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RESUMEN

El experimento se realizé en el laboratorio de sanidad animal de la
facultad de Zootecnia, de la Universidad Nacional Agraria de la Selva, de Tingo
Maria, departamento de Huanuco - Perd. Con el objetivo de evaluar la
efectividad antibacteriana del extracto etanélico de la hoja de guayaba (Psidium
guajava L.), en el control de los agentes etiologicos de la mastitis en el Alto
Huallaga. Se estudié la actividad antibacteriana de un extracto etandlico a
disoluciohes de 10, 20, 30 y 40%. Se utiliz6 cepas de microorganismos que
incluyen: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae y Escherichia coli,
mediante el método de difusién en agar. Como control negativo se utilizé una
solucion de etanol al 10%, como controles positivos se empleé Estreptomicina
(10 mg/ml) para gram positivas y Levofloxacina (4 mg/ml) para gram negativas.
Los resultados indican una efectividad antibacteriana de 53% respecto al
control positivo con la disolucion 30% y frente a Streptococcus agalactiae se
encontro una efectividad de 83% respecto al control positivo con la disolucion
30% y un ausente efecto antibacteriano en todas las disoluciones evaluadas

ante Escherichia coli.

Palabras claves: guayaba (Psidium guajava), extracto etandlico, mastitis,
actividad antibacteriana, Estreptococcus agalactiae, Estaphylococcus aureus,

Escherichia coli, mortalidad bacteriana.



I INTRODUCCION

La mastitis se considera como una enfermedad compleja y es
produc{o de la interaccidén de varios factores en el animal. el medio ambiente, -
los microorganismos y participando el ser humano en un papel decisivo. Los
calculos mundiales recientes han revelado que esta patologia representa el
30% del costo total de todas las enfermedades en el ganado lechero y se
estima que un tercio de todas las vacas lecheras en el mundo estan afectadas
por cualquier forma de mastitis en uno o mas cuartos (PHILPOT, 2000). En ese
contexto las principales bacterias involucradas en la mastitis en la zona del Alto
Huallaga son: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia

coli (MURRIETA, 2002).

Los microorganismos patégenos, tradicionalmente se combaten
con antibiéticos que se aplican en variadas concentraciones segun el patégeno
especifico. En los dltimos afos se han hecho grandes esfuerzos para abrir un
espacio importante en la medicina natural en aras de una terapia libre de
residuos farmacoldgicos toxicos. Por lo tanto, la utilizacion de plantas
medicinales como el Psidium guajava L., conocido popularmente como
guayaba, de la familia Mirtaceae, se ha usado tradicionalmente como

antidiarreico en muchos paises de América y Africa.
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Las aplicaciones medicinales de los ingredientes activos de

Psidium guaja\}a L., son: los flavonoides, carotenoides y terpenoides; que se
emplean en la medicina herbolaria para combatir diferentes enfermedades
como antibacteriano, antiséptico, astringente, antidisentérico. A los flavonoides
se le atribuye la propiedad antibacteriana. Con esta investigacion se requiere
averiguar ¢ Cual es la efectividad del extracto etandlico de la hoja de guayaba
(Psidium guajava L.), en el control de los agentes etiolégicos de la mastitis en
el Alto Huallaga?. Por el alto contenido de flavonoides el extracto etandlico de
las hojas maduras de guayaba (Psidium guajava L.), produce alta mortalidad de
los agentes etiologicos de la mastitis (Staphylococcus aureus, Streptococcus

agalactiae, Escherichia coli).

Objetivos:

o Evaluar la efectividad antibacteriana del extracto etandélico de la
hoja de guayaba (Psidium guajava L.), en el control de los

agentes etioldgicos de la mastitis en el Alto Huallaga.

e Determinar el valor de disolucién del extracto etanélico de hojas
de guayaba (Psidium guajava L.), en el control de los agentes

etiologicos de la mastitis en el Alto Huallaga.
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. REVISION DE LITERATURA
Generalidades de la mastitis
2.1.1. Agentes etiolégicos

Los patdbgenos causantes de la mastitis, desde el punto de
vista epidemiolégico se han clasificado en los siguientes tres grupos, de
acuerdo a su origen. y forma de transmisién en el rebafo: Patégenos
Contagiosos, Streptococcus  agalactiae,  Staphylococcus  aureus,
Micoplasma bovis, y Corynebacterium bovis; Patégenos Ambientales,
Streptococcus  uberis, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Arcanobacterium pyogenes y muchos otros agentes
y Patégenos Oportunistas, Staphylococcus hycus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus intermedius y
muchas otras especies de estafilococos, que forman parte de la flora

normal de piel(SCARAMELLI y GONZALEZ, 2000).



2.1.2. Epidemiologia

La mastitis esta distribuida muy ampliamente en todas las
explotéciones lecheras. Las especies afectadas son cualquier hembra de
mamifero, pero sobretodo es importante econdmicamente en especies
lecheras derivadas al consumo humano. La edad puede ser cualquiera,
pero hay mas incidencia conforme aumenta la edad. La transmisién se
hace a través de dos vias: a través del canal del pezén o a través de
heridas. La fuente de contaminacién principal no es la leche, sino fecal,
piel, fosas nasales. La morbilidad es segun los diferentes factores puede
ser muy elevada o muy baja. La letalidad va en funcién del tipo de
microorganismo. Los hay no letales y otros muy letales, por septicemia. Si
la mastitis es muy crénica, pero no hay septicemia, sélo puede llegar a
perder definitivamente el cuarto afectado, pero nunca la muerte del animal

(ZURITA, 1982).

SANTISTEBAN (1976) afirma que existe una incidencia alta de
bacterias comprometidas en la mastitis bovina en la provincia de Leoncio
prado siendo las mas importantes Streptococcus agalactiae, Streptococcus
pyogenes, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. (MURRIETA, 2002) los agentes etioloégicos causantes de la mastitis
subclinica en ganado lechero en la zona de Tingo maria y Aucayacu son:

Escherichia coli, Streptococcus agalactiae y Staphylococcus aureus.



2.1.3. Patogenia

El proceso de infecciéon de la glandula mamaria en mas del
99% de los casos se produce por via del conducto del pezén. Los
numerosos agentes patégenos llegan a la glandula principalmente a través
de las manos del ordefiador, pezoneras, pafios sucios y otros. Estos se
localizan de preferencia en la punta del pezdén, donde comienzan su

colonizacién (ZURITA, 1982).

A. Invasién del pezén

La invasién del pezén se presenta generalmente durante
el ordefio. Los organismos presentes en la leche o en la punta del
pezén son impulsados dentros del canal del pezén y de ia cisterna
cuando existe la entrada indeéeable de aire en la unidad de ordefio
(desprendimiento o pérdidas de la unidad o remocién de ia pezonera
sin haber antes cerrado el vacio). Luego del ordefio, el canal del
pezén permanece dilatado por una o dos horas e inclusive, el canal
del pezén danado puede permanecer parcialmente o
permanentemente abierto. Los organismos del ambiente (materia
fecal, cama, etc.) o aquellos que se encuentran en lesiones de la piel
en la punta del pezdén, pueden invadir faciimente y abrir total o

parciaimente el canal (INFOCARNE, 2006).



B. Establecimiento de la infeccion e inflamacion del area

danada

Algunas bacterias pueden avanzar dentro de la ubre
atacando y colonizando nuevos tejidos; otras pueden moverse por
medio de la corriente de leche producida por el movimiento de la
vaca. Las bacterias dafan primero los tejidos que recubren los
grandes tubos colectores de leche. Las bacterias pueden
enfrentarse con leucocitos (células blancas de la leche) presentes
naturalmente en bajas cantidades en la leche. Estas células son la
segunda barrera de defensa debido a que pueden englobar y
destruir a las bacterias. Aan asi, durante este proceso, los
leucocitos liberan substancias que atraen a mas leucocitos desde

el torrente circulatorio hacia la leche (INFOCARNE, 2006).

Si las bacterias no son totalmente destruidas, pueden
continuar multiplicandose y comenzar a invadir los pequefios
conductos y areas alveolares. Las células secretoras de leche que
son dafiadas por las toxinas, liberan substancias irritantes que
conducen a un incremento en la permeabilidad de los vasos
sanguineos. Leucocitos adicionales se mueven al lugar de la
infeccion. Ellos penetran el tejido alveolar en gran medida
moviéndose entre el tejido secretor de leche danado. Los fluidos,

minerales y factores de coagulacién también se mueven dentro del
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area infectada. La leche coagulada también puede cerrar
conductos y, en efecto, aislar las regiones infectadas

(INFOCARNE, 2006).
C. Destruccion del tejido alveolar

Algunas veces los microorganismos son eliminados
rapidamente y la infeccidén se aclara. En este caso, los conductos
tapados se abren y la composicidén y producciéon de leche retorna
normal. Aun asi, a medida que la inféccién persiste y los conductos
se mantienen tapados, la leche encerrada hace que las células
secretoras pasen a una etapa de descanso y el alvéolo comienza a
reducir su tamano. Las substancias liberadas por los leucocitos
conducen a una destruccion completa de las estructuras
alveolares, que son reemplazadas por tejido conectivo y cicatriza.
La destruccion del tejido secretor de leche es, en efecto, la tercera
linea de defensa de la vaca para mantener a la infecciéon bajo
control. Por lo tanto a medida que la enfermedad progresa el
numero de células somaticas en la leche se eleva y se asocia con

una reduccion en la produccion de leche (INFOCARNE, 2006).



2.1.4. Signos clinicos

La mastitis clinica se caracteriza por los cambios visibles en la
ubre y en la leche. Las manifestaciones agudas con inflamacion de la ubre
se torna dura, dolorosa y caliente, la leche con aspecto purulenta o
sanguinolenta. La fase crénica, cuando no es bien tratada la forma aguda,
el tejido glandular de la ubre es reemplazado por tejido fibroso. Inicialmente
la leche se nota con grurhos, en los dias siguientes estos se van haciendo
mas grandes hasta obstruir por completo el canal del pezén. El cuarto
afectado esta ligeramente hinchado, caliente y muy sensible. Mas tarde, al
cabo de unos cuatro dias, es dificil ordefiar el cuarto enfermo porque el
canal del pezén se encuentra tapado completamente por masas caseosas
de color amarillento o rojizo y no es raro que se presente una septicemia
(paso de los microbios a la sangre), que determina rapidamente la muerte

de la vaca enferma (CEBA, 1998).
2.1.5. Diagnéstico

Los casos de mastitis clinica resultan faciles de reconocer debido a
las evidentes alteraciones que ocurren en la glandula mamaria y su
secrecion. Para el diagnéstico de los casos subclinicos se requiere aplicar
pruebas especiales, a fin de confirmar la presencia de un proceso

inflamatorio (SCARAMELLI y GONZALEZ, 2000).



A. Conteo de las celulas somaticas

Uno de los cambios mas precoces es el aumento en el
numero de células somaticas que normalmente es menor a 200.000
cél/ml y que durante el proceso inflamatorio supera las 500.000 cél/ml

(SCARAMELLI y GONZALEZ, 2000).

B. Prueba para mastitis de California (MCT) y la prueba para

mastitis de Wisconsin (MWT)

El CMT es una prueba de campo econdémica, sencilla y
rapida, que detecta con buena sensibilidad y especificidad el estado
de salud de la ubre, mediante una estimacion gruesa del contenido de
células somaticas. Se basa en la gelificacion que tiene lugar cuando
el ADN es liberado de las células somaticas presentes en la leche por
la accion de un detergente anidnico como el alkyl-aril-sulfonato de
sodio; por tanto, a mayor contenido celular en la leche, mayor

gelificacion (SCARAMELLI y GONZALEZ, 2000).
C. Cultivo Microbiolégico.

Es la dUnica prueba que permite identificar los agentes

causales presentes en la finca, asi como los cuartos y animales
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infectados. Esta informacién permite disefiar o modificar programas
de control, identificar los factores predisponentes, establecer la
dinamica epidemiologica en la finca, evaluar la efectividad de las
medidas de control y orientar la estrategia terapéutica. Las muestras
de leche de cuartos individuales o muestras compuestas de los cuatro
cuartos, pueden obtenerse en cualquier momento, pero se
recomienda hacerlo inmediatamente antes o después del ordefio.
Todos los casos clinicos deben ser sistematicamente cultivados

(SCARAMELLI y GONZALEZ, 2000).

2.1.6. Prevencion y control

Para evitar la mastitis, se necesita saber los pasos correctos de
ordefio como son: ordefar primero las vacas sanas y finalmente las vacas
con mastitis, se necesita tener las manos limpias, quite toda la suciedad de
la ubre con una toalla limpia, ordefie la vaca completamente, despues de
ordefiar sumerja los pezones en la soluciéon de yodo, no se mantenga en
una area mojada o sucia a la vaca, despues de ordefiar la vaca no debe
acostar, esto ayuda a los pezones a cerrarse. Por lo que hay que darle

“comida y agua suficiente a la vaca para impedir que se acueste (JUSTEN,

2001).

Un programa eficaz puede ser disminuyendo la duracién de la

infeccion tratando todos los cuartos de todas la vacas en periodo seco,
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tratar los casos clinicos a medida que se presentan y descubrir los casos
clinicos crénicos. Asi mismo reducir el indice de infecciones nuevas
lavando los pezones después de cada ordefio, mantener el equipo de
ordefio limpio antes y después del ordefo, lavar las ubres antes y después
de cadé ordefio. Las ubres de los animales deben lavarse para evitar el
barro y las heces fecales. Ademas, el ordefador debe tener las manos

limpias (CEBA, 1998).
2.1.7. Tratamiento

La forma clinica aguda debe ser tratada con antibiético del tipo
de la penicilina, estreptomicina, vicarpen o espiromicina UNIMAST,
aplicado por via intramuscular y repetir la aplicacion a las 24 horas. Segun
su gravedad por tres é cuatro dias seguidos, debe hacerse énfasis en el
aseo y vaciado previo de cada cuarto, antes del tratamiento. En la forma
cronica inyectar intramamariamente durante 3 dias seguidos oxitetraciclina,
vicarpen, panamicina L.A o UNIMAST en dosis de 10 ml y secar el cuafto
afectado. Si la vaca sufre de fiebre, es necesario aplicar en dosis altas
vicarpen, panamicina LA u .oxitetraciclina asociada con antiinflamatorio
antiprostaglandinico como el fadyne A4 via intramuscular, durante 2 dias

(CEBA, 1998).
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Generalidades de la guayaba (Psidium guajava L.)

2.21. Taxonomia

Nombre cientifico: Psidium guajava L., Arbusto perennifélio o
caducifélio de 3 a 10 m de altura. Copa irregular con hojas decusadas
simples, oblongas o elipticas, de color verde brillantes a verde pardusca; de
olor fragante cuando se estrujan. Tronco generalmente torcido y muy

ramificado. Ramas gruesas, ascendentes y retorcidas. La corteza externa

. €s escamosa en piezas lisas, delgadas e irregulares, internamente fibrosa,

de color crema rosada o parda rosado, grosor total: 5 a 8 mm. Las flores
son dulcemente perfumadas, actinomoérficas; sépalos en nimerode 4 a 5
de coloracién verde en el exterior y blanco en el interior; pétalos de 4 a 5 de
color blanco. Los frutos o bayas hasta de 8 cm de diametro, ovoides,
carnosas, de color crema amarillento a rosado, de olor fragante y sabor
agridulce. Cascara exterior fina de color amarillo. El fruto contiene
numerosas semillas. Sistema radical superficial. Sexualidad: hermafrodita

(RODRIGUEZ et al., 1991).

2.2.2. Distribucion y origen

Psidium guajava L., tiene su origen en Mesoamérica. Fue

propagada por los espafioles y portugueses a todos los tropicos del mundo

donde se ha naturalizado con ayuda de los pajaros. Actualmente se
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extiende desde México y Centroamérica, hasta Sudamérica, en especifico
Brasil y Perd, en las Antillas y el sur de Florida. Su area ecoldgica se
encuentra en la franja paralela al Ecuador, con limites que no van mas alla
de los 30° de cada hemisferio. Siglos atras fue llevada a Africa, Asia y la
India y actuaimente se le encuentra en mas de 50 paises con clima tropical.
En Hawai, la guayaba crece en franjas desérticas con precipitaciones

menores a 250 mm (RODRIGUEZ et al., 1991).
2.2.3. Habitad

Comiun a la orilla de los caminos y cerca de casas doénde
cbnstituye a veces una verdadera plaga. Habita en climas calidos,
semicalidos, semisecos, secos y templados. Las blantaciones comerciales
se encuentran en climas tropicales secos, con temperaturas promedio de
18°C, precipitacion anual de 600 mm y altitud entre 150 a 600 m. La
temperatura adecuada para su desarrollo esta entre los 15 y 30°C, aunque
puede tolerar hasta 45°C. Los requerimientos pluviales se éncuentran entre
1000 y 2000 mm. Se han encontrado plantas donde las precipitaciones
alcanzan 5000 mm anuales. La especie tolera diversas condiciones de
suelo, pero produce mejor en suelos bien drenados, con abundante materia
organica y un pH de 4,5 a 7,5. Es tolerante a suelos acidos y alcalinos (pH
de 4.5 a 9.4), Se presenta principalmente en suelos con problemas de
drenaje, tanto de origen calizo como metamorfico e igneo (RODRIGUEZ et

al., 1991).
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AAB. Uso de Guayaba (Psidium guajava L.), en Medicina Veterinaria
2.3.1. Farmacologia

La tintura de hoja de Psidium guajava L., inhibe al 80% de las
cepas de Escherichia coli, Salmonella typhi (RODRIGUEZ; MARTINEZ y
MORON, 1999). Se ha comprobado la actividad antimicrobiana de un
extracto salino contra Escherichia coli (Napralert. Illinois, USA, 1990. Citado

por MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997).

El extracto fluido en etanol al 40%, de hojas de Psidium guajava
L. (procedente del Instituto de Farmacia y Alimentos), presenta actividad
antimicrobiana por debajo del 50% respecto al control positivo frente a las
bacterias Staphylococcus aureus, Escherichia coli (MARTINEZ; MOLINA vy
BOUCOURT, 1997), superior a la reportada para el extracto de acetona n-
hexano e hidroalcohdlico (Napralert. lllinois, USA, 1990. Citado por
MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997), pero inferior al extracto
metanélico (Caceres, citado por MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997).

VINENT y ORTIZ (2003) realizaron una investigacién en la
unidad de tropas guarda fronteras Minint de Cuba. Se utilizaron un total de
80 crias porcinas entre las edades de 7 - 33 dias y con un peso entre 2 — 5
kg dividido en 6 gruposv; estando afectadas por colibacilosis y candidiasis.
Estas fueron sometidos a diferentes tratamientos con antibioterapia por via

parenteral y medicina tradicional (tintura de guayaba y manzanilla) por via
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oral, obteniéndose la recuperacion del 87.5% contra la candida y el 75.0%

contra la E. coli.

El extracto metandlico de Verbesina encelioides presentan
actividad antimicrobiana especiaimente sobre microorganismos gram
positivas y Candida albicans, ya que el extracto fue mas eficiente contra
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae, que contra bacterias
gram negativas. Estos resultados, entre otros, aportan evidencia que nos
permitira continuar con los estudios tendientes a purificar la muestra e

intentar aislar los principios activos (TORIBIO et al., 2005)
2.3.2. Composicion quimica

Los compuestos quimicos aislados de la hoja de guayaba, son:
un triterpenoide pentaciclico, el acido guajanoico, asi como, R-sitosterol,
uvaol, acido oleandlico y acido ursélico. Asi mismo, taninos (hojas 9 a 10%,
corteza 12 al 30%). polifenoles, carotenoides, vitamina C, compuestos
volatiles y aromaticos, terpenos, glicosidos esteroidales, antraquinonas,
flavonoides, quercitinas. el acido psididlico tiene actividad antiprotozoarica.
La actividad antibacteriavna se atribuye a los flavonoides (ECHEMENDIA Y

MORON, 2004).

En varias especies los flavonoides varian sustancialmente entre

genotipos, cambios estacionales, edades y dafos de la hoja y sitios de
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ubicacion (Kause et al.,, 1999; Keinanen ef al., 1999; Laitenen et al., 2000.
Citado por VARGAS, 2006). Los flavonoides aumentan conforme avanza el
desarrollo de la hoja (Cates, 1987. Citado por VARGAS, 2006). Las
diferentes fuentes de flavonoides son de origen vegetal y se encuentran
principalmente en las hojas (Seshadri y Vasishta, 1965; Lozoya et al., 1994;
Meian y Mohamed 2001. Citado por VARGAS, 2006). Los flavonoides estan
presentes también en partes anafémicas como corteza (Ross, 1999. Citado
por VARGAS, 2006), yemas florales (Harborne, 1984. Citado por VARGAS,

2006).
2.3.3. Farmacognosia

Las partes a utilizar son: hojas, frutos y corteza secos. La
quercetina presente en hojas y corteza tienen accion antisecretoria de
acetilcolina en intestino. Por su contenido de taninos y su actividad
astringente es efectiva en el tratamiento de la diarrea. A los flavonoides
presente en las hojas, se le ha atribuido el efecto antidiarreico
(ECHEMENDIA Y MORON, 2004). Entre sus componentes quimicos se
encuentra la vitamina C2 que es muy abundante en los frutos, en las hojas
hay flavonoides como quercetina, aviculatina y guaijaverina a los que se les

atribuye el efecto antimicrobiano (LUTTERODIT, 1992).
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2.4. Mecanismos de resistencia bacteriana
2.4.1. Destruccion e inactivacion del antibiético

La bacteria produce enzimas que inactivan al antibiético; las mas
importante es la B-lactamasa y muchas bacterias son capaces de
producirlas. En las gram positivas suelen ser plasmidicas, inducibles y
extracelulares y en las gram negativas de origen plasmidico o por
transposones, constitutivas y periplasmicas. También hay enzimas
modificantes de aminoglucésidos y aunque no es éste su principal
mecanismo de resistencia, también el cloranfenicol, la tetraciclina y los

macrélidos pueden ser inactivados por enzimas (DAZA, 1998)

La inactivacidn se realiza mediante la produccién de enzimas
que hidrolizan el antibiético. Sabemos que los antibidticos, B-Lactamicos
como penicilina, oxacilina, cefalosporina, actuan inhibiendo la enzima D-
alanil D-alanin carboxipeptidasa (PBPS) encargada de la sintesis de la
pared. La B-lactamasa hidroliza el enlace amida del anillo penicilanico o
cefalosporinico resuitando un derivado acido inactivo. Se trata de un sistema
enzimatico amplio, comun y eficiente de resistencia frecuentemente

producida por bacterias gram negativas (LANEZ, 1998).



18

2.4.2. Barreras de permeabilidad

Las barreras incluye tres componentes basicos: La estructura de
la membrana externa de la bacteria; Las porinas, que son canales
inespecificos que excluyen el antibidtico por tamafio molecular;
caracteristicas fisicoquimicas del vantimicrobiano, en el caso de los
medicamentos hidrofilicos requieren presencia de porinas para su transporte

al interior de la célula (SUSSMANN; MATTOS y RESTREPO, 2002).

La resistencia a los B-lactamicos en los gérmenes gram
negativas es el resultado de mutaciones que modifican la estructura o
funcion de proteinas de membrana denominadas porinas. Estas proteinas,
ubicadas en la membrana externa de los gram negativas, promueven el
transporte de los antibiéticos hidrofilicos a través de la bicapa lipidica. De tal
forma la membrana se torna impermeable a los antibidticos (GOLD y

MOELLERING, 1996)
2.4.3. Alteracion del sitio blanco

En este mecanismo de resistencia bacteriana se maodifican
algunos sitios especificos de la anatomia celular, como pared celular. De
esta manera la modificacion de enzimas catalizadoras en la produccion de
proteoglicanos celulares, conferiran resistencia al B-lactamicos dado que es

esta enzima su sitio de acciéon. Respecto a las demas estructuras
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ribosomales encontramos modificaciones a nivel de muitiples subunidades
como 30s, 50s. Sitios de accion de aminoglucésidos, lincosamidas, y
tetraciclinas. El mecanismo de resistencia (ribosomal) a gentamicina,
tobramicina y amikacina es poco frecuente y consiste en la mutacion del

péptido 12s de la subunidad 30s (GOLD y MOELLERING, 1996).

2.4.4. Bases genéticas de la resistencia

Una cepa bacteriana puede volverse resistente a un antibiético
por dos tipos principales de mecanismos: por mutacibn en un gen
cromosomico y por introduccion de un plasmido R de resistencia. Este
segundo mecanismo supone el problema mas serio, ya que esta muy
extendido; puede conferir resistencia a varios antibiéticos a la vez. A
diferencia del mecanismo mutacional, no suele suponer una desventaja
adaptativa (no disminuye la tasa de crecimiento de la bacteria ni le hace

perder sus propiedades de virulencia) (LANEZ, 1998).



. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugary fecha de ejecucién del trabajo

El presente trabajo de investigacidén se realizé en el laboratorio de
sanidad animal de la facultad de Zootecnia, de la Universidad Nacional Agraria
de la Selva (UNAS), que se encuentra ubicada en la ciudad de Tingo Maria, en
el departamento de Huanuco, provincia de Leoncio prado y distrito de Rupa
rupa, con altitud de 660 msnm, a 09° 17’ 03” de latitud sur y latitud oeste de 76°
01’ 07".

La topografia de la ciudad es ligeramente accidentada, ecolégicamente
considerada como bosque pre-montano tropical muy humedo, en promedio
presenta una temperatufa media anual de 24.5°C, con humedad rélativa de
80.5%, y precipitacion pluvial media anual de 3220 mm, distribuidos con mayor

intensidad en los meses de noviembre a marzo.

El presente trabajo de investigacion tuvo una duracién de 3 meses;

agosto, septiembre y octubre del 2008.
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3.2. Tipo de investigacion

La investigacion es del tipo experimental

3.3. Poblacion y muestra

La poblacién fueron las cepas bacterianas de: Staphylococcus
aureus, Strepfococcus agalactiae y Escherichia coli. La unidad muestral

empleada fue 1/6 de la placa petri con cultivo bacteriano.

3.4. Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas en el ensayo de actividad antibacteriana
fueron adquiridas del laboratorio de sanidad animal de la facultad de
Zootecnia, UNAS. Estas fueron aisladas de leche de vacuno en estado de
mastitis clinica y subclinica, siendo las bacterias: Staphylococcus aureus,

Streptococcus agalactiae y Escherichia coli.

3.5. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron medios enrriquecidos que
permiten el crecimiento del microorganismo sin dificultad. Se utilizé medio
antibiotico Mueller Hinton, esterilizados en autoclave a 121°C durante 20

min.
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3.6. Controles.

Como control negativo se utilizé una soluciéon de etanol al 10%.
En el caso de los controles positivos se empled discos de sensibilidad
estreptomicina (10 mg/ml) para las bacterias gram positivas y levofloxacina

(4 mg/ml) para la bacteria gram negativa.

3.7. - Material vegetal

Se utiliz6 500 g de hojas frescas de guayaba (Psidium guajava
L.), recolectadas del campus UNAS en horas de la maiiana (9:00 am), en un
clima nublado Illuvioso. Las hojas fueron fisiolbgicamente maduras,
seleccionadas por su ubicacién en la rama: las mas cercanas al tallo, por su

coloracién verde oscura, por su sanidad fisiolégica e integridad de la hoja.

3.8. Obtencion del extracto etanédlico

las hojas maduras de guayaba obtenidas, fueron secadas en
una estufa a 55°C por un periodo de 48 horas, luego se pesé 100g de hojas
secas, las cuales fueron maceradas en 2 litros de etanol 96° en un frasco
cerrado herméticamente, por un periodo de 40 dias. Después de transcurrido
ese tiempo, la solucién obtenida fue filtrada con gaza y luego vertido en 20
recipientes de material plastico de 100 mi, luego se llevé a estufa por un

periodo de 48 horas a una temperatura de 45°C, luego de ese periodo de
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tiempo se retird los recipientes que contenian la solucion, resultando un
caramelo de extracto etanolico. El caramelo fue molido en un mortero,
obteniéndose asi el extracto etanolico de hojas maduras de guayaba .en

polvo.
3}.9. Evaluacion de la actividad antibacteriana.

Las bacterias fueron inoculadas en el medio agar Mueller Hinton,
previamente fundido, solidificado y mantenido a 45°C. El inoculo permitié un
crecimiento en césped con una alta concentraciéon de bacteria/mi. Luego de
la inoculacion en el medio, se colocé 6 perforaciones dobles de papel filtro
de 6 mm de diametro, donde se verti6 las disoluciones del extracto etandlico
a evaluar, igual fue para los controles negativos; los discos de sensibilidad
para Los controles positivos fueron adquiridos del laboratorio clinico UNAS.
Las placas con diametro de 12 cm fueron incubadas a 37°C durante 24
horas y después fueron evaluados los resultados mediante la lectura en
milimetros del diametro del halo de inhibicion del crecimiento del
microorganismo y el calculo del porcentaje del efecto inhibitorio relativo
respecto al control positivo, se realizé con la formula siguiente, (MARTINEZ;

MOLINA y BOUCOURT, 1997).
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diametro del halo inhibido
% efectividad de inhibicion = del extracto — x 100%.
diametro del halo inhibidodel

control positivo

3.10. Variables independientes

e Extracto etandlico de hoja de guayaba (Psidium guajava L.).
o Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Escherichia coli.

3.11. Tratamientos

Extracto etandlico de hoja de guayaba (Psidium guajava), en

disoluciones de:

Ty =10% extracto etanolico (2.5 g de extracto + 22.5 ml de agua destilada).
T, =20% extracto etandlico (5 g de extracto + 20 ml de agua destilada).
Ts = 30% extracto etandlico (7.5 g de extracto + 17.5 ml de agua destilada).

T4 = 40% extracto etanélico (10 g de extracto + 15 ml de agua destilada).
3.12. Analisis estadistico

El analisis estadistico empleado, fue un disefio completamente al

azar con 4 tratamientos y 3 repeticiones por cada cepa de microorganismo.
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Resultando el siguiente modelo aditivo lineal:

Yjj = y+ Ti + Ejj

Donde:
Yij = Observacién del j-ésimo cultivo, en la i-ésima dilucion
M = Media poblacional
Ti = Efecto de la i- ésima dilucién
Eij = Error experimental
Se utilizé la prueba de comparacion media de cuadrados minimos y

regresion cuadratica para evaluar la significancia de las diferencias entre los

tratamientos.
3.13. Variables dependientes.
e Mortalidad bacteriana de:
- Staphylococcus aureus
-  Streptococcus agalactiae

- Escherichia coli.

e Resistencia bacteriana



V. RESULTADOS
4.1. Evaluacion de la actividad antibacteriar_xa

Los resultados de la evaluacion de la actividad antibacteriana del
extracto etandlico de las hojas del Psidium guajava L., aparecen en el Cuadro
1. Como puede apreciarse, se evidencia una respuesta de inhibicién en todos
los casos con Staphylococcus aureus, se obtuvo hasta una efectividad del 53%
respecto al control positivo con la concentracion 30 y 40%, en cuanto a la
respuesta de inhibicidbn para Streptococcus agalactiae fue mayor, se obtuvo
hasta una efectividad del 83% respecto al control positivo con la concentracion
30y 40%. Y en relacién con la bacteria gram negativa, se aprecié una carencia

total de actividad inhibitoria con todas las concentraciones evaluadas.
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Cuadro 1.  Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Psidium guajava
L., frente a los principales agentes etiologicos de la mastitis

(diametro del halo expresado en mm).

Disoluciones control
microorganismo
10 20 30 40 (+'
E. coli A 0 0 0 0 23
B 0 0 0 0 100
S. aureus A 7 7 8 8 15
B 47 47 53 53 100
S. agalactiae A 6 7.3 8 8 9.6
B 63 76 83 83 100

1Estreptomicina (10 mg/ml para las bacterias gram positivas) y levofloxacina (4 mg/mL para E coli).

A: Diametro del halo. B: Porcentaje de inhibicion.
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4.2. Valor de disolucién del extracto etandlico de hojas de guayaba
(Psidium guajava L.), en el control de los agentes etiolégicos de la

mastitis en el Alto Huallaga.

El valor de disolucidon en inhibicion del extracto etandlico de hojas
de guayaba (Psidium guajava) frente a los agentes etiologicos de la mastitis, se
muestra en el Cuadro 2. Donde se puede apreciar que la Escherichia coli es
resistente a todas las concentraciones probadas, no existiendo significancia
entre los tratamientos. Mientras con el Staphylococcus aureus se obtuvo una
buena cantidad de inhibiciobn en todas las concentraciones evaluadas, no
habiendo diferencia significativa entre los tratamientos. En cuanto al
Streptococcus agalactiae se obtuvo una muy buena cantidad de inhibicién en
las concentraciones 20, 30 y 40%, no habiendo diferencia significativa entre

estas concentraciones evaluadas.

Segtn la Figura 1. Se describe una recta donde se muestra que la
concentracion evaluada mas efectiva frente a Staphylococcus aureus es la
concentracién 30%. En la Figura 2. Se describe una curva con una declinacion
en el punto 35.84, siendo el valor de la concentracion mas efectiva frente a

Streptococcus agalactiae, con una cantidad de inhibicién del 85%.
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Cuadro 2. Nivel de significancia del valor de disolucidn en porcentaje

ajustado con la formula /X +1

Disoluciones
Microorganismos
10 20 30 40
E. coli 12 13b 1abe 13bcd
S. aureus 6.93° 6.93°7 7.35%19 7.35879h
S. agalactiae gant . 8.78666667! 9.16'% 9.16666667
75 -
74 . y=0.016x +6.72
' R2=0.8 -
- 7.3 - /\
(1]
3 72 -
g 7.1 : cmvenes S, AUTEUS
= 7 ——Lineal {S. aureus)
6.9 -
6.8 T H ¥ T 1
0 10 20 30 40 50
concentraciones
Figura 1. Actividad antibacteriana del extracto etanélico de Psidium guajava

L., frente a Staphylococcus aureus.
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9.4 - y =-0.001x? + 0.136x + 6.835

927 | _
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8.8 -

~——S_agalactiae
8.4 - ~—— Polinémica (S. agalactiae)

8.2 A

Mortalidad

7.8

' 35.84
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concentraciones

Figura 2. Actividad antibacteriana del extracto etandlico de Psidium guajava

L., frente a Strepfococcus agalactiae.



V. DISCUSION
5.1. Evaluacion de la actividad antibacteriana

En el presente trabajo se encontraron actividades inhibitorias hasta
el 83% con el extracto de Psidium guajava L., frente a Streptococcus agalactiae
y de 53% para Staphylocéccus aureus (Cuadro 1.), lo cual puede sugerir una
buena fuente de productos potenciales como antibacterianos frente a
microorganismos gram positivas (LUTTERODIT, 1992; ECHEMENDIA Y
MORON, 2004), en tanto que el porcentaje de inhibicion frente a
microorganismos gram negativas no superé el 1%, en ninguna de las
concentraciones. Lo anterior estd de acuerdo con investigaciones donde se
demuestra que los microorganismos gram positivas son mas sensibles que los
gram negativas (LANEZ, 1998; SUSSMANN; MATTOS y RESTREPO, 2002;

GOLD y MOELLERING, 1996).

En el Cuadro 1. Se muestra claramente la inactividad del extracto
etandlico de hojas de guayaba (Psidium guajava L.), frente a E. coli. Esto
puede deberse, en los casos evaluados al tipo de extracto y concentraciéon de
sélidos totales de la hoja de guayaba (Psidium guajava L.) (ECHEMENDIA Y

MORON, 2004: Kause ef al., 1999; Keinanen et al., 1999; Laitenen et al., 2000.
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Citado por VARGAS, 2006), otra de las razones de la inactividad es por
destruccion e inactivacion del antibiético (DAZA, 1998 y LANEZ, 1998),
mutacion en un gen cromosémico y por introduccion de un plasmido R de

resistencia (LANEZ, 1998).
5.2. Valor de disolucion del extracto etandlico de hojas de guayaba

Como se observa en el Cuadro 2. frente a E. coli, no coinciden
nuestros resultados negativos con lo reportado por (RODRIGUEZ; MARTINEZ
y MORON, 1999) que explica que la tintura de hojas de guayaba inhibe al 80%
de las cepas de Escherichia coli. Ademas, se ha comprobado la actividad
antibacteriana de un extracto salino contra Escherichia coli (Napralert. lllinois,
USA, 1990. Citado por MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997), en un
experimento se probdé la tintura de guayaba y manzanilla por via oral,
obteniéndose la recuperacion del 75% contra la E. coli (VINENT y ORTIZ,

2003).

Los resultados observados en el Cuadro 2. Muestran que el
extracto etandlico a una disolucion al 30% presenté una actividad inhibitoria del
53% frente al Staphylococcus aureus, superior a la reportada para el extracto
fluido al 40% (MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997), al eﬁracto de
acetona N-hexano e hidroalcohoélico (Napralert. llinois, USA, 1990. Citado por »

MARTINEZ; MOLINA y BOUCOURT, 1997).
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En cuanto al Strepfococcus agalactiae se presencio una

respuesta inhibitoria del 85% con la concentracion 35.84%, siendo muy
eficiente en el control de este microorganismo muy similar a lo encontrado
en un experimento, donde se evaluo un extracto metanélico de Verbesina
encelioides; hallando buenos resultados frente a gram positivas (TORIBIO et
al., 2005). Ademas, una efectividad del 85% con respecto al control positivo,
nos muestra una buena fuente como producto potencial como

antibacterianos (CEBA, 1998).



VI. CONCLUSION

El extracto etanélico de hojas de Psidium guajava L., evaluado
presenta actividad antibacteriana de 53% respecto al control positivo frente a
las bacterias Sfaphylococcus aureus, y frente a Streptococcus agalactiae tiene
poder antibacteriana de 85% respecto al control positivo y frente a E. coli el

extracto carece de actividad antibacteriana.

El valor de disolucién del extracto etandlico de hojas de Psidium
guajava L., con mayor efecto antibacteriano frente a Staphylococcus aureus fue

al 30% y frente a Streptococcus agalactiae fue al 35.84%.



Vil. RECOMENDACIONES

Continuar la investigacion del efecto del extracto etanélico de hojas
de guayaba (Psidium guajava L.), en el control de los agentes etiologicos de la
mastitis, en el Alto Huallaga, aplicando in vivo, con la mejor disolucion obtenida

que fue el 30%.



Vilil. ABSTRACT

EFFECT OF ETHANOL EXTRACT OF LEAVES OF GUAVA (PSIDIUM
GUAJAVA L.) IN THE CONTROL OF THE ETIOLOGIC AGENT OF

MASTITIS, IN THE ALTO HUALLAGA

The experiment was conducted at the Animal Health Laboratory of
the Faculty of Zootecnia of the National Agrarian of the Forest University , Tingo
Maria, Huanuco department — Peru, with the objective tov evaluate the
effectiveness of antibacterial ethanol extract of guava leaf (Psidium guajava L.)
in the control of the etiologic agents of mastitis in the Upper Huallaga Valley.
We studied the antibacterial activity of ethanol extract in a solution of 10, 20, 30
and 40%. We used strains of microorganisms, including: Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae and .Escherichia coli, using agar diffusion
method. As Negative control was used a solution of 10% ethanol, and as
positive controls were used streptomycin (10 mg / ml) for gram positive and
levofloxacin (4 mg / ml) for gram negative. The results against Staphylococcus
aureus indicate an antibacterial effectiveness of 53% compared to the positive
control with 30% dissolution and against Streptococcus agalactiae was found in

an effective 83% compared to the positive control with 30% dissolution, and an
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absent antibacterial effect against Escherichia coli in all the evaluated

solutions.

Key words: Guava (Psidium guajava), ethanol extract, mastitis, antibacterial
activity, Estrepfococcus agalactiae, Estaphylococcus aureus, Escherichia coll,

bacterial resistance,
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Cuadro 3. Datos obtenidos de Ila medicion del diametro de halos

encontrados en cada tratamiento expresado en mm.

Repeticiones
Microorganismo Diluciones Promedio
X y z

E. coli ) ' 0 0 0 0
*+) 24 22 23

10% 0 0 0 0

20% 0 0 0 0

30% 0 0 0 0

40% 0 0 0 0

S. aureus (;) 0 0 0 0
+) 16 14 15 15

10% 7 7 7 7

20% 7 7 7 7

30% 8 8 8 8

40% 8 8 8 8

S. agalactiae = (-) 0 0 0 0
(+) 10 9 10 9.6

10% 6 6 6 6

20% 7 7 8 7.3

30% 8 8 8 8

40% 7 8 9 8
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Cuadro 4. Datos ajustados con la formula /X +1 para ser procesados en un

disefio completamente al azar.

Repeticiones :
Microorganismo Diluciones ” v . Promedio
E. coli 10% 1.00 1.00 1.00 1.00000000
- 20% 1.00 1.00 1.00 1.00000000
30% 1.00 1.00 1.00 1.00000000
40% 1.00 1.00 1.00 1.00000000
S. aureus 10% 6.93 6.93 6.93 6.93000000
20% 6.93 6.93 6.93 6.93000000
30% 7.35 7.35 7.35 7 .35000000
40% 7.35 7.35 7.35 7 . 35000000
S. agalactiae 10% 8.00 8.00 8.00 8.00000000
20% 8.60 8.60 9.16 8.78666667
30% 9.16 9.16 9.16 9.16000000
40% 8.60 9.16 9.74 9.16666667

Cuadro 5. ANVA de un disefio completamente al azar, de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Psidium guajava L., frente

a staphylococcus aureus (diametro del halo expresado en mm).

F.V G.L | S.C C.M F Pr>F
Valor
Modelo 3 2.69130000 0.89710000 Infin <.0001
Error 8 0.00000000 0.00000000
Total correcto 11 2.69130000

CV=0; R = 1; Nivel de significancia= 0.0001
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Cuadro 6. Comparacion media de cuadrados minimos de  cepas de

- staphylococcus aureus por concentraciones.

i/j 1 2 3 4
1 1.0000 0.0120 0.0120
2 1.0000 0.0120 0.0120
3 0.0120 0.0120 1.0000
4 0.0120 0.0120 1.0000
Conclusion

1 a

2 ab

3 abc

4 abocd

Cuadro7. ANVA de un disefio completamente al azar, de la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de Psidium guajava L., frente

a Streptococcus agalactiae, (diametro del halo expresado en mm).

F.V G.L S.C CM T Pr>F
Valor
A 3 2.69130000 0.89710000 Infin <.0001
ERROR 8 0.00000000 0.00000000
Total correcto 11 2.69130000

CV= 1.354577; R? = 0.999893; Nivel de significancia= 0.0001
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Cuadro 8. Comparacibn media de cuadrados minimos de cepas de

Streptococcus agalactiae por concentraciones.

ilj 1 2 3 4
1 <.0001 <.0001 <.0001
2 <.0001 0.0236 0.021
3 <.0001 0.0236 0.9659
4 <.0001 0.0215 0.9659
Conclusion

1 a

2 b

3 b ¢

4 b ¢ d

Ecuacion 1. Hallando el punto maximo de disolucién que tendra mejor

inhibicién frente a Streptococcus agalactiae (Figura 3).

Y=6.385+ 0.1362X — 0.0019 X2
Y'=0.1362 — 2(0.0019.X)
Y'=0.1362 — 0.0038 X

0.1362 = 0.0038 X
_0.1362

0.0038
X =35.84%




