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1. Resumen

Introduccidn: Escherichia coli (E. coli) es un bacilo Gram negativo, es uno de los agentes
mas frecuentes que se presenta en los procesos infecciosos nosocomiales, reconocido
por la capacidad de poder generar resistencia a multiples antimicrobianos. En los afios
noventa se reconocidé la multidrogo-resistencia de E. coli, estuvo condicionada por la
produccién de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), este tiene un patrén de
multirresistencia que infiere una dificultad terapéutica. Ante ello nacid la necesidad de
evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico y acuoso del Psidium guajava (P.
guajava), planta con alta actividad antimicrobiana, siendo originaria de Peru facilitara el

acceso a esta.

Objetivo: Determinar los efectos antibacterianos de los extractos acuoso y etandlico de
P. guajava de las regiones de Madre de Dios y Cusco frente a E. coli betalactamasa de

espectro extendido.

Metodologia: Se realizd un estudio prospectivo experimental con hojas de P. guajava
recolectadas de los departamentos de Cusco, provincia de Convencidn y departamento
de Madre de Dios, provincia de Tambopata, de las cuales se obtuvo los extractos
etandlicos y acuosos, se utilizé las concentraciones de 100 mg/mLy 10 mg/mL frente al

grupo control la “E. coli American Type Culture Collection (ATCC) 8739” y 23 E. coli BLEE.

Resultados: No se obtuvo halos de inhibicion para los dos tipos de extractos de los dos
departamentos considerados, lo cual determiné que las cepas E. coli BLEE no fueron

sensibles a las diferentes concentraciones expuestas.
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Conclusiones: En el estudio se pudxo evidenciar que no existio un efecto antimicrobiano
alguno de los extractos etandlico y acuoso de 100 mg /mLy 10 mg /mL de las hojas de

P. guajava frente a la E. coli BLEE

Palabras claves: Psidium guajava, Antibacteriano, Escherichia coli, Extractos.

Abstract

Introduction: Escherichia coli (E. coli) is a Gram-negative bacillus, it is one of the most
frequent agents that occurs in nosocomial infectious processes, recognized for its ability
to generate resistance to multiple antimicrobials. In the 1990s, the multidrug-resistance
of E. coli was recognized, it was conditioned by the production of extended-spectrum
beta-lactamases (ESBL), which has a pattern of multi-resistance that infers a therapeutic
difficulty. In view of this, the need arose to evaluate the antibacterial effect of the
ethanolic and aqueous extract of Psidium guajava (P. guajava), a plant with high

antimicrobial activity, being native to Peru and will facilitate access to it.

Objective: To determine the antibacterial effects of aqueous and ethanolic extracts of
P. guajava from the regions of Madre de Dios and Cusco against E. coli extended-

spectrum beta-lactamase.

Methodology: A prospective experimental study was carried out with leaves of P.
guajava collected from the departments of Cusco, province of Convencién and
department of Madre de Dios, province of Tambopata, from which ethanolic and

aqueous extracts were obtained, concentrations of 100 mg/mL and 10 mg/mL were
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used against the control group of the "E. coli American Type Culture Collection (ATCC)

8739" and 23 E. coli ESBL.

Results: No inhibition zones were obtained for the two types of extracts from the two
departments considered, which determined that the E. coli ESBL strains were not

sensitive to the different concentrations exposed.

Conclusions: In the present study, it was evident that there was no antimicrobial effect
of the ethanolic and aqueous extracts of 100 mg/mL and 10 mg/mL of P. guajava leaves

against E. coli ESBL.

2. Introduccidén

Hoy en dia la resistencia antimicrobiana es reconocida como una de las principales
e importantes amenazas para la salud publica mundial (1). La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) publicé en su mas reciente informe de vigilancia global de
resistencia a los antibidticos (2020) un aumento del 40% de infecciones debidas a
bacterias resistentes (2). En Peru se realizd un estudio en el cual se hizo
comparaciones de un total de 98 pacientes atendidos ambulatoriamente, “se
identificaron un 28,6% de cepas E. coli con el fenotipo BLEE” (bacterias productoras
de betalactamasa de especto extendido), observandose el predominio de cepas

resistentes a cinco antibidticos: ceftazidima, ciprofloxacino, ceftriaxona,

gentamicinay trimetoprim-sulfametoxazol (3).

Las bacterias BLEE poseen la capacidad de generar hidrolizacién vy

consecuentemente resistencia a distintas clases de antibidticos B-lactamicos. (4) Y
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es que, la produccion de las enzimas betalactamasas resultarian en la principal forma
de resistencia en las bacterias gramnegativas. Hoy en dia, se lleva conocimiento e
identificacidon de un aproximado de trescientos subtipos de bacterias BLEE, definidas
por sus secuencias de aminodcidos varios, y que fueron también descritas en su

mayoria en el continente de Europa. (5)

El uso indiscriminado de antibiéticos como recurso de aumento de crecimiento y
mantenimiento de salud animal, lo cual desencadena a mediano y/o largo plazo
resistencia bacteriana afiadida a los seres humanos. (6) Todo esto, lidera a la
busqueda de nuevos farmacos para poder combatir infecciones bacterianas varias
hasta complejas, debido a ello el uso de opciones como las partidarias de la medicina
complementaria resultan de gran aporte. A consecuencia, uno de los remedios
terapéuticos mas instaurados son las plantas medicinales cuya importancia radica
en sus componentes de metabolitos secundarios que se caracterizan por poseer
propiedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, entre otras (7).
Adicionalmente a ello, destaca su amplio uso a base de vapores, aceites o ungiientos
para tratar dolencias e incluso prevenir enfermedades. Por lo tanto, es de considerar
la valiosa e interesante fuente de medicamentos que brindan los productos
naturales (8). Como ejemplo, la OMS en el 2009 reconocio a la planta y el fruto de
Psidium guajava como mediador terapéutico de la medicina alternativa cual fue

respaldado por datos clinicos cientificos (9)

La planta tropical P. guajava pertenece a la familia y genero Myrtaceae, es utilizada
en todo el mundo para tratar multiples enfermedades y es debido a sus metabolitos

secundarios, la propiedad bactericida de la cual se caracteriza. Estos metabolitos
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son: Flavonoides, terpenos, fenoles, taninos, vitaminas, su efecto principal
biomolecular es el de neutralizar a los distintos agentes bacterianos a través de su
mecanismo de accidn con la pared celular (10). Entre otros metabolitos fendlicos
relevantes especificamente de la hoja procesada de la planta P. guagjava,

encontramos: guajaiverina, quercetina, kaempferol (11).

El uso terapéutico de las diferentes plantas medicinales ayudo a la investigacién
farmacéutica a combatir contra diversos patdgenos. La P. guajava tiene su origen en
América Latina, se ha utilizado como alimento y agente terapéutico, la raiz, corteza,
hojas, frutos, flores y semillas se utilizan con fines medicinales, en particular en
infusiones y decocciones para su uso tépico y oral. P. guajava también se utiliza en
el tratamiento de enfermedades causadas por la actividad de microorganismos
patdgenos y/u oportunistas (12). Se utiliza tradicionalmente las plantas P. guajava y
Tagetes erectase como tratamiento para parasitos gastrointestinales, siendo
desconocido los mecanismos de accidn, asi como también los metabolitos activos en
su gran mayoria (13). El objetivo de este estudio es evaluar el efecto antibacteriano

de los extractos acuoso y etandlico de la P. guajava frente a E. coli BLEE.
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3. Métodos

a. Disefio del estudio

Investigacion experimental

b. Poblacion
Se utilizaron las siguientes enterobacterias:

23 cepas de E. coli betalactamasa de espectro extendido.

c. Criterios de inclusion y exclusiéon

Inclusién

e Bacterias con perfil de resistencia determinativo para BLEE

¢ Clasificacién bioquimica para la identificacién de E. coli

Exclusién
e Enterobacterias BLEE no E. coli

¢ Enterobacterias con perfil de susceptibilidad dudoso

d. Obtencion del material botanico
El muestreo se desarrollo en diciembre del 2019, fue manual y realizado
por personales locales a cada punto de colecta que tenian a su alcance
las plantaciones, posteriormente se escogieron las plantas mas limpias y
jévenes en fase de crecimiento con varios apices caudales. Las plantas
se compraron en zonas privadas de la comunidad Castafial a 14 km de
Puerto Maldonado, provincia de Tambopata regiébn de Madre de Dios
(516°40°36.61", W69°16°25.82") altitud: 212 msnm y en el departamento

de Cusco provincia de la Convencion del distrito de Santa Ana
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(512°51°44.8", W072°41°28.67) precision: 7 metros, altitud: 1062 msnm.
Posteriormente las muestras fueron limpiadas con un trapo y
desinfectadas superficialmente con etanol de 96° y embaladas con papel
en cajas para ser transportadas por correo llegando a Lima en un

promedio de 2 dias.

e. ldentificacion taxondmica de las muestras

Se llevé una muestra representativa morfolégicamente similar para las
dos regiones (Madre de Dios y Cuzco) que contenia flor y hoja de la planta
pertenecientes a las regiones de Cuzco y Madre de Dios y que fue
corroborada por un bidlogo a través de una preclasificacion como
pertenecientes a una mismo género y especie por la forma de las partes
de la hoja y la flor que son partes de la planta usadas en la taxonomia,
posteriormente se procedid a correr las claves taxondmicas en el “Museo
de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos”
donde se realizé el pago correspondiente y se determind finalmente la
clasificacién taxondmica del material que incluia el nombre del género y

de la especie de la planta.

f. Obtencidn del extracto de la planta en forma de pasta
a) TRITURACION
Madre de Dios
Se separaron las hojas de los tallos y frutos, luego se limpiaron las
hojas con ayuda de papel toalla y se trituraron las hojas
manualmente. Finalmente, al pesarlo se obtuvo un peso 3648,9 gr.

Cuzco
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Se separaron las hojas de los tallos y frutos, se limpiaron las hojas
con ayuda del papel toalla y se trituraron las hojas manualmente.

Finalmente, al pesarlo se obtuvo un peso de 1980 gr.

b) MACERACION
Madre de Dios
Del total de 3648,9 gr. se separé en 2 cantidades iguales de 1824,45
gr. para la maceracion.

- Parael extracto etandlico: se afiadié 3L de alcohol de 70° en un
recipiente de vidrio, luego se envolvié por la parte exterior un
plastico color negro, se dejé macerar por 7 dias, posteriormente
se agioo el recipiente diariamente en un periodo de 10 minutos.

- Parael extracto acuoso: se agreg6 10 L de agua hervida en total

y se dejé macerar por 24 horas.

Cusco

Del total de 1980 gramos se separd en 2 cantidades iguales de 990

gramos para la maceracion.

- Para el extracto etandlico: se afiadié 5L de alcohol de 70° en
un recipiente de vidrio, luego se le envolvié con un plastico de
color negro para dejarse macerar durante 7 dias con agitacion

diaria de 10 minutos.

- Para el extracto acuoso: se agregd 7,9 L de agua hervida en un

recipiente de vidrio y se le dejé macerar por 24 horas.

c) FILTRADO
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A cada macerado se le realizé 9 filtraciones sucesivas con ayuda de
papel filtro rugoso Whatman namero 1. Posteriormente se les coloco

en recipientes de pirex.

d) SECADO Y OBTENCION DE LAS PASTAS

Primero se le dejé reposando en una campana de extraccion hasta
que se observa la disminucion de volumen de liquido en una cantidad
aproximada de la tercera parte. Por Ultimo se coloco dentro de una
incubadora a 40°C hasta observar la presencia de la pasta sin
contenido liquido a su alrededor.

Se retird la pasta obtenida del recipiente de pirex con ayuda de una
cuchara limpia y se procede a almacenar en frascos de vidrio, y se

colocan en una incubadora a temperatura ambiente.

Se obtuvo los siguientes pesos de las pastas:

- Madre de Dios: 11,63 gramos de pasta acuosa y 19,4 gramos de
pasta etandlica.

- Cuzco: 1,98 gramos de pasta acuosa y 31,5 gramos de pasta

etandlica.

g. Obtencion de la solucién madre

a) Obtencion de la concentracién 100 mg/mL

Para obtener la concentracion madre de 100mg/mL se diluye la pasta
en gramos obtenida de la extraccién de la P. guajava en un volumen
de solucion equivalente a 10 veces el peso en gramos de la pasta del

extracto.
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X gr/10X mL =100mg/mL

- X = peso de la pasta del extracto expresado en gramos.

- 10X = volumen de la solucion expresado en mililitros

Madre de Dios:

e Acuoso: 116,3 mL de solucion. Compuesto por 104,67 mL de
solvente con 11,63 gramos de pasta.
e FEtandlico: 194 mL de solucion. Compuesto por 174,6 mL de

solvente con 19,4 gramos de pasta.

Cuzco:

e Acuoso: 19,8 mL de solucion. Compuesto por 17,82 mL de
solvente con 1,98 gramos de pasta.
e FEtandlico: 315 mL de solucion. Compuesto por 283,5 mL de

solvente con 31,5 gramos de pasta.

Una vez obtenida la concentracion 100 mg/mL se le hizo homogenizar
mediante la ayuda de un agitador magnético con una pastilla magnética.
La temperatura del agitador magnético fue de 40°C y la velocidad de giro

fue de 300 rpm. Este procedimiento durdé 30 minutos para cada extracto.

b) Esterilizacién por filtracion

Con ayuda de un sistema de filtraciéon que poseia una membrana de
filtracidn de 2 um y se realizd la filtracion por esterilizacion en un tiempo

aproximado de 1 a 2h.
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Una vez que se obtuvo la concentracion 100mg/mL se le tuvo que
homogenizar con un “agitador magnético con una pastilla magnética”.
La temperatura ideal del agitador magnético serd de 40°C y la
velocidad de giro sera de 300 rpm. Este procedimiento duré 30

minutos para cada extracto.

c) Esterilizacion por filtracion

Con ayuda de un sistema de filtracién que posee una membrana de

filtracion de 2 um, se realizé la filtracion por esterilizacién.

h. Formacién de las soluciones hijas

De la esterilizacion por filtrado se extrajeron 10 ml de cada extracto y se

colocaron en tubos estériles de 15 ml.

Para la obtencidn de la concentraciéon de 10mg/ml se extrajo 1 ml de cada
tubo de la concentracién de 100mg/mL y se colocé en otro tubo distinto
de 15 ml adiciondndole 9 ml de agua destilada para asi lograr

homogenizarlo.

i. Obtencién de las cepas Escherichia coli BLEE

En marzo del 2021 se utilizaron 23 cepas E. coli betalactamasa de
espectro extendido crio preservadas del cepario 2020, cedidas por el
Laboratorio del Servicio de Microbiologia del IPRESS Jorge Chavez, del

distrito de Puerto Maldonado, provincia de Tambopata- Madre de Dios.
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Las cepas crio-preservadas fueron enviadas a Lima en cadena de frio para
su posterior activacién en medio Tripticasa Soya Liquida (TSB) en el

laboratorio de Lima.

j. ldentificacién bioquimica de las cepas

Las cepas Betalactamasa de espectro extendido (BLEE) de E. coli,
correspondieron al aislamiento de muestras de chorro medio de orina,
para que se descarte infeccion del tracto urinario, en la Unidad Prestadora
de Servicios de Salud (UPSS) de Patologia Clinica de la Institucion
Prestadora de Servicios de Salud (IPRESS) Jorge Chéavez I-3,
perteneciente a la Unidad Ejecutora Redes de Salud Periféricas de Madre
de Dios.

La identificacion de E. coli, fue con métodos bioquimicos de rutina:
usandose los reactivos de citrato, agar triple azicar hierro (TSI), agar

Lisina-hierro (LIA) y agar Motilidad-Indol-Ornitina (MIO).

k. Antibiograma

Para el cultivo de medio liquido se tom6 de 3 a 5 colonias iguales de la
placa de cultivo que previamente se incubaron de 18 a 24 horas a 37°C
y se colocé en 5 ml del medio liquido Brain-Heart, posteriormente se les
dejé en incubacién por 2 a 6 horas aproximadamente hasta conseguir
una turbidez de 0,5 en escala de MacFarland (10®8 Unidades
Formadoras de Colonias “UFC/mL”). En caso la turbidez sea mayor se
utilizé suero salino para llegar a la escala indicada. Luego, se le
introdujo un hisopo estéril dentro de la suspension y al retirarlo se le
tuvo que rotar por encima del limite de la suspensién con la finalidad de

retirar el exceso de in6culo que pudiera presentarse. (14)
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Posteriormente con el hisopo se inoculé sobre la placa con Mueller-
Hinton sin dejar zonas libres pasando el hisopo 3 veces por toda la
superficie del agar y también por la periferia de este. Al terminar se le
dejo reposar por 5 minutos antes de colocarle al disco. La preparacién
de los discos de antibiograma de 5 mm de diametro Whatman grado 4
(1004-125) fueron usando indculos de 20 ul de extracto, lograndose una
saturacion maxima del disco. Posteriormente, La colocacion del disco
se realizé con ayuda de una pinza estéril colocandosele sobre la
superficie del agar y se le presioné suavemente para que haga contacto
con dicha superficie. Se utilizé el método de difusion en disco (método
Kirby-Bauer). (14, 15)

La colocacion del disco se realiz6 con una pinza estéril en la superficie
del agar y se presioné suavemente para que haga contacto con dicha
superficie. Es necesario precisar que los discos no se colocaron en una
distancia menor a 15 mm del borde de la placa ni se colocé mas de 6
en el disco. Finalmente se coloc6 las placas de forma invertida en
grupos no mayor a 5 por columna en la incubadora a 35°C por un

periodo de 16 a 24 horas.

La determinacion de E. coli BLEE se realizé utilizando los siguientes
antibioticos: Amoxicilina/ Acido clavulanico (20/10mg), Ceftazidima
(30mg), Cefotaxima (30mg) y Aztreonam (30mg), observando una
sinergia entre disco Amoxicilina + Acido clavulanico (20/10mg), vy los
discos de Ceftazidima (30mg) y/o Aztreonam (30mg) y/o Cefotaxima
(30mg), considerandose como una prueba positiva.(16) Por otro lado,

los antibiéticos que se utiliz6 como controles para comparar el efecto
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antibacteriano del extracto fueron Imipenem (10 pg) y Meropenem

(10uQ). (17,18)

|.  Recoleccion de datos
En la recoleccion de datos se utilizo el programa “ Excel 2013” , donde se
usé multiples tablas. Y se tomé fotos representativas de los ensayos

utilizando los extractos de 10mg/mL y 100mg/mL acuosos y etandlico.

m. Tamafio de muestra

Se identifico la poblacion y se calcul6 el tamafio de muestra utilizando
el programa Open Epi https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm
basado en un articulo previo (19), donde el resultado mostro que se
debia utilizar 5 unidades de andlisis (cepas) por grupo de estudio (10
mg/ml y 100 mg/mL) basado en las cepas que se colectan por afio,
sin embargo, nosotros vimos por conveniente aumentar a 23
unidades de andlisis para una mayor representatividad estadistica. La
muestra estuvo constituida por 30 cepas E. coli BLEE, del cepario

2020 del IPRESS Jorge Chéavez.

n. Aspecto Eticos

Las plantas recolectadas pertenecieron a areas privadas donde se
realiz6 un pago monetario por la compra de estas. Respecto a las
cepas, estas fueron obtenidas por urocultivos de pacientes
femeninas, de quienes se mantuvo el derecho de confidencialidad
debido a la declaracién de Helsinki, y estuvieron relacionadas al
marco de apoyo al diagndstico en la actividad médica. Considerando

también, que el proyecto fue sometido a revision por el Comité de
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Etica de la UCSUR, obteniéndose la aprobacion consecuente.

Numero de aprobacién : 841-2020-PREB15

4. Resultados

a. Resultados de prueba de susceptibilidad antimicrobiana de Cuzco con
concentraciones de 10mg/mL y 100mg/mL.

RESULTADOS
reGiones | PR oo | [ RERER
s 23 11000Tngg//r:wLL > ° °
Cuzco 23 llooorfr;gg/ /TnLL 3 0 0

Se evalud la actividad antibacteriana de 2 extractos tanto etandlico como acuoso de la
planta P. guajava procedente del departamento de Madre de Dios y Cusco en diferentes
concentraciones (10 mg/mL y 100mg/mL), frente a la cepa de E. coli BLEE, cada
concentracion consté de 3 repeticiones “N”. Se concluyd que las cepas E. coli BLEE no

fueron sensibles a las diferentes concentraciones de los extractos acuoso y etandlico.

5. Discusion
El objetivo fundamental del presente estudio consisti6 en determinar el efecto
antimicrobiano de los dos tipos de extracto (etandlico — acuoso) de la P. guajava.
Llevando en cuenta que, entre sus multiples efectos, se halla uno de los mas resaltantes,

el cual trata de su accion bactericida contra algunos agentes bacterianos patégenos
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Gram positivas (Bacillus cereusy Staphylococcus aureus) para la salud publica segun

algunos estudios previos (20).

Sanches et al. indicd que los extractos etandlico y acuoso de las hojas de P. guajava
fueron inactivos In vitro contra E. coli y Pseudomonas. (21), en contraste Gnan et al.
reporté que el extracto acuoso de las hojas de P. guajava, tuvo efecto contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Salmonella typhimurium con una
concentracién de 8mg/mL (22). Por otro lado, Vieira et al. reporté que hubo un efecto
antimicrobiano del extracto etandlico contra Staphylococcus aureus y E. coli mediante
un ensayo de difusién radial tomando como muestra el brote de la P. guajava (23). En
forma similar, Abdelrahim et al. reporto que a través del uso del extracto metandlico,
proveido de la corteza de P. guajava, presento un efecto antibacteriano contra

Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y E. coli. (24)

Hidetoshi y Danno (2002) reporto cuatro componentes flavonoides (“Morin-3-O-
lyxoside, Morin-3-O-arabinoside, Quercetin-3-O-arabinoside, Quercetin”) de una
solucién acuosa: metandlica 90% (v/v) de P. guajava, el cual demostrd actividad
bactericida contra B. cereus y Salmonella enteritidis. (25). Observando los resultados
obtenidos por Mahfuzul et. al (2007) quien hallé a través de la dimension de las CIM, el
notable efecto del extracto etandlico de la P. guajava contra: “Listeria monocytogenes
(0,1 mg/mL), Staphylococcus aureus (0,1 mg/mL) y Vibrio parahaemolyticus (0,1
mg/mL)”. Por otro lado, mediante el extracto acuoso, se determind que la inhibicion

mas representativa fue contra “Alcaligenes faecalis (0,9 mg/mL)” ademas este mismo
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estudio reportéd un resultado de inhibicion minima hacia “L. monocytogenes (7.0
mg/ml)” (26). Weli et. al (2019) analizé los acidos esenciales procedentes de P. guajava
frente a Enterococcus fecalis y S. aureus cuyos hallazgos refirieron la potente accion
antibacteriana en todas las dosis probadas (125, 250, 500, 1000 ug/mL) (27).
Adicionalmente, Pelegrini et.al (2008) descubrid que los extractos de P. guajava también
podian impedir el crecimiento de Klebsiella pneumoniae (28). Asi mismo, Morais-Braga
et. al (2016) reconfirmé la gran actividad del extracto de P. guajava contra” E. coli, P.

aeruginosay S. aureus” (29).

No obstante, el tipo de extracto utilizado remarcara un rol primordial en el efecto
deseado de la P. guajava. Por ejemplo, Rabe y Van Staden (1997) resaltaron la
superioridad del extracto metandlico en términos de actividad bactericida en oposicién
al extracto acuoso y a algunos aceites esenciales de la planta (30). Esto brindaria la razén
de porqué la presente ineficacia en la cobertura y accién total in vivo ante diferentes
enfermedades cotidianas, lo cual se representaria mediante su uso social estandarizado
en solventes acuosos (infusiones, decocciones, brebajes, entre otros) y que se dispone
en su mayoria (30). Por lo contrario, Jaiarj et. al. (1999) dio a conocer excelentes
resultados respecto al extracto acuoso frente a diferentes cepas de S. agureus de
muestras obtenidas de pacientes clinicos, a comparacion de los extractos de metanol y
cloroformo (31). Asi como Cdceres et al. quien enfatizé en dos compuestos hallados en
el extracto acuoso obtenidos de las hojas secas de la P. guajava, como son la

“Guajaverina” y el “acido psididlico” que tendrian efecto bactericida (32).
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La importancia de reconocer a los metabolitos de las hojas de P. guajava, subyace en
comprender la razén del principio bactericida que posee, pues son estos cuales
conllevan el efecto descrito en los estudios previos. Como ejemplo, Sanches et al.
reporté que algunos de estos metabolitos como triterpenos, flavonoides, y esteroles
presentan una reaccién diferente ante especificos microorganismos (20). Y es que, a
través de un andlisis de fraccionamiento por bioensayo, se obtuvo un complejo de
flavonoides, un complejo de alfa - beta amirina y beta — sitosterol, los cuales
demostraron un efecto considerable contra los microorganismos Gram positivos (20).
En contraste, no se hallé actividad alguna contra los microorganismos Gram negativos.
No obstante, el complejo de flavonoides representé cierta actividad contra S. aqureus y

E. faecalis (CIM de 25 pug/mly 50 ug/mL, respectivamente) (20)

De acuerdo con el resultado obtenido del estudio previamente mencionado, se puede
concretar la idea de que el efecto antimicrobiano del extracto de P. guajava resalta por
su eficacia relativa contra microorganismos Gram positivos, mds no contra
microorganismos Gram negativos. Y esto, podria estar argumentado debido a las
caracteristicas biomoleculares de las paredes bacterianas que presentan tales
especimenes para con el principio bactericida de P. guajava. Duffy et al. indicé que las
bacterias Gram negativas en comparacion a las bacterias Gram positivas, cuentan con
una membrana externa que es impenetrable para diversas moléculas antibidticas hacia
la pared celular y ademads presenta un espacio peri-plasmdtico que mantiene cierta
actividad de enzimas encargadas de destruir aquellas moléculas foraneas que intenten

penetrar (33). Lo cual resultaria en un fundamento valido para poder relacionar aquella
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actividad bactericida mas resaltante del extracto P. guajava ante los microorganismos

Gram positivos y la poca efectividad frente a los Gram negativos. (33)

En esa misma linea, Manoranhan et al. reporto la gran influencia que conlleva la
formacidn de un suficiente potencial de interfase entre la superficie de metabolitos
primarios o secundarios y de la superficie de la membrana bacteriana, pudiendo ser esta
ultima Gram positiva o Gram negativa. Y es que, el potencial de interfase entre cargas
distintas origina especies reactivas de oxigeno (ERO) en gran cantidad y establece la
despolarizacion y consecuente neutralizacién del potencial de membrana bacteriana;
logrando asi inestabilizarla e irrumpiendo su funcién, para luego degenerar en dafio de
lipidos, proteinas y material genético, finalmente todo ello conduce a la inviabilidad del
microorganismo en cuestion (20) Por el contrario, al hallarse cargas similes entre dos
superficies, se encuentra cierta reaccion de repulsién, evitando asi una segura accién de
por medio. Es sabido también, por ejemplo, que las ERO presentan carga negativa y que
no logran actuar lo suficiente ante microorganismos Gram negativos, lo cual se explica
por la mayor cantidad de capas en tales membranas bacterianas, llegando esto a
conferir una alta carga negativa en la superficie, limitando asi al posible potencial de
interfase entre los metabolitos y la bacteria. Ahora bien, en su abundancia los
metabolitos de la P. guajava mantienen una carga negativa como los triterpenos,
flavonoides, y esteroles (20) y el microorganismo sujeto del presente estudio es
caracteristicamente Gram negativo, por ello, puede inferirse el por qué los extractos

utilizados no produjeron resultado alguno o estadisticamente significativos.

Sin embargo, es de mencionar también la posibilidad de que los metabolitos de nuestros

extractos tanto acuoso como etandlico provenientes de Madre de Dios y Cusco, hayan
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sido afectados por la cadena de transporte entre el lugar de la colecta y el laboratorio;
ya que, no se llevd en condiciones de cadena de frio. Ademads, los metabolitos pudieron
estar afectados por una carga bacteriana sumada e indeterminada presente en las hojas
de las plantas recopiladas, haciendo que estos en ultima instancia sean degradados o
modificados. Aun asi, es importante mencionar el desarrollo de un analisis adicional con
diferentes concentraciones de los extractos etandlicos de P. guajava provenientes de
Madre de Dios (64 mg/mL) y de P. guajava proveniente de Cusco (49,4 mg/mL) cuales
mostraron un efecto poco significativo, ya que, se obtuvo un rango de dimensién de

halos de inhibicion entre 6mm a 8mm.

La salinidad en el suelo afecta a la planta limitando su produccidn, ante el estrés salino
la P. guajava tienen diversas respuestas produciendo cambios morfolégicos, fisiolégicos
a nivel molecular. En caso de la P. guajava se evidencio que el aumento de las
condiciones salinas impide el crecimiento, la germinacién de semillas y la senescencia
de las hojas por lo tanto sus caracteristicas metabdlicas. Esto resulta importante a
considerar para el resultado del presente estudio ya que el suelo donde crecieron las

plantas colectadas pudo influenciar sobre la cantidad y calidad de los metabolitos. (34).

Las principales limitaciones fueron el tiempo de transporte de las hojas desde el lugar
de colecta que fue entre 2 a 5 dias los cuales podrian haber interferido con la
conservaciéon de metabolitos y por tanto de los extractos; no se utilizaron solventes
lipofilicos, lo cual se limitd a usar los extractos basados en solventes hidrofilicos por lo
gue no aislaron metabolitos lipofilicos y finalmente agregar que los resultados y
conclusiones no son extrapolables a escenarios clinicos directamente, ya que es un

estudio experimental preclinico. Entre otras limitaciones estuvo que no se realizd un
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fraccionamiento de los extractos de las plantas para determinar los metabolitos a través
de una marcha fitoquimica que se podrian encontrar en las hojas de las plantas

estudiadas, ademas no se utilizé algun control de susceptibilidad en el presente estudio.

6. Conclusion
En conclusion, los extractos acuoso y etandlico de P. guajava no demostraron efecto

antimicrobiano alguno frente a la E. coli BLEE.

RECOMENDACIONES

*Se sugiere la necesidad de un mayor andlisis de la P. guajava respecto a la toma de

material biolégico en diferentes regiones del pais donde crezca la planta.

* Transportar el material biolégico en cadena de frio para la conservacién de los

metabolitos.

*Utilizar solventes lipofilicos diferentes al expuesto en nuestro estudio para analizar

diferentes tipos de extractos.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




¥ TESIS

UNIVERSIDAD

CIENTIFICA

7. Figuras y tablas

a. Resultados de prueba de susceptibilidad antimicrobiana de Cuzco con

concentraciones de 10mg/mL y 100mg/mL.

cuzco
; PROMEDIO DE HALO
e Gl CONCENTRACION -
BLEE) ACUOSO ETANOLICO
10 L 0 0
173 me/m
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
400 me/m
100mg/mL 0 0
1
5l Omg/mL 0 0
100mg/mL 0 0
1 L
=5 Omg/m 0 0
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
522 me/m
100mg/mL 0 0
10mg/mL 0 0
1048
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
288 me/m
100mg/mL 0 0
B0 10mg/mL 0 0
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
816 me/m
100mg/mL 0 0
1 L
o Omg/m 0 0
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
427 me/m
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
767 me/m
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
299 me/m
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
865 me/m
100mg/mL 0 0
10 L 0 0
485 me/m
100mg/mL 0 0
1
e Omg/mL 0 0
100mg/mL 0 0
550 10mg/mL 0 0

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

100mg/mL 0 0
111 10mg/mL 3 0 0
100mg/mL 0 0
10 L
89 mg/m 3 0 0
100mg/mL 0 0
644 10mg/mL 3 0 0
100mg/mL 0 0
P 10mg/mL 3 0 0
100mg/mL 0 0
340 10mg/mL 3 0 0
100mg/mL 0 0
10mg/mL 0 0
684 3
100mg/mL 0 0

b. Resultados de prueba de susceptibilidad antimicrobiana de Madre de
Dios con concentraciones de 10mg/mL y 100mg/mL.

MADRE DE DIOS
. PROMEDIO DE HALO
CEPA (E. coli. | 5N CENTRACION N
BLEE) ACUOSO ETANOLICO
10mg/mL 0 0
HE 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
4
00 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
221 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
ks 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
L 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
104
048 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
288 100mg/mL 3 0 0
1
50 Omg/mL 3 0 0
100mg/mL 0 0
10mg/mL 0 0
See 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
22
8 100mg/mL 3 0 0
10mg/mL 0 0
427 3
100mg/mL 0 0
10mg/mL 0 0
767 3
100mg/mL 0 0
299 10mg/mL 3 0 0
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100mg/mL 0 0

10 L 0 0

865 100Tng;/r:1L 3 0 0
10 L 0 0

485 100T1g;/rrr;L 3 0 0
10 L 0 0

406 100Tngg//r:1L 3 0 0
10 L 0 0

>50 100nr:1gg//r?nL 3 0 0
10 L 0 0

111 100Tng;/r:1L 3 0 0
89 11()Oor21g;/TnLL 3 8 8

10 L 0 0

644 100Tngg//r:1L 3 0 0
10 L 0 0

421 100nr:1gg//r?nL 3 0 0
10 L 0 0

340 100Tng;/r:1L 3 0 0
10 L 0 0

684 1OOT1gg//TnL 3 0 0

c. Resultados de la sensisbilidad frente al Imipem y Meripenem (Tabla 3).

CODIGO IMIPENEN (10 ug) MEROPENEM (10ug)

89-17 Sensible

644-17 Sensible

421-17 Sensible
340-17 Sensible

684-17 Sensible
288-19 Sensible

816-19 Sensible

822-19 Sensible

427-19 Sensible

767-19 Sensible

299-19 Sensible

865-19 Sensible

485-19 Sensible

406-19 Sensible
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550-19 Sensible
50-18 Sensible

400-18 Sensible

221-18 Sensible

579-18 Sensible

522-18 Sensible

1048-18 Sensible

111-18 Sensible

El presente cuadro demuestra la actividad antimicrobiana de control de los antibioticos
de Imipenem y Meropenem frente al agente patogeno E. coli BLEE utilizado, resultando
entre los mas importantes las siguientes dimensiones: Imipenem S “Sensible 223mm y

R “Resistente” <19mm, Meropenem S “Sensible 223mm y R “Resistente” <19mm.

Tabla .- Resultado de prueba de susceptibilidad antimicrobiana expresada en
milimetros de los extractos etanolicos de P guajava Madre de Dios concentracion de

64 mg/mL

MDD

CODIGO
126-21
127-21
226-21
107-21
137-21
141-21
191-21
187-21
201-21

el
=
X
N
X

(o B R R RE N NEo REe)NEe)]
(o B R R RE N NEo REe)NEe)]
DO O[O ]| || D |

R=Repeticién
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Se evaluo la actividad antibacteriana de la planta P. guajava procedente de el
departamento de Madre de Dios con la concentraciones (64 mg/mL), frente a la cepa de

E. coli BLEE.

Las cepas E. coli BLEE fueron retadas a concentraciones de 64 mg/mL, obteniendose
halos de inhibicion de hasta 8mm como maximo y un halo de inhibicién de 6mm como

minimo.

Tabla 5.- Resultado de prueba de susceptibilidad antimicrobiana expresada en
milimetros de los extractos etanolicos de P guajava de Cuzco con una concentracion

de 49,4 mg/mL.

CUSCO
CODIGO R1|R2 |[R3
126-21 6 6 6
127-21 6 6 6
226-21 6 6 6
107-21 6 6 6
137-21 6 6 6
141-21 6 6 6
191-21 6 6 6
187-21 6 6 6
201-21 6 6 6
R=Repeticion

Se evaluo la actividad antibacteriana de la planta P. guajava procedente de el
departamento de Cusco con la concentraciones (49,4 mg/mL), frente a la cepa de E. coli

BLEE.

Las cepas E. coli BLEE fueron a concentraciones de 49,4 mg/ml, obteniendose halos de

inhibicion de hasta 6mm.

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

8.5 Figuras de prueba de suceptibilidad Antimicrobiana de Madre de Dios y Cuzco con

una concentracion de 10 mg/mly 100 mg/ml

Figura 1. Halos inhibitorios con un diametro de Omm de E. coli BLEE originado por el

extracto etandlico y acuoso de la planta P. guajava propio del departamento de
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Madre de Dios. No se vi6 inhibicién alguna del crecimiento in vitro de E. coli BLEE.

Figura 2. Halos inhibitorios con diametro de Omm de E. coli BLEE originado por el
extracto etandlico y acuoso de la planta P. guajava propio del departamento de Cuzco.

No se vid inhibicién alguna del crecimiento in vitro de E. coli BLEE.
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COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA EN CIENTIFIC/\

INVESTIGACION

CONSTANCIA N° 300-CIEI-CIENTIFICA-2021

El presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacion de la Universidad
Cientifica del Sur {CIEI-CIENTiFICA:l da constancia que el proyecto de investigacion,
cuyos datos se registran a continuacion, ha sido aprobado por el CIEI-CIENTIFICA.

Codigo de registro: 841-2020-PREB15

Titulo: Efecto antibacterianc de los extractos acuosos y
etanolicos de Psidium guajava frente a Escherichia
coli betalactamasa de espectro extendido

Investigador{a): Alondra Yamilet Castro Mercado

La aprobacion del proyecto de investigacion implica que el documento presentado a
evaluacion cumple con los lineamientos de Universidad en materia de investigacion y
ética, los cuales se sustentan en la normativa intermacional vigente. Adicionalmente, en
el contexto de la pandemia de enfermedad por COVID-19, le recomendamos cumgplir
con las normas publicadas por el estado peruano (accesos, medidas de bioseguridad,
etc.) v tener los permisos de las instituciones en las gue realizara el estudio antes de
ejecutario.

En tal sentido, esta aprobacion carecera de valor i es que el proyecto de investigacion
ammiba indicado es modificado de cualguier forma. Toda enmienda, afiadido, eliminacion
o eventualidad (eventos adversos, etc.) posterior a la fecha de aprobacion debe ser
reportado al CIEI-CIENTIFICA.

La vigencia de la aprobacion de este documento es de dieciocho (18) meses (hasta el
17 de febrero del 2023), periodo en el que puede desarmollarse el proyecto. Cualquier
tramite para su renovacion debera ser enviado antes del término de la vigencia de este
documento, debiendo suspenderse todo desarmollo hasta gue la removacion sea
aprobada. La presente aprobacion sera ratificada en la sesion del CIEl mas proxima.

Villa El Salvador, 18 de agoszto de 2021

Mg. Fulton Paul Rivera Albinagorta
Presidente
Comité Institucional de Etica en Investigacion

Aspioria Al Bashulanbe
" T
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CIENTIFICA

VERSIDAD CIENTIFICA DEL SUR

RESOLUCION DIRECTORAL ACADEMICA DE CARRERA Mo. 613 - DACMH-DAFCS-U. CIENTIFICA-
2021

Villa el Salvador, 15 de setiembre del 2021

VISTO:

El informe de revisién independiente académica y la aprobacién de un Comité de Etica del proyecto de
investigacion titulado: "EFECTD ANTIBACTERIANO DE LOS EXTRACTOS ACUDS0S Y ETANOLICOS DE
PSIDIUMN GUAJAVA FRENTE A ESCHERICHIA COLI BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO *.

CONSIDERANDO:

Cue, de acuerdo al Reglamento General de |z Universidad Cientifica del Sur y el reglamento y
Procedimientos de trabajos de Investigacion para obtener el Titulo de Medico Cirujano.

Que, de acuerdo a la normativa vigente de la Universidad Cientifica del Sur, en uso de |as atribuciones
conferidas al Director Académico de la Carrera.

5E RESUELVE:

ART. 1° Aprobar, en vias de regularizacion e inscribir el proyecto de tesis titulado: “EFECTO
ANTIBACTERIANO DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS Y ETANOLICOS DE PSIDIUM GUAJAVA FRENTE A
ESCHERICHIA COLI BETALACTAMASA DE ESPECTRO EXTENDIDO *, presentado por la alumna ALONDRA
YAMILET CASTRO MERCADO con N° de registro: 841-2020-PREB15.

ART. 2* Nombrar al Docente Jesis Eduardo Rojas laimes, como asesor para el desarrollo de la
tesis en cuestion.

Registrese, comuniguese y archivese.

Mg. JORDI GRALU MONGE
Director Académico (&)
Carrera de Medicina Humana

. Archivo

Tesis publicada con autorizacion del autor
No olvide citar esta tesis




UNIVERSIDAD

¥ TESIS CIENTIFICA

8. Evidencia del envio a revista cientifica

https://revistas.upch.edu.pe/index.php/RMH

Revista Médica Herediana v Tareas 0 Q Espafiol (Espafia) ® Ver el sitio & alondracm

Enviar un articulo
Revistas 1.Inicio  2.Cargarelenvio  3.Introducir los metadatos 4. Confirmacion 5. Siguientes pasos
Envios
Envio completo

Gracias por su interés por publicar con Revista Médica Herediana.
¢Y ahora qué?

La revista ha sido notificada acerca de su envio y a usted se le enviard un correo electrénico de confirmacion para sus registros. Cuando el editor haya revisado el envio

contactara con usted.
Por ahora, usted puede:

¢ Revisar este envio
o (Crear un nuevo envio

* Volver al escritorio
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