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Resumen

Objetivo: Evaluar la actividad antibacteriana del extracto alcoholico de las hojas de Psidium
guajava frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa sensible a ceftazidima ATCC 27853.
Materiales y Métodos: El extracto etandlico se obtuvo mediante maceracion y filtracion,
utilizando como solvente etanol 99.8%. Se evalud el efecto antimicrobiano in vitro del extracto
mediante el método de difusion en disco.. Se utilizo ceftazidima como control positivo y agua
destilada como control negativo. Resultados: El didmetro promedio del halo de inhibicion en
las concentraciones altas (0.2 - 1g/ml) fue de 13.2 mm. Conclusion: No se evidencia actividad
bactericida del extracto etandlico de las hojas de P. guajava sobre cepas de P. aeruginosa

ATCC 27853.

Palabras clave: Actividad antimicrobiana, Pseudomonas aeruginosa, Psidium guayaba.



Abstract

Objective: To evaluate the antibacterial activity of the alcoholic extract of Psidium guajava
leaves against ceftazidime-sensitive Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 strains. Materials
and Methods: The ethanolic extract was obtained through maceration and filtration, using
99.8% ethanol as a solvent. The in vitro antimicrobial effect of the extract was evaluated using
the disc diffusion method. The extract concentrations were 40 and 20 mg/mL. Ceftazidime was
used as a positive control and distilled water as a negative control. Results: The mean diameter
of the inhibition zone at higher concentrations (0.2 - 1g/mL) was 13.2 mm. Conclusion: No
bactericidal activity of the ethanolic extract of P. guajava leaves was demonstrated against P.

aeruginosa ATCC 27853 strains.

Keywords: Antimicrobial activity, Pseudomonas aeruginosa; Psidium guajava.



I. Introduccion

Las infecciones adquiridas en el ambito hospitalario constituyen un importante desafio para
la salud publica, debido a su elevada morbilidad y mortalidad, asi como al impacto
econdmico sustancial que generan en los sistemas de atencion sanitaria (1). En este contexto,
Pseudomonas aeruginosa se reconoce como uno de los patdogenos oportunistas de mayor
relevancia en entornos hospitalarios por su notable capacidad de persistir en el medio y
proliferar bajo una amplia variedad de condiciones. Su importancia epidemiologica se refleja
en una prevalencia estimada de 7,1 — 7,3% del total de infecciones asociadas a la atencion
en salud (IAAS) (1-4). Asi mismo se ha reportado a este microorganismo como responsable
de aproximadamente el 3 - 5 % de las infecciones nosocomiales y entre el 28 - 38 % de los
episodios de bacteriemia, con una incidencia estimada de 4,7 casos por cada 100 000

habitantes por afo, especialmente en paises en desarrollo (5).

El uso indiscriminado de antibidticos ha contribuido al desarrollo de resistencia a los
antimicrobianos de uso convencional a través de resistencia intrinseca y mutaciones
genéticas (2,6,7). En el afio 2022, autoridades sanitarias como el Centro Nacional de
Epidemiologia, Prevencion y Control de Enfermedades del Perti (CDC-Pert) emitieron una
alerta epidemiologica por el incremento de infecciones asociadas a las IAAS causadas por
enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii coproductoras de
carbapenemasas (7-9). En consecuencia, urge la necesidad de desarollar nuevas estrategias

terapeuticas para cepas suceptibles que atin no han adquirido mecanismos de resistencia.

En la Gltima década, diversas investigaciones han explorado la actividad antimicrobiana de
extractos y aceites esenciales de determinadas especies vegetales frente a microorganismos
que producen gran incidencia de infecciones y resistencia a fdrmacos convencionales (10—
14). Entre estas especies se encuentra Psidium guajava, comunmente conocida como
guayaba, un arbusto arboreo que florece en areas de climas tropical y subtropical (15,16). Es
reconocido por sus propiedades antiinflamatorias, hemostaticas, astringentes,
hipoglucémicas, hipotensoras y antidiarreicas, asi como por su actividad antimicrobiana,
atribuida a la presencia de compuestos bioactivos detectados como glucosidos, flavonoides,

saponinas, fenoles, terpenoides y taninos (17,18).
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Investigaciones realizadas previas al afio 2000, demostraron la existencia de mayor actividad
antimicrobiana de los extractos etandlicos frente a los acuosos (14,19). Sin embargo, durante
la década siguiente, los resultados de diversos estudios que utilizaron distintos métodos de
extraccion, técnicas de cultivo, sembrado del indculo y partes de la planta, han generado

controversia (20,21).

La importancia de este estudio surge ante la necesidad de explorar nuevas alternativas
terapéuticas contra las infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa, que favorezcan
la lucha contra este agente patdgeno, sin fomentar la resistencia antimicrobiana y
minimizando los efectos secundarios que vulneren la salud de los pacientes. Por lo cual, el
objetivo general de la investigacion es evaluar la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de las hojas de Psidium guajava frente a P. aeruginosa sensible ATCC 27853. Los
objetivos especificos se enfocan en la obtencion del extracto etanolico de las hojas de P.
guajava, determinar la actividad inhibitoria del extracto alcohdlico de las hojas de P. guajava

frente a cepas de P. aeruginosa y determinar su concentracion minima inhibitoria.

1.1.  Antecedentes

1.1.1. A nivel internacional
En un estudio desarrollado en Cuba por Martinez y colaboradores en 1997, se analiz6
la accion antimicrobiana de un extracto fluido diluido en etanol al 40 % obtenido a partir de
hojas de Psidium guajava L., el cual fue ensayado frente a un panel basico de microorganismos
que incluyd cepas de Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa y Candida albicans. Los resultados indicaron que, al ser evaluado contra P.
aeruginosa, el extracto presentd una eficacia antimicrobiana inferior al 50 % en relacion con el

control positivo (14).

En una investigacion posterior desarrollada en Brasil por Sanches et al. en 2005, se
analizd el potencial antibacteriano de extractos alcoholicos y acuosos obtenidos a partir de
diferentes estructuras de Psidium guajava, evaluados frente a microorganismos como
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Los
hallazgos evidenciaron que las preparaciones hidroalcohdlicas presentaron una actividad

antibacteriana superior en comparacion con los extractos acuosos(19).
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En 2019, Khadka e investigadores del Departamento Central de Microbiologia del
Colegio Médico de una Universidad de Nepal realizaron un estudio el objetivo de evaluar la
eficacia relativa del extracto etandlico y la infusion de hojas frescas de P. guajava frente a cepas
aisladas de muestras clinicas y cepas ATCC de P. aeruginosa. Los resultados evidenciaron
mayor actividad inhibitoria de los extractos etandlicos de las hojas frescas y secas de guayaba
sobre las cepas aisladas de muestras clinicas, los cuales evidenciaron halos de inhibicion de 11
mm y 10 mm respectivamente. En comparacion, los halos obtenidos con las infusiones de hojas
frescas y secas de guayaba que mostraron halos de 10 mm y 8 mm, respectivamente. No
obstante, ambos fueron inferiores a la zona de inhibicién observada con tobramicina, que
alcanzo6 un halo de 15 mm. Asi mismo, se reporté que el 7 % de las bacterias aisladas de
muestras clinicas correspondian a P. aeruginosa, de los cuales el 65.30% exhibieron un perfil
multidrogorresistentes (MDR) a antibidticos como cefepime, imipenem y cefotaxima, pero

manteniendo sensibilidad a la colistina.(22).

1.1.2. A nivel nacional

En el Departamento de Arequipa, Escobar y Ccasa llevaron a cabo una investigacion en
2019 para determinar el efecto antimicrobiano del extracto de hojas de P. guajava L. sobre
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. Las hojas fueron recolectadas y
lavadas con abundante agua para eliminar restos contaminantes, luego fueron sometidas a un
proceso de desinfeccion con alcohol al 70°C y se dejaron secar a temperatura ambiente durante
72 horas. El extracto etanolico se obtuvo mediante métodos de trituracion, pulverizacion y
evaporacion utilizando un equipo Soxhlet y alcohol al 96%. La medicion de los halos de
inhibicion se realizo haciendo uso de un vernier sobre los discos elaborados con papel Whatman
Ne 1. Los resultados revelaron que S. aureus mostré sensibilidad al extracto de P. guajava, con
un halo de inhibicion de 22.5 mm a una concentracion del 100%. De manera similar, C. albicans
mostro halos de inhibicion de 19.6 a una concentracion del 100%. Mientras tanto, E.coli
demostrd ser resistente a todas las concentraciones evaluadas, con halos de inhibicion que

variaron entre 7.6 a 13.4 mm (11).

1.2. Bases teoricas

1.2.1.  Psidium guajava (Guayaba)
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Es un arbusto verde frondoso, originario de paises tropicales y subtropicales, que se
desarrolla en climas tropicales y secos. Tiene una altura que varia entre los 2,5 a 10 metros de
altura, con un tallo corto. Sus hojas elipticas presentan una tonalidad verde claro u oscuro,
tienen un ancho entre 3 y 6 cm, y una longitud entre 3 y 16 cm. El fruto es una baya ovoide,
que mide de 4 a 12 cm de largo y de 4 a 7 cm de ancho, que contiene una pulpa suave y pegajosa

de color anaranjado-rojizo (15,16,23,24)

a. Taxonomia (11,15,16)
Reino: Plantae
Subreino: Dicotiledonea
Division: Magnoliophyta
Subdivision: Lignosea
Clase: Magnoliopsidae
Subclase: Rosidae
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Psidium

Especie: Psidium guajava L.

b. Composicion quimica y nutricional
Gran fuente de acido ascoérbico > 100 mg/100 g, niacina 1 mg/100g, hierro, calcio,

fosforo y fibra. Vitaminas: riboflavina y tiamina. Minerales: potasio 280 mg/100 g (15).

c¢. Componentes bioactivos de las hojas
Las hojas de P. guajava contienen gran cantidad de compuestos fendlicos, flavonoides
glicosidicos y quercetina, taninos, saponinas, alcaloides, triterpenos, quinonas, aminoacidos y
azucares reductores (15,16,25,26). Estudios han reportado un potencial antioxidante superior al

fruto de esta misma especie (26)

Los analisis cualitativos y cuantitativos demuestran la presencia de taninos en un 9 - 10%, aceite
esencial en 0,1 - 0,3%, rico en cariofileno y triterpenos como &cido guajavanoico, obtusinina,

acido goreishico, y otros como acido guayavolico, acido elagico, acido malisnico y B-sitosterol.
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Flavonoides como avicularina, quercetina-3- O-f-d-glucosido, quercetina-3-O-a-L-ramnésido
y quercetina-3-O- gentiobidsido, quercetina-3-O-a-arabinopiranosido guayaverina; morin-3-O-

a-L-lixopiranosido (15,16,25-28).

d. Propiedades antimicrobianas

Los ensayos llevados a cabo para evaluar la actividad antimicrobiana de cepas ATCC
que incluyen a patéogenos como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans, revelaron efectos favorables en la inhibicion de
las bacterias, pero no para la levadura(14). También se ha encontrado actividad inhibitoria sobre
Streptococcus mitis, Streptococcus mutans y Streptococcus oralis (27). Dentro de los
mecanismos estudiados, se ha demostrado que actiia mediante la inhibicion de la formacion de
biofilms, reduccion de la adhesion bacteriana, compromiso directo de la membrana celular,
supresion de la produccion acida y reduccion del pH. Ademas actua inhibiendo el sistema
quoruvirulento que interfiere en la sintesis de pigmentos, como la piocina en el caso de P.

aeruginosa (3,7,25,26)

1.2.2. Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo gramnegativo, no esporulador, ubicuo, considerado como patdégeno
oportunista. Actualmente se describe como una bacteria aerobia facultativa, dado que, si bien
emplea preferentemente el oxigeno como aceptor final de electrones durante la respiracion
aerobica presenta una notable plasticidad metabdlica que le permite adaptarse a condiciones de
hipoxia o anaerobiosis, recurriendo a aceptores alternativos de electrones, como el nitrato o la
arginina, permitiendo su crecimiento y viabilidad en ambientes con limitada disponibilidad de
oxigeno (29-31). Tiene forma de baston de 0,5 - 1 pm de didmetro y 1,5 - 5 um de longitud.
Cuenta con un flagelo polar que le confiere la capacidad de moverse y producen pilis de tipo
IV que han sido asociados a la formacion de biopeliculas. Este microorganismo muestra una
gran versatilidad, crece en un rango amplio de temperaturas, entre 20 y 43° aunque también
puede sobrevivir en condiciones mas frias, desde 4 hasta 42°C y con bajos niveles de oxigeno
y nutrientes. Pertenece al grupo de no fermentadores, pero es capaz de obtener energia a partir
de la oxidacioén de azlcares y de producir una serie de proteasas y elastasas que degradan
multiples proteinas surfactantes A y D, complemento, inmunoglobulinas y péptidos

antibacterianos (29).
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Estas propiedades facilitan su capacidad de adhesion y persistencia en equipos médicos

y en diversas superficies del entorno hospitalario, favoreciendo el desarrollo de infecciones

nosocomiales, especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Asimismo, P. aeruginosa

presenta multiples mecanismos de resistencia antimicrobiana intrinsecos, adquiridos y

adaptativos, entre los que se incluyen la produccion de B-lactamasas de amplio espectro y

metalo-B-lactamasas, alteraciones metabolicas y estructurales de las proteinas fijadoras de

penicilina, mutaciones en porinas, modificacién enzimatica mediada por plasmidos, mutaciones

en la ADN-girasa y la accion de bombas de eflujo, lo que contribuye a su elevada resistencia

frente a carbapenémicos (3,29,32).

II. Materiales y métodos

2.1.

Variables

Variable dependiente: Actividad antimicrobiana

Variable independiente: Extracto etandlico de Psidium guajava

2.2.

Operacionalizacion de variables

Tabla 1. Operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion Dimensiones Indicadores | Escala de
conceptual operacional medicion
Inhibicion del | Capacidad deun | Medicion del didmetro Efecto inhibitorio | Didmetro del De razon.
crecimiento de | compuesto de de las zonas de del crecimiento halo de
Pseudomonas | suprimir el inhibicion de bacteriano. inhibicion.
aeruginosa crecimiento de un | crecimiento alrededor de
microorganismo los discos (20)
(20). embebidos en extracto
etanolico de P. guajava
Extracto Sustancia Medicion de diferentes Concentracion del | g/mL. De razon.
etanolico de | obtenida por concentraciones del extracto.
hojas de extraccion de una | extracto alcoholico
Psidium parte de una obtenido por métodos de
guajava materia prima secado, maceracion y

disuelta en
alcohol (20)

filtracion de las hojas de
Psidium guajava(20)
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2.3. Enfoque y disefio de la investigacion
e Diseiio de la investigacion:
- Experimental puro
e Enfoque de la investigacion:
- Cuantitativo
e Nivel de investigacion:
- Explicativo
e Tipo de investigacion:
- Aplicada
e Tipo de corte:
- Transversal
e Linea de investigacion:

- Enfermedades transmisibles

2.4. Poblacion, muestra y muestreo:
e Muestreo

- No probabilistico

2.5. Procedimientos y técnicas:
Se utiliz6 la metodologia modificada basada en el estudio de investigacion “Actividad
antibacteriana in vitro de extracto etanolico crudo de las hojas de Origanum vulgare, frente a

cepas ATCC de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa 'y Escherichia coli”(33):

2.5.1. Recoleccion de la muestra

Se obtuvieron hojas frescas de P. guajava del Mercado Modelo en el distrito de

Chiclayo, Region de Lambayeque, Peru.

2.5.2. Identificacion de la muestra
Se solicitd el permiso requerido al Servicio Nacional Forestal y de Fauna Silvestre
(SERFOR) para el estudio cientifico de flora silvestre fuera de areas nacionales protegidas. La
identificacion de las hojas de P. guajava se realizd en el Laboratorio de Botanica de la

Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo (UNPRG).
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La muestra fue transportada al Laboratorio de Biologia Celular y Bioquimica de la
Universidad Catodlica Santo Toribio de Mogrovejo de Lambayeque para su preparacion y

experimentacion.

2.5.3. Preparacion de la muestra

Se realizo la desinfeccion de las hojas con alcohol al 95°, seguido de un proceso de

secado en una estufa a 50°C de temperatura durante 8 horas.

2.5.4. Preparacion del extracto etanoélico de Psidium guajava

Siguiendo la metodologia de Pérez (2021), el extracto etandlico fue obtenido mediante
maceracion, se pesaron 500 gramos de hojas, las cuales fueron molidas manualmente haciendo
uso de un mortero hasta obtener material en polvo. Aproximadamente 40 gramos de este polvo
de P. guajava fue macerado junto a 200 mL de etanol absoluto conservado herméticamente en
una botella de vidrio dmbar, la cual se agitdé diariamente durante el plazo de una semana a
temperatura ambiente.

El producto del macerado fue filtrado haciendo uso de un papel filtro Whatmann N° 40
para obtener un extracto libre de residuos, hasta generar una cantidad en gramos de residuo seco

que se conservo en refrigeracion a 2°C en frasco de vidrio color ambar.

2.5.5. Preparacion de concentraciones

El pellet fue reconstituido en etanol absoluto, de tal forma que la solucion madre fue
preparada en una proporcion 1:1 (p/v), obteniéndose una concentracion final de 1 g/mL, siendo
la concentracion méxima ensayada.

A partir de la solucion madre (1 g/mL), se prepararon ocho diluciones seriadas dobles
correspondientes a las siguientes concentraciones: 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 y 0,0125
g/mL. En cada ensayo se incluyeron los controles experimentales: agua destilada como control
negativo, ceftazidima como control positivo y un disco impregnado con etanol absoluto, con la

finalidad de descartar posibles efectos atribuibles al solvente.

2.5.6. Preparacion del inoculo de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Las cepas de P. aeruginosa fueron adquiridas de la American Type Culture Collection

(ATCC). El Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) recomienda el uso de 3 a
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5 colonias, las cuales fueron seleccionadas de un cultivo en placa de agar Miiller-Hinton luego
de 24 h. Haciendo uso de un asa se hizo contacto con la parte superior de cada colonia y se
transfirio a un tubo con 4-5 mL de caldo Miiller-Hinton.

La turbidez de la suspension bacteriana fue ajustada al estandar 0,5 de McFarland
empleando un densitometro (DEN-1B), equivalente a una absorbancia entre 0,08 y 0,10, lo que
corresponde aproximadamente a una concentracion de 1 x 108 UFC/mL. Tras la estabilizacién
de la suspension durante 15 minutos, se procedié a la inoculacion de las placas de agar Miiller—
Hinton utilizando una torunda de algodon estéril, distribuyendo homogéneamente el indculo

sobre toda la superficie del medio.

2.5.7. Evaluacion de la actividad antimicrobiana del extracto de P.
guajava

Se realiz6 a través del método de difusion con discos, para lo cual se prepararon 5 placas
con medio de cultivo agar Miiller Hinton, cada placa fue dividida en 4 campos iguales, en dos
de ellos se afadieron discos embebidos con extracto etanolico de P. guajava, (concentracion
inicial descrita en el apartado 2.5.5.); en los otros dos campos restantes se colocd un disco
embebido con etanol absoluto, y en otro, un disco con agua destilada, siendo los controles
positivo y negativo respectivamente.

Una vez sembradas las placas y habiendo colocado los discos se procedié a incubar en
estufa marca Memmert a 37°C por 24 horas, pasado ese tiempo se analiz6 la presencia de halo

inhibitorio.

2.5.8. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Tras el ensayo preliminar de actividad antimicrobiana, en el cual se evaluaron diluciones
seriadas del extracto etanolico expresadas en g/mL, se realizO un ensayo confirmatorio
utilizando concentraciones expresadas en mg/mL, con la finalidad de obtener una mejor
comparacion con la literatura cientifica.

Para ello, el residuo seco del extracto fue reconstituido en etanol absoluto para obtener
una solucién madre. A partir de esta, se prepararon diluciones seriadas dobles hasta obtener
concentraciones finales de 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1; 0,05; 0,025 y 0,0125 g/mL.

Se realizaron 3 ensayos, en cada uno de los cuales se prepararon 2 placas de Petri con
agar Miiller—Hinton, previamente inoculadas con la suspension bacteriana estandarizada. Cada

placa fue dividida en cuatro campos para la distribucion de los discos. En una de ellas se
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colocaron los discos impregnados en las concentraciones altas del extracto (0,2 — 1g/mL),
colocando el disco de mayor concentracion en el centro, y los discos restantes dispuestos en el
resto de cuadrantes. En la otra placa se dispusieron los discos embebidos con las
concentraciones bajas del extracto (0,0125 — 0,1 g/mL) en los respectivos cuadrantes, y en el
centro se ubicé un disco impregnado con 30 mg/mL de ceftazidima, una cefalosporina -

lactdmica de tercera generacion contra P. aeruginosa, empleada como control positivo (35).

Las placas fueron incubadas en aerobiosis usando estufa Memmert a 37 °C durante 24
horas y posteriormente se realizo la lectura de resultados. Se consider6 como CMI la placa con
su respectiva concentracion que no muestre crecimiento bacteriano, siendo comparado con el

control positivo.

2.5.9. Estrategia de recoleccion de datos

Se empled una ficha de recoleccion de datos, con la finalidad de determinar la
sensibilidad del extracto alcohodlico de hojas de P. guajava a diferentes concentraciones,
midiendo la presencia de los halos de inhibicién del microorganismo con una regla milimétrica
(Anexo 1).

Los valores de referencia para la medicion de los halos de inhibicion y la determinacion
de los diametros criticos de susceptibilidad antimicrobiana para Pseudomonas fueron
establecidos conforme a la ultima edicion publicada por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2025). De acuerdo con dichos lineamientos, los puntos de corte se definen de
la siguiente manera: Resistente (R) < 14 mm; Intermedio (I) 15-17 mm; y Sensible (S) > 18

mm.

2.6. Analisis e interpretacion de los datos

La informacion obtenida fue recogida, codificada y archivada en una base de datos en
Microsoft Excel version 2010, posteriormente se utilizd el software estadistico OriginLab
version 8.6. para realizar los calculos y pruebas estadisticas presentadas a continuacion.

La normalidad de los datos fue evaluada mediante la prueba de Shapiro—Wilk,
considerando un nivel de significancia de 0,05. En aquellos casos donde los datos presentaron
distribucién normal, se aplico un andlisis de varianza (ANOVA) de una via para comparar los
promedios de los didmetros de los halos de inhibicion entre las diferentes concentraciones del

extracto.
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Cuando se identificaron diferencias estadisticamente significativas, se realizd una
prueba post hoc de Tukey para la comparacion multiple entre grupos.
Para todas las pruebas estadisticas se considerd un nivel de significancia del 5% o de

0,05 y una Prueba de Tukey para la comparacion de los extractos con control positivo.

2.7. Aspectos éticos

El presente trabajo de investigacion se integra como parte del Proyecto de Investigacion
Docente USAT 2023 -1, titulado “Evaluacion del efecto bactericida/bacteriostatica del extracto
acuoso y etandlico de 4 plantas medicinales en cepas ATCC relacionadas a infecciones
asociados a la atencién en salud”, registrado bajo la Resoluciéon 100-2022-USAT-RTDO
(Anexo 2), por lo que fue enviado al Comité de Etica en Investigacion de la Facultad de
Medicina de la Universidad Santo Toribio de Mogrovejo (USAT) para su revision. Asimismo,
se contd con la autorizacion institucional correspondiente para la ejecucion de los

procedimientos experimentales en el Laboratorio de Microbiologia.

En el transcurso de esta investigacion, se mantuvo el compromiso de seguir
rigurosamente las normas éticas y cientificas mediante la inclusion de citas bibliograficas de
manera apropiada, asegurando asi la transparencia y validez cientifica del trabajo, y

reconociendo debidamente la propiedad intelectual de los autores consultados.

La metodologia empleada fue detalladamente descrita, facilitando su reproduccion y
aplicacion en futuras investigaciones. Se mantuvo el principio de beneficencia resguardando la
integridad de los investigadores y cumpliendo con las normas de bioseguridad pertinentes. Esto
incluye el uso adecuado del equipo de proteccion personal, asi como la correcta manipulacion
de medios de cultivo y reactivos. De esta manera, garantizamos no solo la calidad y
confiabilidad de los resultados obtenidos, sino también la seguridad y bienestar de los

participantes en el desarrollo de la investigacion.

Asimismo, se garantiz6 el principio de no maleficencia llevando a cabo practicas de
laboratorio seguras y haciendo uso de protocolos estandarizados para la manipulacion de
agentes biologicos con el fin de prevenir exposiciones accidentales a bacterias patogenas,
tomando medidas especificas de contencidon y control de riesgos, salvaguardando en todo

momento la seguridad y bienestar de los investigadores y ambiente de trabajo.
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III. Resultados

3.1.Obtencion y almacenamiento del extracto
Después de completar el procedimiento para la obtencion del extracto, se obtuvo un
total de 7.5 g de extracto de guayaba (Psidium guajava), el cual present6 una coloracion verde
oscuro y aspecto cristalino, el cual fue almacenado en un frasco &mbar y puesto en refrigeracion

a una temperatura de entre 2 a 6°C hasta su utilizacion, como se muestra en la Figura 1.

B E——=
m

=

c. Polvo de hojas secas de P.

a. Secado de hojas frescas de P. . . .
) b. Pesaje de hojas de P. guajava guajava finamente molidas

d. Almacenamiento de macerado | © Filtrado de macerado con | £ 186810 sebo el xtracto
(.ie P. guajava y etanol absoluto papel Whatmann N°40 ctanolico de . guajava

Figura 1. Obtencion del extracto etandlico de guayaba en sus diferentes etapas de

preparacion
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3.2. Preparacion del inoculo
La cepa ATCC de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, fue reactivada en tubo de
ensayo con medio liquido de BHI (Brain Heart Infusion), incubado a 37°C durante 16 a 18 h.
Posteriormente, se sembr6 en placas Petri con 15 mL de medio TSA (Agar Tripticasa Soya),
las cuales fueron incubadas a 37°C por 16 a 18h. Al término de la incubacion se observaron

colonias de coloracion verdosa correspondientes a Pseudomonas aeruginosa.

En la Figura 2 se observa la concentracion del cultivo bacteriano en medio liquido, la cual
fue de 0.1 medido en el espectrofotometro. Esto corresponde a una concentracion equivalente

al tubo N° 5 en la escala de Mc Farland. (ABS 0.1= tubo N°5 de MF).

Medio de cultivo TSA

En la imagen a, se muestra el tubo conteniendo el cultivo bacteriano en medio liquido. En la imagen b, se
muestra el preparado de la placa con medio de cultivo TSA.

Figura 2. Preparacion del inoculo de Pseudomonas aeruginosa

3.3. Determinacion de la actividad antimicrobiana
Con las bacterias previamente activadas y el extracto preparado para su uso, se formul6
una concentracion inicial de 1g/mL (1g de extracto diluido en 1 mL de etanol al 99.8%), este
fue el punto de partida para el primer ensayo de actividad inhibitoria, en la Figura 3 se muestra
los resultados correspondientes a la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de P.

guajava frente a P. aeruginosa., ademas de otros extractos (recordar que este proyecto de tesis
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estd vinculado con el proyecto de investigacion N°100-2022-USAT-RTDO) donde no se

evidencian halos de inhibicion, pero se evidencia un crecimiento bacteriano lento.

Pseudomonas aeruginosa

Orégano

Guayaba

Se muestra la placa de agar inoculada con P. aeruginosa y disposicion de los discos impregnados en
los distintos extractos incluyendo P. guajava. En la zona central, el disco embebido en agua destilada

empleado como control negativo.

Figura 3. Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Psidium guajava y otros frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

3.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

El siguiente paso fue diluir la concentracion maxima (1g/mL) en 8 diluciones seriadas
(1g, 0.8g, 0.6g, 0.4g, 0.2g, 0.1g, 0.05g, 0.025g y 0.0125), los que se diluyeron en etanol 99.8%
y en medio de cultivo TS. En la Figura 4 y 5 se presentan las placas distribuidas en
concentraciones altas (0.2g - 1) y concentraciones bajas (0.0125g — 0.1) diluidas en etanol. En
estas se evidencia la presencia de halo en todas las concentraciones altas con un didmetro
promedio de 13.2 mm. En las diluciones con medio de cultivo TS mostradas en la Figura 6, se
evidencia presencia de halo en las concentraciones de 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 siendo el halo de mayor

diametro en la concentracion de 0.8g.



23

Tabla 2. Formacion de halos en placas con agar Mueller Hinton de soluciones en etanol al 99.8%

a partir del extracto etandlico de hojas de P. guajava frente a P. aeruginosa ATCC 27853.

Diametro de Halos en placas con agar Mueller - Hinton (mm)

Concentraciones altas (g/mL) Concentraciones bajas (g/mL) Control
Ensayo 1 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 0.05 0.025 | 0.0125 | Ceftazidima
Lecturaldelos | 6 6 6 10 6 10 6 6 6 30

halos (mm)

Los halos de inhibicion de mayor diametro (10 mm) se observan a concentraciones de 0.4y 0.1 g/mL, en

comparacion con el resto de concentraciones donde no se evidencia actividad.

Pseudomonas aeruginosa

Concentraciones altas

Pseudomonas aeruginosa

Concentraciones bajas

En la imagen a y b corresponden al Ensayo 1. En la primera se muestran las placas sembradas con P.

aeruginosa conteniendo los discos embebidos en las concentraciones altas, mientras que en la segunda,

contiene los discos embebidos en las concentraciones bajas del extracto, y al centro, el control con

Ceftazidima.

Figura 4. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Psidium guajava frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a altas y bajas concentraciones
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Tabla 3. Formacion de halos en placas con agar Mueller Hinton de soluciones en etanol al

99.8% a partir del extracto etanolico de hojas de P.guajava frente a P. aeruginosa ATCC 27853.

Diametro de halos en placas con agar Mueller - Hinton (mm)

Concentraciones altas (g/mL) Concentraciones bajas (g/mL) Control
Ensayo 2 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 | 0.05 0.025 | 0.0125 | Ceftazidima
Lectura 2 de los 10 16 14 14 12 6 6 6 6 30

halos (mm)

Los halos de inhibicion de mayor diametro se observan a concentraciones altas de (1 — 0.2 g/mL) en

comparacion con las concentraciones bajas. Sin embargo, el halo formado a la concentracion inicial (1

g/mL) es menor respecto a las diluciones.

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

0.0125¢

Concentraciones altas n Concentraciones bajas

La imagen a y b, corresponden al Ensayo 2. En ellas se exhiben las placas cultivadas con P. aeruginosa y

los discos embebidos en las concentraciones altas y bajas del extracto, respectivamente.

Figura 5. Actividad antibacteriana del extracto etanédlico fresco de Psidium guajava frente a

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a altas y bajas concentraciones
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Tabla 4. Formacion de halos en placas con agar Mueller Hinton de soluciones en medio de
cultivo liquido Tripticasa Soya (TS) partir del extracto etanélico de hojas de Psidium guajava

frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Didmetro de Halos en placas con agar Mueller - Hinton (mm)

Concentraciones altas (g/mL) Concentraciones bajas (g/mL) Control
Ensayo 3 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 | 0.05 | 0.025 | 0.0125 | Ceftazidima
Lectura 3 de los 10 10 10 6 6 6 6 6 6 30
halos (mm)

Los halos de inhibicion de mayor diametro (10 mm) se observan a concentraciones altas del extracto (1 —

0.6 g/mL), en comparacion con concentraciones mds bajas.

Pseudomonas aeruginosa Pseudomonas aeruginosa
diluido en medio BHI diluido en medio BHI

0.0125 g

Concentraciones altas Concentraciones bajas

La imagen muestra los resultados del Ensayo 3. A la izquierda, se observa la placa sembrada con P.
aeruginosa, conteniendo los discos embebidos en las concentraciones altas del extracto. A la derecha, se

observan los discos embebidos en las concentraciones bajas junto al control positivo (Ceftazidima).
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En la imagen a y b se muestran los discos impregnados en altas y bajas concentraciones,
respectivamente, del extracto etanolico de P. guajava diluido en medio de cultivo Tripticasa Soya sobre

las placas sembradas con P. aeruginosa.

Figura 6. Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Psidium guajava diluido en medio

de cultivo TS frente a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 a altas y bajas concentraciones.

Ampliacion de la imagen 6b. Se aprecia el halo
de inhibicion (30 mm) alrededor del disco

impregnado en Ceftazidima.

|

Ampliacion de la imagen 6a. Ausencia de halos. Lo que se aprecia es la difusion del

extracto en el medio de cultivo.

3.5. Analisis estadistico
Los datos obtenidos del didmetro de los halos de inhibicion fueron procesados mediante
estadistica descriptiva, calculandose la media y desviacion estdndar para cada concentracion

evaluada, considerando tres repeticiones por grupo experimental.
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Posteriormente, se aplico un andlisis de varianza de una via para determinar la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones del extracto etanolico y
los controles, estableciendo un nivel de significancia de o = 0.05. En la Tabla 5 se muestra el
ANOVA que compara los didmetros de los halos de inhibicion entre las distintas
concentraciones del extracto etandlico de P. guajava y el control positivo.

Los resultados del analisis post hoc de Tukey mostraron que el control positivo (media
= 30,00 mm) presentd diferencias estadisticamente significativas frente a todas las
concentraciones del extracto etandlico (valores de t entre 8,55 y 10,43; p <0,001).

Al incluir todas las condiciones experimentales, se observa un valor F alto con un p-
valor menor a 0.05, lo que indica la existencia de diferencias globales estadisticamente
significativas entre los grupos evaluados, influenciado principalmente por el amplio halo de
inhibicién (30 mm) producido por el control positivo (ceftazidima). Sin embargo, al analizar
exclusivamente las concentraciones del extracto, no se evidencian diferencias significativas
entre ellas (p > 0,05), lo que indica que no se evidencia un efecto dependiente de la dosis bajo

las condiciones experimentales empleadas.

Tabla 5. ANOVA para los halos de inhibicion del extracto etanélico de las hojas de P. guajava
sobre P. aeruginosa ATCC 27853

Grados de libertad Media cuadratica Valor F p-valor
Inter-grupos 9 154.0889 19.41 5.08x10®
Intra-grupos 20 7.9373
Total 29

IV. Discusion

En el presente trabajo de investigacion se evalu6 la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico de las hojas de Psidium guajava frente a la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853. Para ello, se emplearon diluciones al 0.8g, 0.6g, 0.4g, 0.2g, 0.1g, 0.05g, 0.025g y
0.0125g/mL en cultivos bacterianos mediante el método de difusion de discos. Los resultados
obtenidos evidenciaron resistencia al extracto evaluado, en comparacion con la ceftadizima
utilizada como control positivo. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por los

investigadores Ortie y Rebaza (2013), donde encontraron resistencia de P. aeruginosa al
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extracto etanolico de las hojas de P. guajava con una concentraciéon de 200 mg/mL por los

métodos de percolacion, soxhlet y maceracion(20).

Los resultados obtenidos en la presente investigacion guardan similitud con lo reportado
por Thapa y autores (2019) quienes evidenciaron mayor actividad antimicrobiana del extracto
metanolico de las hojas frescas de P. guajava frente a cepas de P. aeruginosa aisladas de
muestras clinicas internos y externos de la Universidad Tribhuvan y del KIST Medical College
and Teaching Hospital con la formacion de halos de inhibicién de aproximadamente 13 mm.
No obstante, la actividad observada fue inferior a la del antibiotico estandar Tobramicina, lo
que sugiere que, aunque el extracto presenta efecto antibacteriano, su potencia es menor en
comparacion con antimicrobianos convencionales (34). En contraste, Llamoza y Mamani
(2022) evaluaron la actividad antimicrobiana del extracto etandlico de hojas de P. guajava
frente a cepas de S. aureus mediante el método de difusion en disco de Kirby—Bauer. Dichos
autores reportaron una sensibilidad marginal, evidenciada por la formacion de halos de
inhibicion de 13,20 mm a una concentracion del 25 % del extracto, asi como de 9,76 mm y
11,72 mm a concentraciones de 5 % y 15 %, respectivamente (35). Esta discrepancia podria
estar relacionada con diferencias en la concentracion del extracto, condiciones experimentales,

procedencia del material vegetal o variabilidad inherente a las cepas bacterianas empleadas.

Los resultados obtenidos sugieren que el extracto etanodlico de hojas de P. guajava
podria ejercer una actividad antimicrobiana no demostrada de manera concluyente en este
estudio. No obstante, este posible efecto resulta coherente con lo reportado por Patel et al.
(2019) y Khan y colaboradores (2023), quienes evidenciaron la inhibicién de factores de
virulencia de P. aeruginosa regulados por el sistema de quorum sensing, incluyendo la
disminucién en la formacion de biopeliculas, la produccion de pigmentos y la sintesis de
ramnolipidos (36-38). En este contexto, respalda la posibilidad de que el extracto no solo limite
el crecimiento bacteriano, sino que también ejerza una acciéon moduladora sobre mecanismos
clave de patogenicidad, lo que refuerza su potencial accidbn como agente antimicrobiano

complementario.

Ekeleme (2017) report6 actividad inhibitoria del extracto etandlico de P. guajava frente
a cepas bacterianas aisladas de muestras clinicas de orina de pacientes con diagnostico de ITU,

evidenciandose efecto antimicrobiano a partir de una concentraciéon minima de 25 mg (39). No
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obstante, en el presente estudio, si bien se observo un diametro promedio de halo de inhibicién
de 13,2 mm a concentraciones elevadas del extracto etanolico de hojas de P. guajava, no se
evidencid una relacion dosis—respuesta clara, lo que impidi6 establecer con precision la CMI.

Estos hallazgos coinciden parcialmente con lo sefialado por Chibuike y colaboradores
(2019) quienes no pudieron evaluar CMI al encontrar resistencia de cepas P. aeruginosa
aisladas y caracterizadas de diversas fuentes (suelo, arroyos, estiércol de vaca y frotis nasal
humano) frente al extracto etandlico de hojas secas de P. guajava obtenido por el método de
maceracion (40). Las diferencias observadas entre los distintos estudios podrian atribuirse a
variaciones en la concentracion, estabilidad y comportamiento fisicoquimico de los compuestos
bioactivos presentes en el extracto, los cuales presentan susceptibilidad a la degradacion térmica
y a procesos de inestabilidad durante el procesamiento y almacenamiento. En este contexto,
factores como el origen botanico, las condiciones edafoclimaticas de cultivo, las etapas
fenologicas de la planta, la metodologia experimental aplicada, el método de extraccion
empleado y la concentracion efectiva del extracto evaluado pueden incidir significativamente
en la eficiencia de recuperacion de los metabolitos activos y, por ende, en la determinacion de

la CMI.

En la actualidad, se investigan estrategias tecnoldgicas avanzadas, tales como técnicas
de microencapsulacion y nanoencapsulacion, orientadas a optimizar la proteccion de los
compuestos bioactivos, incrementar su estabilidad fisicoquimica y mejorar su biodisponibilidad,
reduciendo su degradacion y preservando sus propiedades funcionales. Sin embargo, la
implementacion de estos enfoques requiere infraestructura especializada, inversion econdmica
considerable y personal capacitado, lo cual puede constituir una limitaciéon para su aplicacion

en determinados entornos de investigacion (41).

El estudio se limit6 al uso de una sola cepa de referencia (Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853), lo que impide extrapolar los resultados a cepas clinicas o multidrogorresistentes

que podrian responder de manera diferente al extracto evaluado.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realizo exclusivamente mediante el
método de difusion en disco, el cual, si bien es ampliamente utilizado, puede no ser el mas
sensible para detectar efectos bacteriostaticos o mecanismos de accion no directamente

asociados a la inhibicién visible del crecimiento.
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No se realiz6 la caracterizacion fitoquimica cuantitativa del extracto, por lo que no fue
posible correlacionar la actividad observada con concentraciones especificas de compuestos

bioactivos responsables del efecto antimicrobiano.

No se evaluaron otros mecanismos de accion antimicrobiana, como la inhibicion de la
formacion de biopeliculas, la alteracion del quorum sensing o la expresion de factores de
virulencia, los cuales han sido reportados como blancos relevantes de los compuestos presentes

en P. guajava.

Es importante sefialar que el estudio evalud el efecto inhibitorio mediante difusion en
disco, por lo que no se determin6é la CMI mediante microdilucion en caldo, limitando la

interpretacion cuantitativa precisa del efecto bacteriostatico.

V. Conclusiones

1. La obtencion del extracto etandlico de las hojas de P. guajava se realizé de manera eficaz,
siguiendo procedimientos estandarizados de secado, maceracion y concentracion,

logrando un extracto estable y reproducible para su evaluacion microbiologica.

2. No se evidencid una actividad bactericida significativa frente a cepas de Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, mediante el método de difusion en disco, mostrando un
comportamiento de resistencia en comparacion con el control positivo ceftazidima,

siendo el didmetro promedio del halo a altas concentraciones de 13.2 mm.

3. Las concentraciones evaluadas del extracto etanolico 0.8, 0.6, 0.4 y 0.2 g/mL no lograron
generar halos de inhibicion comparables al antibidtico de referencia, lo que indica que,
bajo las condiciones experimentales empleadas, el extracto no presenta una accién

inhibitoria efectiva sobre el crecimiento de P. aeruginosa.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

) USAT
USO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Psidium guajava COMO AGENTE INHIBIDOR DE CRECIMIENTO DE Universidad Catdica
Pseudomonas aeruginosa
USAT - 2025
MEDIO DE CULTIVO: AGAR MUELLER-HINTON
CEPA DE ESTUDIO: Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Concentraciones altas Concentraciones bajas Control
0.8 0.6 0.4 0.2 0.1 0.05 0.025 0.0125 | CEFTAZIDIMA
CEPA ATCC
27853
1
2
3
4
5
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