) se somete al grado necesario de
trituracion, tomando en cuenta siempre la droga de que se esté tratando, en el caso de
las hojas, las condiciones de extraccion son faciles de por si, pues el agente
extractivo puede pasar sin dificultades al interior a través de quebraduras y estomas.

1.3.3.PROCESOS FISICOQUIMICOS A TENER EN CUENTA:

Al embeber la droga con el liquido de extraccion se disuelven primero las
sustancias que contiene y que pueden alcanzar el disolvente sin obstaculos. Durante

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM ==  DE SANTA MARIA

la trituracion de la droga se destruyen muchas celulas. El nimero de las células
destruidas o al menos machacadas crece linealmente con un grado de finura
creciente. Las sustancias contenidas en la droga (que generalmente aparecen en
forma cristalina soluble) son lavadas y arrastradas de los fragmentos celulares por el
disolvente. Este proceso se denomina lavado celular y esta restringido a la accion
que tiene el disolvente frente a las células rotas durante el proceso de trituracion.

De una forma méas complicada que el proceso de lavado transcurre el
proceso de difusion celular o para algunos autores llamado también proceso de
extraccion, para nosotros vamos a llamarlo segun la primera denominacién y asi
evitar confusiones terminoldgicas con la categoria genérica que es la extraccion.
Durante este proceso el material de la droga seca absorbe primero el disolvente.
Como en la mayor parte de las drogas se utilizan mezclas etanol — agua, esta agua
hace que la droga se hinche debido al gran aumento de volumen. Ya se habia
deducido que la membrana plasmatica se habia vuelto permeable debido al desecado
y otras influencias. El liquido de extracciéon puede por tanto penetrar sin problemas
en las células intactas. Cuanto mas grosero sea el polvo tanto mas preponderante sera
el proceso de difusion celular. En la célula el liquido de extraccién hace que se
disuelvan las sustancias activas que almacena. Las células completas contienen
entonces soluciones concentradas de sustancias activas. Estas se encuentran
separadas de los disolventes restantes mediante una pared permeable. Entre el
disolvente cargado de sustancias activas dentro de las células y el disolvente que los
rodea existe un mayor o menor gradiente de concentracion. Como consecuencia de la
difusion, este gradiente se equilibra en el transcurso del tiempo. La permeabilidad de
la pared celular garantiza que incluso las sustancias coloidales pasen al extracto. El
tiempo necesario para el equilibrio de concentraciones es parcialmente dependiente
del tipo de droga (hojas o raices) y del grado de trituracion. La extraccion termina
cuando se produce el equilibro de concentraciones. Para poder obtener buenos
rendimientos es de gran importancia que el gradiente de concentraciones se
mantenga alto tomando las medidas adecuadas. La posibilidad mas facil para el
mantenimiento de la diferencia de concentracion entre el liquido interior y exterior al
material a extraer es la agitacion. Este método naturalmente puede no conducir a la

extraccion total. Mejores resultados se obtiene mediante multiples o continuas
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renovaciones del liquido de extraccion. Mediante suficiente empleo de disolvente
puede conseguirse por este procedimiento una extraccion casi total.

Ambos procesos el proceso de lavado y el proceso de difusion celular, se
realizan casi simultaneamente en cada extraccion. El proceso de difusion transcurre

sin embargo mas despacio que el de lavado.

1.3.4ANATURALEZA DEL DISOLVENTE:

Principalmente se utilizan en las extracciones agua y las mezclas
hidroalcohdlicas (agua y alcohol etilico) en proporcion variable. También es posible
utilizar otros disolventes organicos como acetona, éter etilico (poco usado
actualmente), hexano, propilenglicol (muy usado en cosmetica), etc. El agua es un
buen disolvente de muchos principios activos de las drogas pero por esta misma
razén resulta generalmente poco selectivo. Ademés muchos principios activos se
hidrolizan en agua

Por otra parte, los extractos acuosos tienen una estabilidad poco duradera
una vez preparados Yy deben ser obtenidos para su utilizacion en un periodo de
tiempo relativamente corto. Utilizar mezclas variables de agua y alcohol permite

seleccionar las sustancias que se desea extraer.

En investigacion fitoquimica sobre todo; es factible el uso de
extracciones sucesivas variando los disolventes y con ello se consigue separar las
principios activos de las sustancias de interés farmacoldgico asi como separar los

principios activos entre si.”

1.3.5. TEMPERATURA:

El aumento de la temperatura favorece la extraccion de principios activos
de las drogas porque aumenta su solubilidad en los disolventes utilizados, pero a su
vez puede favorecer la degradacién de dichos complejos activos, por lo que es
necesario controlarla para conseguir una maxima extraccion sin consecuencias
indeseables para los principios activos. En ningun caso se pueden utilizar
temperaturas elevadas para extraer principios activos termolabiles. ¥
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1.3.6. TIEMPO DE CONTACTO ENTRE LA DROGA'Y EL DISOLVENTE:

Depende de las caracteristicas de la droga (dureza, grado de trituracion,
etc.) y de la naturaleza de los principios activos (volatiles, hidrolizables, oxidables,

etc.).

1.3.7.TIPOS DE EXTRACTOS

Son preparados obtenidos por concentracion parcial o total de liquidos

extractivos, mediante la evaporacion del disolvente.®”

Los extractos bien preparados por lo general son de color oscuro y de
aspecto fino, liso y transparente. Los extractos de color verdoso son preparados a
partir de las hojas de una planta, y esa tonalidad se debe a la presencia de clorofila.
En los casos de extractos provenientes de flores, son oscuros al comienzo pero luego

se van aclarando debido a la oxidacion que sufre la clorofila.

Los principales métodos de obtencidn de extractos son la maceracion,

percolacién y soxhlet, aunque con mas frecuencia son utilizados los dos primeros.

La eleccion del disolvente esta en funcion de la droga y de la solubilidad
de los principios activos. Cuando por algun motivo el paciente no pueda recibir
extractos 0 en su caso tinturas alcohdlicas (por ejemplo ulcerosos, alcohoélicos, nifios)
se puede reemplazar por extractos de glicerina liquidos. La glicerina proporciona un
sabor més dulce que la hierba amarga y da una sensacion de tibieza en la boca que

las hace mas aceptables en los nifios.

Podemos distinguir diferentes tipos de extractos segun la concentracion

de principio activo respecto a la droga original y segun su consistencia.

1.3.7.1 EXTRACTOS FLUIDOS

O extractos propiamente dichos, son preparados liquidos de extraccion
que se obtienen en la extraccion de drogas. Como liquidos de extraccion pueden
utilizarse mezclas etanol — agua, que pueden contener determinados aditivos,
constituyendo los principales métodos de extraccién la percolacion y la maceracion,
guardando una relacién de extracto droga de 1:1 6 1:2.
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Los extractos fluidos se alteran facilmente en contacto con la luz y el
aire. Son muy usados para obtener formas liquidas (jarabes, gotas, elixires, etc.) ya

que se manipulan y dosifican con facilidad.

1.3.7.2 EXTRACTOS BLANDOS
Son preparados altamente viscosos o semisolidos que se obtienen de
extractos de drogas por evaporacion del liquido de extraccién. Solamente se

encuentra el extracto espeso de regaliz.

Este tipo de extractos son poco estables y por su consistencia resultan

dificiles de manipular, por lo que en la actualidad ya no se usan.

1.3.7.3 EXTRACTOS SECOS

Son preparados pulverulentos, que se preparan de extractos de drogas por
evaporacion del liquido del extracto, asi podemos obtenerlos mediante la eliminacién
del liquido extractivo o menstruo (generalmente alcohol o mezcla hidroalcohélica),
hasta sequedad mediante evaporacion continua y controlada, no siendo ello posible
sin la utilizacion de bafio maria debido a la inminente carbonizacion del extracto,
para esto se utiliza un equipo eléctrico denominado rotavapor, utilizado en
laboratorios dedicados a la investigacion fitoquimica. Consiste en un balon en donde
se deposita el extracto y este gira continuamente dentro de un bafio de agua a
velocidad continua y temperatura controlada evitando asi el peligro de carbonizacion

del liquido extractivo.

Contienen buena concentracion de principios activos y son preparados
bastante estables (aunque en muchas ocasiones resultan higroscépicos) y de facil
manipulacion que se pueden utilizar incluso para preparar tinturas, extractos fluidos,
etc.
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS

2.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

Para la realizacion de nuestra investigacion, se realizd en la provincia de
Camana, el laboratorio de Control de Calidad, laboratorio de Microbiologia (H-403)
dela Universidad Catélica de Santa Maria y en los laboratorios de microbiologia del
Consorcio Industrial de Arequipa CIDASA.

2.2. MATERIALES
2.2.1.UNIDADES DE ESTUDIO

2.2.1.1 ESPECIES BOTANICAS
La especie botanica bajo estudio estd constituida por las hojas y frutos

maduros de Psidium guajava L.

2.2.1.2 MICROORGANISMOS

Con el fin de evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
de hojas y frutos de Psidium guajava L. Se utilizaron como microorganismos cepas
tipificadas obtenidas del Laboratorio del Consorcio Industrial, cepas

correspondientes a las siguientes especies bacterianas:
— Gram positivo: Sthaphylococcus aureus ATCC 25923.

— Gram negativo: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomona aeruginosa
ATCC 27853.
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FIGURA N26: Sthaphylococcus aureus ATCC 25923

Fuente: Elaboracion propia laboratorio CIDASA

FIGURA N27: Escherichia coli ATCC 25922

Fuente: Elaboracién propia laboratorio CIDASA
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FIGURA N28: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Fuente: Elaboracion propia laboratorio CIDASA

2.2.2.INSTRUMENTAL DE LABORATORIO

2.2.2.1 INSTRUMENTAL DE VIDRIO
— Baguetas (BOECO)

— Embudos

— Matraces de vidrio 100, 500 y 1000 ml.

— Placas Petri de vidrio de 100mm x 15mm

— Probeta graduada de: 50 y 100mml (BOECO)
— Tubos de ensayo (PIREX)

— Vasos de precipitado: 50, 100, 250ml (BOECO)
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2.2.2.2 EQUIPOS Y APARATOS
— Autoclave. Beltec, LS-B50L

— Balanza analitica. Ohaus, Pioneer.

— Contémetro de colonias. Quebec, CC-1000
— Estufa-esterilizadora. J.P. Selecta, 2000210
— Estufa-incubadura. Fisher Scientific

— Mechero Bunsen

— Micropipeta 100 pl

— Refrigeradora. Coldex, Autofrost R162

— Rotavapor

2.2.2.3 OTROS ACCESORIOS
— Algodoén estéril

— Asa de Kohle

— Cémara fotogréafica

— Espatulas

— Gasas estériles.

— Gradilla para tubos de ensayo

— Guantes quirurgicos estériles.

— Lapiz marcador

— Papel filtro rapido

— Papel filtro Whatmann Nro 1 de 1 mm de espesor

— Pera de decantacion.

2.2.3.REACTIVOS

— Agua destilada (Delta)
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— Alcohol etilico. Delta (USP)
2.2.4.MEDIOS DE CULTIVO

— Agar Mac Conkey

— Agar Mueller Hinton

— Caldo peptonado

2.3. METODOS
2.3.1.PROCEDIMIENTO PARA EL TRATAMIENTO DE LA PLANTA

2.3.1.1 RECOLECCION
Debido a que es una planta que se practica su cultivo para su

comercializacion, para la obtencién del material bioldgico (hojas y frutos) de la

guayaba, estas se obtuvieron de la provincia de Camana.

FIGURA N29: Arbusto de Psidium guajava L.
Fuente: Elaboracion propia
2.3.1.2 SELECCION
Luego de recolectar el material bioldgico se procedid a seleccionar las
hojas y frutos que se encontraban en buen estado. Para el caso de los frutos se
seleccioné al azar algunos ejemplares se observo por su parte externa y luego se
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cortd en mitades para apreciar la parte interna. En el caso de las hojas se seleccion6
las hojas maduras sin ningun signo de contaminacién o infeccion, eliminando ramas

y otros elementos extrafios.

FIGURA N210: Droga seleccionada de Psidium guajava L.

Fuente: Elaboracion propia

2.3.1.3 ESTABILIZACION

Con el proposito de inactivar enzimas que pueden provocar un
descarrilamiento enzimatico afectando la estabilidad de sustancias activas presentes
en el fruto, se procedi6 a la estabilizacion del material fresco mediante el método de

calor seco.

Pero antes de aplicar este método se considero la naturaleza carnosa del
fruto, por lo que previamente se procedio a cortar cada uno en rodajas (filetear) finas
de 3mm aproximadamente, una vez logrado los cortes, se coloco las rodajas en un
recipiente de vidrio y se introdujo a la estufa, que se atemperd previamente a 90°C, la

droga permanecié en su interior durante cinco minutos.

Las hojas por su parte fueron sometidas a estabilizacién a la misma
temperatura que para el caso de los frutos pero durante 3 minutos.
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2.3.1.4 DESECACION

El agua de vegetacion, favorece no solo la actividad enzimatica, sino
ademas promueve el desarrollo de microorganismos; es por ello que se procedio a
desecar mediante el método con calor artificial en estufa. Para ello las rodajas de los
frutos de la guayaba recientemente estabilizadas, se mantuvieron en estufa durante 5
horas a una temperatura de 60°C. Las hojas en cambio fueron sometidas a 50°C

durante 5 horas.

FIGURA N211: Desecacion de hojas de Psidium guajava L.

Fuente: Elaboracion propia

2.3.1.5 TRITURACION

La trituracién se realizd en un molino de platos doméstico (molino de
granos marca Corona), a través de trituraciones repetidas hasta lograr un grado de
trituracion moderado y homogéneo. Este material se conservé en envase de vidrio de
boca ancha con cierre hermético. Disponiéndose un envase para cada tipo de droga,
hojas y frutos.
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FIGURA N212: Trituracion de hojas y fruto de Psidium guajava L.

Fuente: Elaboracion propia

2.3.2.PROCEDIMIENTO PARA LA OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

2321 OBTENCION,DEL EXTRACTO ETANOLICO POR
PERCOLACION

2.3.2.1.1.1 Método
Método de extraccion con disolvente continuo: Percolacion

2.3.2.1.1.2 Disolvente
Alcohol etilico 96°

2.3.2.1.1.3 Fundamento

Este método de extraccion se fundamenta en la renovacion continua del
disolvente, lo que origina un gradiente de concentracion muy alta. Este método es
atil para drogas que se encuentren secas Y trituradas, considerando que el grado de

trituracion nunca debe ser fino. "
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El disolvente se deposita en la parte superior del percolador, en un
recipiente provisto de un sistema de goteo. Precisamente este sistema de goteo
permite un flujo continuo de disolvente, provocando los procesos de lavado y
difusion celular. En este tipo extraccién influyen el grado de trituracion, la velocidad

de goteo, la naturaleza de la droga, entre otros.

Antes de llenar el percolador debe humedecerse la droga con el
disolvente, permitiendo su esponjamiento, a fin de facilitar la penetracion del
disolvente en las membranas celulares durante la percolacion. Si no se realiza este
paso previo, la presion de esponjamiento que se desarrollara, puede influir en la
velocidad del liquido extractivo incluso puede romper el recipiente. El llenado del
percolador requiere ejercer una cierta compresion con la punta de los dedos. Por una
parte, no deben quedar espacios libres en el interior de la masa del material, pues
dificultan la regularidad del flujo del liquido extractivo, disminuyendo el rendimiento
de la extraccion; por otra parte, un llenado excesivamente compacto lentifica el paso

del liquido o hasta puede impedir su paso.

Entrada del
_/ disolvente
\_ Perlas de vidrio
Papel
filtro

;?hi Material
® f : ] vegetal
Wil

* Tamiz

Tapén de algodén

Dispositivo de goteo

/Percnlado

FIGURA N213: Equipo de Percolacién
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Luego de llenar el percolador con la droga humedecida, se abre la llave
del recipiente que contiene el liquido extractivo, procediendo a cerrar la llave de
salida del percolador, hasta que el liquido extractivo alcance un centimetro por
encima del borde superior que ocupa la droga. A partir de este momento se inicia la
percolacion propiamente dicha, cuya velocidad de goteo se regula en dependencia
con la cantidad de droga, de forma que, en la unidad de tiempo, se igualen los goteos
de entrada y salida. Al terminar la percolacion se exprime la droga y, en su caso, se
afiade el liquido obtenido al percolado, hasta obtener el liquido extractivo segun la

concentracion determinada que puede ser al 10 0 20%.

Operando en condiciones perfectas, ya sea segun las indicaciones
prescritas u otras analogas, las primeras porciones del percolado estan casi saturadas
de principios solubles; en cambio, las Ultimas porciones estan constituidas casi

Unicamente por el mismo menstruo.

2.3.2.2 PROCEDIMIENTO

Pesar 10 g de droga (hojas o fruto) de Psidium guajava previamente
estabilizado, desecado y triturado, en un recipiente adecuado con un poco de
disolvente se humedece la droga, luego con la droga humeda cargamos el percolador,
cubrimos con papel filtro y perlas de vidrio y procedemos a la extraccion. Antes de
iniciar la percolacion mediante goteo, se suelta disolvente a chorro continuo hasta
que cubra al menos 1 cm por sobre la superficie de la droga. Dejar macerar media
hora para luego iniciar el goteo del disolvente el que debe ser ajustado de tal modo
que recojan 3ml de percolado en 1 minuto. Recibir 100ml de percolado y/o ajustar el

volumen para lograr una concentracion del 10%.

El percolado logrado, debe envasarse en un recipiente de vidrio color
ambar de cierre hermético, rotular sefialando la droga su concentracion, volumen
total del percolado, disolvente y fecha. Almacenar en lugar fresco y seco, hasta el

momento para realizar la concentracion del mismo.
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FIGURA N214: Percolacion del fruto y hojas de Psidium guajava

Fuente: Elaboracion propia

2.3.2.3 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO
2.3.2.3.1.1 Método

Método de extraccion con disolventes continuo: Soxhlet.

2.3.2.3.1.2 Disolvente
Alcohol etilico 96°

2.3.2.3.1.3 Fundamento:
Es un sistema de extraccion solido-liquido en el que la extraccion se
realiza en un aparato que consta de un matraz o ampolla (1), un cuerpo extractor o

tubo de extraccion (2) y un refrigerante (4).
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FIGURA N215: Equipo de extraccion Soxhlet

El Soxhlet es un aparato disefiado para realizar una extraccion continua
pero en la que se reutilice el disolvente. En la ampolla se coloca el disolvente que se
calienta con una manta calefactora. En el tubo se coloca la droga triturada en un
cartucho de papel filtro. Al calentarse el disolvente (que no debe tener punto de
ebullicion muy elevado) asciende por el tubo y al llegar al refrigerador condensa y
cae sobre la droga. Esta se va empapando de disolvente hasta que llega al nivel y

entonces desciende por el tubo y vuelve a caer en la ampolla para ser reutilizado.

El disolvente organico se va reciclando durante el proceso mientras que

los principios activos se van concentrando en la ampolla inferior.

2.3.2.3.1.4 Procedimiento
Pesar 10g de droga (hojas yfruto) de Psidium guajava debidamente

estabilizado, desecado y triturado a grado fino; y colocarlo en un papeldn de papel
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filtro. En el matraz colocar 100ml de alcohol etilico y proceder a la extraccion hasta

agotamiento del complejo activo presente en la droga.

El extracto conservarlo en recipiente color ambar de vidrio con un rotulo
que indique la cantidad de droga, disolvente, volumen del extracto y fecha.

Almacenar en un lugar fresco, seco y alejado de la luz.

FIGURA N216: Extraccion por soxhlet del fruto y hojas de Psidium guajava

Fuente: Elaboracion propia

2.3.2.4 OBTENCION DEL EXTRACTO ETANOLICO POR MACERACION
2.3.2.4.1.1 Método
Método de extraccion con disolventes discontinuo: Maceracion.

2.3.2.4.1.2 Disolvente
Alcohol etilico 96°

2.3.2.4.1.3 Fundamento:
La maceracion es el procedimiento mas simple de extraccion. La droga

respetando el grado de trituracién prescrito se incorpora al liquido de extraccion. El

conjunto se conserva protegido contra la luz solar directa (para evitar las posibles
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reacciones o alteraciones de color catalizadas por la luz) y se agita repetidamente. El
tiempo de maceracion es diverso; las distintas farmacopeas recomiendan tiempos de
maceracion que oscilan entre 4 a 10 dias. Unos 5 a 7 dias son recomendables para la
ocurrencia de los procesos anteriormente mencionados (proceso de lavado celular y
proceso de difusion celular). Para sacar el maximo provecho a estos procesos es
indispensable la agitacion repetida del conjunto (varias veces al dia). Actuando asi se
garantiza la rapida compensacion de concentracion de las sustancias extractivas en el
liquido. El estado de reposo durante la maceracion implica una sensible disminucion
de la difusion de sustancias activas. Tedricamente, en la maceracion no es posible el
agotamiento de las sustancias, 0 sea, su extraccion absoluta. Cuanto mayor sea la
relacién entre el liquido extractivo y la droga, tanto mas favorable serd el
rendimiento. Después de la maceracion se filtra o cuela el conjunto (generalmente un
colador de tela limpio), exprimiendo el residuo. Con este fin algunos laboratorios
utilizan prensas especiales para extraer eficientemente el liquido extractivo.

La maceracion se utiliza cuando los principios activos son muy solubles
y la estructura de la droga es muy permeable (hojas, flores poco compactas). Es util
principalmente para la extraccion de principios termolabiles, ya que se trabaja a

temperatura ambiente.

FIGURA N217: Procedimiento de maceracion

Fuente: Elaboracion propia

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPQSITORIO DE CATOLICA

(\ale ,
TESIS UCSM < DE SAHTA MARIA

2.3.2.4.1.4 Procedimiento

Pesar 10g de droga (hojas o fruto) de Psidium guajava debidamente
estabilizado, desecado y triturado a grado fino; e introducir en un recipiente de
capacidad suficiente, boca ancha y cierre hermético. Afiadir 100ml de disolvente,
cerrar y agitar vigorosamente. Dejar este sistema de extraccion durante 7 dias con
agitaciones esporadicas durante este periodo, conservandolo en un lugar lejos de la
luz, fresco y seco. Transcurrido este tiempo filtrar y de ser necesario completar con

disolvente hasta 100ml.

2.3.2.5 CONCENTRACION DE LOS EXTRACTOS
La concentracion tiene como objetivo eliminar el disolvente de los

extractos de Psidium guajava, para concentrar los componentes del complejo activo.

2.3.2.5.1.1 Procedimiento
Colocar los extractos (percolado, macerado y soxhlico) en el balon del

rotavapor, y concentrar a 80°C, hasta sequedad.

FIGURA N218: Concentracion de extractos mediante rotavapor

Fuente: Elaboracion propia
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2.3.3.METODOS PARA LA EVALUACION ANTIBACTERIANA DE LOS
EXTRACTOS DE PSIDIUM GUAJAVA

2.3.3.1 DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA
PARA LOS DIFERENTES EXTRACTOS

Esta prueba tiene como objetivo evaluar la sensibilidad antimicrobiana de
los diferentes extractos etandlicos sobre cepas en estudio de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona aeruginosa (ATCC
27853).

2.3.3.1.1.1 Método 1
Excavacion-Placa

2.3.3.1.1.2 Fundamento

Este método se basa en que la sustancia a investigar depositada en la
excavacion toma contacto con la superficie del agar de tal manera que difunde hacia
el medio circundante, a medida que aumenta la distancia a la excavacion hay una
reduccion logaritmica de la concentracion de la sustancia hasta alcanzar un punto en
el que el desarrollo microbiano de la superficie del agar ya no es inhibido, la

actividad de la sustancia se evalta midiendo el halo de inhibicion formado.

2.3.3.1.1.3 Procedimiento
2.3.3.1.1.4 Preparacion del inéculo

— Seleccionar 4-5 colonias de un cultivo en placa de las bacterias en
estudio; Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC
25922) y Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853).

— Depositar en 3 tubos (un tubo por tipo bacteriano) 5 ml de caldo

peptonado estéril.

— Tocar la superficie de cada colonia con un asa de siembra y transferirlo al

tubo que contiene 5ml de caldo peptonado.
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— La turbidez del tubo debe corresponder a la del tubo N°5 de la Escala de
Mac Farland (para realizar este paso correctamente, se debe usar una luz
apropiada y mirar los tubos contra un fondo blanco con lineas negras
como contraste), la misma que equivale a una concentracién de 10°
UFC/ml, luego realizar una dilucion al 1/100 de éste inoculo (0.2ml del
indculo en 19,8ml en caldo peptonado). Asi obtendremos un indculo de

aproximadamente 10° UFC/ml.

—

S.aureus
E.coli

Caldo pe}E)n/a;:lo estéril P.aeruginosa

<> Tubo 0.5 de la
ﬁ:zt::ﬁ::‘l,d: = essala de Mac Farland
4-5 colonias 10 UFC/ml

FIGURA N220: Esquema de sensibilidad antimicrobiana

2.3.3.1.1.5 Disolucién de los extractos secos

Pesar en ambiente aséptico 200mg de extracto seco de frutos y hojas de

Psidium guajava, y completar con el disolvente del extracto: alcohol hasta 1ml.

2.3.3.1.1.6 Siembra del inéculo
— Preparar Agar Mueller Hinton y Agar Mac Conkey en cantidad suficiente

para el sembrado de todas las muestras de estudio (Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853)).

— Autoclavar y colocar 20ml de este agar (4mm de altura), una vez que ha
adquirido consistencia, utilizar un hisopo de algodén de brazo largo

estéril, sumergiendo este hisopo en el indculo y eliminar el exceso
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presiondndolo sobre la pared interna del tubo que lo contiene y por

encima del nivel del caldo de cultivo.

8
- Inoculos 10 UFC/m

S.aureus
E.coli
P.aureginosa

Agar Mueller Hinton 25 Sembrar cor

20 ml &« nisopos

estériles

kf—’::.—-:;\ i;

d enfrlar

m_______/

| e

Solucién del
extracto seco

FIGURA N221: Esquema de sensibilidad antimicrobiana

— Inocular la superficie de la placa de agar Mueller-Hinton y Agar Mac
Conkey segun corresponda con el hisopo pasandolo uniformemente por
toda la superficie en tres direcciones, por ultimo pasar por el reborde de la

placa, dejar secar 5 minutos.

— Con la ayuda de un lapiz marcador dividir la placa en 4 porciones. Luego
a través de un tubo estéril con una boca de 5mm de diametro, realizar 3

hoyos en tres de las porciones de la placa, la cuarta dejarla como control.
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— Depositar en cada uno de los tres hoyos, 100 pl, de la solucién de
extracto, dejar secar las placas a temperatura ambiente durante 15

minutos, para que se inicie la difusion de los extractos.

— Luego del secado dejar incubar en posicion invertida a 37°C durante 24

horas.

— Pasado este periodo, realizar las mediciones de los halos de inhibicion.

2.3.3.1.1.7 Método 2
Disco — placa — cultivo.

2.3.3.1.1.8 Fundamento
Este método se fundamenta la inhibicion del crecimiento bacteriano,
debido a la difusion de la sustancia en estudio presente en un soporte constituido por

papel filtro Whatmann, desde el cual difunde a los medios de cultivo.

2.3.3.1.1.9 Procedimiento
2.3.3.1.1.10Preparacion del inéculo

— Seleccionar 4-5 colonias de un cultivo en placa de las bacterias en estudio
(Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922)
y Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853)).

— Depositar en 3 tubos (un tubo por tipo bacteriano) 5 ml de caldo

peptonado estéril.

— Tocar la superficie de cada colonia con un asa de siembra y transferirlo al
tubo que contiene 5ml de caldo peptonado.

— La turbidez del tubo debe corresponder a la del tubo N°5 de la Escala de
Mac Farland (para realizar este paso correctamente, se debe usar una luz
apropiada y mirar los tubos contra un fondo blanco con lineas negras
como contraste), la misma que equivale a una concentracién de 108

UFC/ml, luego realizar una dilucién al 1/100 de éste in6culo (0.2ml del
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indculo en 19,8ml en caldo peptonado). Asi obtendremos un inoculo de
aproximadamente 10° UFC/ml.

2.3.3.1.1.11Disolucién de los extractos secos

Pesar en ambiente aséptico 200mg de extracto seco de frutos y hojas de

Psidium guajava, y completar con el disolvente del extracto hasta 1ml.

2.3.3.1.1.12Siembra del inéculo
— Preparar Agar Mueller Hinton y Agar Mac Conkey en cantidad suficiente

para el sembrado de todas las muestras de estudio (Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona
aeruginosa (ATCC 27853)).

— Autoclavar y colocar 20ml de este agar (4mm de altura), una vez que ha
adquirido consistencia, utilizar un hisopo de algodén de brazo largo
estéril, sumergiendo este hisopo en el inéculo y eliminar el exceso
presionandolo sobre la pared interna del tubo que lo contiene y por

encima del nivel del caldo de cultivo.

— Inocular la superficie de la placa de agar Mueller-Hinton y Agar Mac
Conkey segun corresponda con el hisopo pasandolo uniformemente por
toda la superficie en tres direcciones, por ultimo pasar por el reborde de la

placa, dejar secar 5 minutos.

— Empapar los discos de papel filtro con las diluciones del extracto seco
segun el cuadro de concentraciones y colocar cada disco en la superficie

de cada placa.
— Dejar incubar en posicién invertida a 37°C durante 24 horas.

— Pasado este periodo, realizar las mediciones de los halos de inhibicion.
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2.3.3.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA
MINIMA (CIM)

La concentracion inhibitoria minima (CIM) es la menor concentracion de
una sustancia antimicrobiana capaz de inhibir el crecimiento de una cepa bacteriana
dada. Para la realizacion de esta prueba se trabajo con el extracto etanolico, obtenido
mediante maceracion de hojas, ya que fueron estos extractos con los que se aprecio

sensibilidad.

2.3.3.2.1.1 Método
Dilucion en tubo.

2.3.3.2.1.2 Procedimiento
— Se prepara el inéculo de S.aureustomando de 4-5 colonias de las placas,
se inoculan en 5ml de caldo peptonado estéril, enjuagando bien en el

liquido, a fin de retirar todo el material adherido en el asa.

— Laturbidez del tubo debe corresponder a la del tubo N°5 de la Escala de
Mac Farland, la misma que equivale a una concentracién de 10® UFC/ml,
luego realizar una dilucién al 1/100 de éste in6culo (0.2ml del in6culo en
19,8ml en caldo peptonado). Asi obtendremos un indculo de

aproximadamente 10° UFC/ml.

— Preparar una solucion estéril de caldo peptonado y afadir a cada tubo
conforme el siguiente cuadro de concentraciones. Realizar por triplicado
por cada concentracion. Luego afiadir el extracto y homogenizar mediante
agitacion.
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Descripcion Tubo1 Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubo6
Extracto seco 200mg/ml 1 1 1 1 1 -
Caldo peptonado ml 1 1 1 1 1
Volumen 1 1 1 1 1 1
Concentracion (mg/ml) 200 100 50 25 12.5 6.25
Inéculo 108 UFC/ml 1 1 1 1 1 1-
Volumen final 2 2 2 2 2 2
Concentracion final 200mg/ml 100 50 25 12.5 6.25 3.125

Fuente: Elaboracion propia

— Luego afiadir 1ml del in6culo y mezclar.

— Incubar los tubos a 37°C durante 24 horas. Transcurrido este periodo
observar la turbidez de los tubos. Los tubos turbios indican que el
desarrollo bacteriano no ha sido inhibido, por el contrario los tubos claros
evidencian inhibicion del crecimiento de las bacterias (observar cuadro
N° 10).

2.3.3.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA (CBM)

En este método se preparan diluciones del antimicrobiano a variadas
concentraciones utilizando un medio de cultivo adecuado, posteriormente se inocula
dicho medio y tras la correspondiente incubacion se realiza un subcultivo de los
medios sembrados previamente y puede determinarse asi la actividad bactericida.

2.3.3.3.1.1 Método
Dilucion en caldo.
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2.3.3.3.1.2 Procedimiento
2.3.3.3.1.3 Preparacion del inéculo

— Con un asa de Kolle estéril se procede a tocar la superficie de 4 a 5

colonias de la muestra.

— Posteriormente sumergir el asa de Kolle en caldo peptonado, se enjuaga

bien en el liquido para descargar todo el material y luego se retira el asa.

— La turbidez del tubo debe corresponder a la del tubo N°5 de la Escala de
Mac Farland, la misma que equivale a una concentracion de 10® UFC/ml,
luego realizar una dilucidn al 1/100 de éste indculo (0.2ml del in6culo en
19,8ml en caldo peptonado). Asi obtendremos un in6culo de

aproximadamente 10° UFC/ml.

2.3.3.3.1.4 Preparacion de las diluciones del extracto de guayaba en caldo

— El extracto de hojas de guayaba se disuelve a distintas concentraciones en

caldo peptonado conforme al siguiente cuadro de concentraciones.

ry YN Y

Descripcion Tubo1 Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubob5 Tubo6
Extracto seco 200mg/ml 1 1 1 1 1 -
Caldo peptonado ml 1 1 1 1 1
Volumen 1 1 1 1 1 1
Concentracion (mg/ml) 200 100 50 25 12.5 6.25
Inéculo 108 UFC/mlI 1 1 1 1 1 1-
Volumen final 2 2 2 2 2 2
Concentracion final 200mg/ml 100 50 25 12.5 6.25 3.125

Fuente: Elaboracion propia

— Andadir 1ml del in6culo a cada tubo.

— Luego se incuba por un tiempo de 24 horas a temperatura de 37°C.
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— Finalmente se realiza un subcultivo de las diluciones que no
mostraron turbidez, para determinar la concentracion bactericida;

incubando durante 24 horas a 37°C en Agar Tripticasa soya (TSA).

4-5 colonias

@ U 19.8 ml

6
Mac Farland N° 5 10 UFC/ml

Inocular con
0.1 ml

100 50 25 12,5 6.25
\ F
L]
Sembrar por triplicado los tubos
que no muestren turbidez

FIGURA N222: Esquema de concentracion bactericida minima (CBM)
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2.3.4.METODOS PARA EL ANALISIS ESTADISTICO

Se estimaran los siguientes estadisticos:

2.3.4.1 MEDIA
La media se calcula sumando todas las observaciones de un conjunto de

datos y dividiendo entre el total de mediciones, se expresa como sigue:

o1
X= -
n

2.3.4.2 VARIANZA

La varianza cuantifica la cantidad de variabilidad, o dispersion, alrededor
de la media de las mediciones. Mas explicitamente, la varianza se calcula restando la
media de un conjunto de valores de cada una de las observaciones, después se elevan
al cuadrado estas desviaciones, y se suman y dividen entre la cantidad de

observaciones del conjunto de datos menos 1. Al representar la varianza por s?,

1 n
S2 = -(n_—l_)z(xi =7 f)z
i=1

2.3.43 DESVIACION ESTANDAR
La desviacion estandar de un conjunto de datos es la raiz cuadrada de la

varianza.
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2.3.4.4 ANALISIS DE VARIANZA

El andlisis de varianza de un criterio (ANOVA de un criterio) es una
metodologia para analizar la variacion entre muestras y la variacion al interior de las
mismas con varianzas, en lugar de rangos. Como tal, es un método estadistico util
para comparar dos o mas medias poblacionales. EI ANOVA de un criterio nos

permite poner a prueba hipotesis, tales como:

H0:|J.1:[,l2:l.I3= ook
H;= al menos dos medias poblacionales son diferentes

El estadistico F para ANOVA con un criterio es el siguiente:

sg= estimacion de la varianza entre muestras

s2= estimacion de la varianza al interior de las muestras.
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CAPITULO III

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS POR LOS
DIFERENTES METODOS DE EXTRACCION: MACERACION,
PERCOLACION Y SOXHLET

Se obtuvo los extractos etandlicos mediante los métodos de extraccion:
maceracion, percolacién y soxhlet; tanto para el fruto y hojas de Psidium guajava.
Todos los extractos fueron concentrados mediante rotavapor.

Luego fueron envasados en sus correspondientes frascos de vidrio, con

cierre hermético y rotulados. Reservandose cantidades suficientes para la evaluacion
del efecto antibacteriano.
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CARACTERES ORGANOLEPTICOS DE LOS EXTRACTOS

Tipo de Organolepsia
Droga
extracto Color Aspecto Olor Sabor
Percolacion Verde oscuro Limpido Caracteristico Amargo
Hojas Soxhlet Verde muy oscuro Limpido Caracteristico Amargo
Maceracion Verde oscuro Lig. Turbio | Caracteristico Amargo
Percolacion Amarillo claro tarbido Caracteristico Lig. amargo
Fruto Soxhlet Verde oliva claro tlrbido Caracteristico Lig. amargo
Maceracion Amarillo claro tarbido Caracteristico Lig. amargo

Fuente: Elaboracion propia

FIGURA N224: Extractos de hojas y frutos de guayaba

Fuente: Elaboracion propia

3.2. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A LOS EXTRACTOS

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a la
sensibilidad de la bacteria Gram positiva y Gram negativas a los distintos extractos
de Psidium guajava por el método hoyo placa. Notaremos en el cuadro siguiente, que
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se mostro sensibilidad solo al extracto etan6lico obtenido mediante maceracion de las
hojas.

CUADRO N°2

SENSIBILIDAD A LOS DISTINTOS EXTRACTOS DE PSIDIUM GUAJAVA
POR EL METODO HOYO-PLACA

Concentracion 200 mg/ml
Tipo de o
Droga X - Repeticion Pseudo-mona Eschericn Staphylococcus
aeruginosa aureus
1 Resistente Resistente Resistente
Percolacion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Hojas | Soxhlet 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente 19.0
Maceracion 2 Resistente Resistente 18.0
3 Resistente Resistente 23.0
1 Resistente Resistente Resistente
Percolacién 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Fruto Soxhlet 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Maceracion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente

Fuente: Elaboracion propia
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Luego de observar el cuadro Nro 2 correspondiente a la prueba de sensibilidad de las
distintas cepas bacterianas y a los extractos tanto del fruto y las hojas de Psidium
guajava por el método hoyo-placa; concluimos que, de ambas drogas evaluadas solo
las hojas muestran actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus, y dentro
de los tipos de extracto, muestran actividad antibacteriana frente a dicha bacteria, los
extractos obtenidos mediante el método de maceracion a una concentracion de
200mg/ml.

FIGURA N° 25 y 26: Inhibicién al 200 mg/ml (Maceracién)

Fuente: Elaboracion propia
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CUADRO N°3

SENSIBILIDAD A LOS DISTINTOS EXTRACTOS DE PSIDIUM GUAJAVA
POR EL METODO DISCO-PLACA

Concentracion 200 mg/ml
Tipo de o
Droga extracto Repeticion Pseudo.mona Escherichia coli Staphylococcus
aeruginosa aureus
1 Resistente Resistente Resistente
Percolacion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Hojas | Soxhlet 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Maceracion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Percolacion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Fruto Soxhlet 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente
1 Resistente Resistente Resistente
Maceracion 2 Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente

Fuente: Elaboracion propia
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Segun el cuadro 3, que muestra los resultados de la sensibilidad de las bacterias a los
extractos bajo estudio, tanto de frutos y hojas de guayaba por el método disco-placa,

no se observa sensibilidad alguna mediante este método.

FIGURA N° 27: Resistencia de E.coli mediante FIGURA N° 28: Resistencia de E.coli mediante método
método hoyo placa y disco (D en la figura) con hoyo placa y disco (D en la figura) con extracto de
extracto de hojas de guayaba (macerado) hojas de guayaba (percolado)

FIGURA N° 29: Resistencia de E.coli mediante FIGURA N° 30: Resistencia de E.coli mediante método
método hoyo placa y disco (D en la figura) con hoyo placa y disco (D en la figura) con extracto de
extracto de frutos de guayaba (percolado) frutos de guayaba (Soxhlet)

Fuente: Elaboracion propia
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3.3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA

INHIBITORIA

Luego de evaluar la sensibilidad, se determinoé la concentracion minima
inhibitoria del macerado de las hojas de Psidium guajava L.frente a Staphylococcus
aureus, utilizando el método descrito en el capitulo anterior. Se consider6 la
concentracion hallada en la prueba de sensibilidad que fue de 200mg/ml, por lo que
se ensayd concentraciones inferiores a esta concentracion y fueron a partir de
100mg/ml.

CUADRO N°4

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DEL MACERADO DE LAS
HOJAS DE PSIDIUM GUAJAVA SOBRE CULTIVOS DE

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923

Concentracion mg/ml
Rep.
100 50 25 12.5 6.25
1 Sensible Sensible Resistente Resistente Resistente
2 Sensible Sensible Resistente Resistente Resistente
3 Sensible Sensible Resistente Resistente Resistente

Fuente: Elaboracion propia

El cuadro N°4, confirma la prueba de sensibilidad realizada
anteriormente, y establece la concentracion minima inhibitoria para el extracto
etanolico (obtenido por el método de maceracion) de hojas de Psidium guajava en

50mg/ml.
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FIGURA N°31: Tubo sin turbidez (izq) a 50mg/ml de
extracto de guayaba y tubo con turbidez (der) a

25mg/ml de extracto de hojas de guayaba (maceracidn)

Fuente: Elaboracién propia
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3.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION BACTERICIDA
MINIMA

CUADRO N°5

CONCENTRACION BACTERICIDA MINIMA DEL MACERADO DE LAS
HOJAS DE PSIDIUM GUAJAVA SOBRE CULTIVOS DE

STAPHYLOCOCCUS AUREUS ATCC 25923

Concentracion mg/ml
Repeticion
100 50 25 12.5 6.25
1 Sensible Resistente Resistente Resistente Resistente
2 Sensible Resistente Resistente Resistente Resistente
3 Sensible Resistente Resistente Resistente Resistente

Fuente: Elaboracion propia

La concentracion bactericida minima mediante el método dilucién en
caldo tanto, para el macerado de las hojas de Psidium guajava se establecié en

100mg/ml de extracto seco.

FIGURA N°32: CBM a 100 mg/ml FIGURA N°33: CBM a 50mg/ml

Fuente: Elaboracién propia
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3.5. DETERMINACION DE LOS HALOS DE INHIBICION DE LA CMI Y
CBM, MEDIANTE EL METODO HOYO PLACA

CUADRO N°6

HALOS DE INHIBICION DEL MACERADO DE HOJAS DE PSIDIUM
GUAJAVA SOBRE STAPHYLOCOCCUS AUREUSATCC 25923

Halos de inhibiciéon (mm)
Repeticion
50 mg/ml (CMI) 100 mg/ml (CBM)

1 10.0 19.0

2 13.0 17.0

3 14.0 18.0

4 16.0 22.0

Media 13.25 19.0
Desviacion tipica 2.5 2.16

Fuente: Elaboracion propia
CUADRO N°7

ANOVA PARA LOS HALOS DE INHIBICION DEL MACERADO DE
HOJAS DE PSIDIUM GUAJAVA SOBRE STAPHYLOCOCCUS

AUREUSATCC 25923
Suma de Gl Media F Sig.
cuadrados | Grados de | cuadrética
libertad
Inter-grupos 66,125 1 66,125 12,115 ,013
Intra-grupos 32,750 6 5,458
Total 98,875 7

Fuente: Elaboracion propia
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En el cuadro N°6 se observa que como media del halo de inhibicion a
50mg/ml que es la concentracion minima inhibitoria del extracto de las hojas de
guayaba es de 13.25 mm; y la media del halo de inhibicion a 100mg/ml es la
concentracion bactericida minima del mismo extracto obtenido mediante maceracion
es 19.0mm. Es necesario realizar un andlisis de varianza (ANOVA) a ambas medidas
para rechazar la hipétesis de nulidad que asume que ambas no difieren entre si, es

decir son iguales.

El cuadro N°7 muestra el ANOVA para los halos de inhibicion del
extracto de Psidium guajava, obtenido mediante maceracion a 50 y 100mg/ml (CMI
y CBM respectivamente), como Sig=0.010, y este es menor a 0.005 entonces se
acepta la hipotesis de investigacion que asume que los grupos estadisticamente
difieren entre si, y se rechaza la hipotesis nula que interpreta que los grupos se
parecen. En conclusion, los halos de inhibicion en tanto medias y varianzas del
extracto obtenido por maceracion a 50mg/ml es estadisticamente diferente respecto a
la concentracion de 100mg/ml; es decir, que la medida de la concentracion minima

inhibitoria es estadisticamente diferente a la de la concentracion bactericida minima,

se trata por tanto de dos concentraciones con eficacias claramente distintas.

FIGURA N°34: Halos de la CBM a 100 mg/ml FIGURA N°35: Halos de la CIM a 50mg/ml

Fuente: Elaboracién propia
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CONCLUSIONES

1°. Se evalud la actividad antibacteriana in vitro de los extractos de frutos y hojas de
Psidium guajava L.(guayaba) frente a microorganismos Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona aeruginosa
(ATCC 27853), siendo el de mayor actividad antibacteriana el extracto de las

hojas a 100mg/ml obtenido mediante maceracion.

2°. Para la obtencidén de extractos de hojas y fruto de Psidium guajava L, se
desarrollaron tres métodos extractivos con disolventes: maceracion, percolacion y

mediante equipo Soxhlet.

3° Mediante el método excavacion-placa-cultivo sélo Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) mostré sensibilidad frente al extracto de las hojas de Psidium
guajava obtenido mediante maceracion. El fruto de Psidium guajava no presenta
accion antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Escherichia coli (ATCC 25922) y Pseudomona aeruginosa (ATCC 27853).

4° La cepa de Staphylococcus aureus (ATCC 25923), tiene una concentracion
minima inhibitoria (CMI) para el extracto seco de las hojas de Psidium guajava
obtenido mediante maceracion de 50mg/ml; y la concentracion minima
bactericida (CMB) de 100mg/ml.

5°. Luego de realizar pruebas de hipotesis (ANOVA y test de TUKEY) se determin6
que el extracto seco a 100mg/ml de hojas de Psidium guajava obtenido mediante
maceracion fue el que presentd mayor actividad antibacteriana frente al extracto

de hojas de Psidium guajava obtenido por maceracion a 50mg/ml
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SUGERENCIAS

1°. Determinar la seguridad del extracto seco de las hojas de Psidium guajava
(guayaba), calculando la dosis letal media en animales de experimentacion.

2°. Se sugiere determinar los factores que influyen sobre la actividad antibacteriana
in vitro de los extractos de hojas de Psidium guajava (guayaba) provenientes de
especies cultivadas en otros lugares.

3% Evaluar la actividad antimicética in vitro de extractos dePsidium guajava
(quayaba).
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ANEXO N°1: MEDIOS DE CULTIVO

— AGAR MAC CONKEY
Fundamento:

La presencia de las sales biliares se encuentra en menor concentracion
que en otros medios, para no inhibir demasiado y servir de enriquecedor en el
crecimiento de enterobacterias; por su parte el cristal violeta inhiben el crecimiento
de las bacterias Gram positivas en especial estafilococos y enterococos. La lactosa
presente y el indicador rojo neutro permiten diferenciar los gérmenes fermentadores
de azucar de aquellos que no lo hacen. Las peptonas que estan en el medio son la
base nutriente del mismo. El cloruro de sodio hace que se mantenga el equilibrio

osmatico.
Composicion:
Peptona de caseina 7049
Lactosa 10.0g
Peptona de tejido animal 3.0
Sales biliares 159
Cloruro de sodio 509
Rojo neutro 0.03¢
Cristal violeta 0.001
Agar-Agar 125¢
Agua destilada csp 1000.0 ml

Preparacion:

Disolver los ingredientes en B.M. ajustar el pH a 7.0 autoclavar 15

minutos a 121°C. Repartir en placas Petri, 20ml por placa.
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Procedimiento:

Sembrar de acuerdo a lo descrito, dejar incubando por 24 horas a 37°C.

Interpretacion:

Las bacterias Gram (+) son inhibidas con excepcion de los enterococos
que crecen dando colonias pequefias transllcidas y ligeramente rosadas. El grupo de
los Gram (-), dan colonias de acuerdo con el comportamiento de las bacterias frente
al disacarido lactosa, es asi que las lactosa positivos dan colonias rojizas. La bacteria
degrada la lactosa y produce &cidos virando al indicador del medio (rojo neutro) a un
color rojizo. Escherichia coli da colonias rojizas con un precipitado de &acidos
biliares. Klebsiella desarrolla colonias mucosas presentando en la parte central un
color amarillento. Proteus y otras bacterias no fermentadoras de lactosa forman
colonias incoloras, pero a medida que transcurren las horas tienen a tomar un color
verde azulado debido a la produccion de pigmento. Otras bacterias no fermentadoras
diferentes a enterobacteria también pueden crecer en este medio, las colonias pueden

ser de un tono ligeramente rosado, es el caso de la Mima polimorfa, Alkaligenes, etc.
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— CALDO PEPTONADO

Composicion:

Peptona de carne 1009
Extracto de carne 30¢g
Cloruro de sodio 509

Preparacion:

Para preparar un litro se utiliza 15 g del medio.

Procedimiento:

Colocar el medio en un matraz, afiadir agua destilada, disolver con ayuda

del mechero Bunsen hasta completa transparencia.

Esterilizar el medio en la autoclave por 15 minutos a 121°C.

- AGAR MUELLER HINTON

Composicion:
Infusion de carne ............ccceeee. 300.0¢9
Peptona acida de caseina.............. 1759
AIMIdON.....coiiiiies 159
AGAr. oo 15.0g
Agua purificada............cceeveeennnne 1000 ml

Preparacion:

Esterilizar a 121C° durante 15 minutos, enfriar a45- 50 C° y repartir en placas
Petriestériles.
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ANEXO N°2: MEDIO DE CONTRASTE

— ESCALA DE MC. FARLAND

Composicion:

Cloruro de bario 0.5ml
Acido sulfurico 99.5ml
Reaccion:

BaCl, + H,SO, — BaSO, (Turbidez)

Procedimiento:

Para preparar la suspension estandar se agrega 0.5ml de una solucion de

cloruro de bario 0.048 M a 99.5ml de una solucion de acido sulftrico 0.36 N.

Calculos
Para 100 ml de cloruro de bario 0.048 M

0.048mol 208.3g Cl,Ba

000ml (100ml) Tmol = 0.99984 g Cl,Ba en 100ml

Para 1000 ml de &cido sulflrico 0.36N

0.36Equ 98.08g/2 1ml

22242 (1000ml = 9.59478 ml de H,SO, al 969
1000m1 (1000mD) — =184 ml de Hp50, al 96%

Para llevar al 100%
9.49478----------- 96%

X 100%

X=9.99ml de H,SO, en 1000ml
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ANEXO N°3: GALERIA FOTOGRAFICA

Indculos bacterianos Formacion de hoyos en la placa

Fuente: Elaboracién propia
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