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Resumen

La acuicultura es una de las actividades productivas con mayor crecimiento a nivel
mundial y sus tendencias a una intensificacidon de la produccién han provocado
enfermedades infecciosas emergentes, siendo las producidas por bacterias del
género Vibrio, las mas problematicas. Estas han sido tratadas con un uso
desmedido de antibidticos. Una alternativa al uso de antibidticos es la
implementacion de productos fitogénicos, por ejemplo los extractos de hoja de arbol
de guayaba (P. guajava), la cual es conocida por sus amplios usos en farmacologia.
En este ensayo se realizaron dos extractos elaborados a partir de hojas de P.
guajava (EHF y EHS), y su potencial antimicrobiano fue probado contra tres
especies de bacterias E. coli, B. cereus y V. alginolyticus, ademas se probo su uso
como desinfectante para rotiferos B. plicatilis y se realizd un analisis fitoquimico de
los mismos. Las tres especies de bacterias demostraron ser sensibles al extracto,
siendo E. coli la menos sensible (6.3 £ 0.6mm de halo de inhibiciéon para EHF) y B.
cereus la mas sensible (12.7 £ 1.5mm de halo de inhibicion para EHF). Por otro
lado, los rotiferos demostraron ser sensibles al extracto a altas concentraciones
(0.25 g/mL) cesando el nado después de 15 min. de exposicion, mientras que a la
misma concentracioén, la carga bacteriana de los mismos disminuy6 hasta 0 UFC/mL
en medios de cultivo especificos y no especificos. El extracto EHF demostro
contener compuestos como saponinas, flavonoides y terpenoides, después de las
pruebas fitoquimicas. El potencial antimicrobiano que poseen los extractos se
atribuye a la presencia de compuestos fitogénicos, mientras que las diferencias
observadas en los resultados se deben a las diferencias de sensibilidad de las
bacterias. Gracias a los resultados obtenidos se reconoce el potencial
antimicrobiano que posee el extracto de hoja de arbol de guayaba en la industria

acuicola.

Palabras clave: Acuicultura, Vibrio, fitogénico, guayaba, extracto,

antimicrobiano.
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1. Introduccion

La acuicultura es una actividad descrita como la produccién de organismos
acuicolas en recintos artificiales creados para su cria intensiva, incluyendo
organismos como peces, crustaceos, moluscos y algas marinas, para el consumo
humano y también con fines biotecnoldgicos. Esta se puede llevar a cabo en
sistemas de agua dulce, agua salobre o marina, y se clasifica segun su tipo de
sistema, aquellos que se realizan directamente en el mar (maricultivos), también los
que se realizan en estructuras terrestres cercanas a un cuerpo de agua y por ultimo
los que se realizan en sistemas de recirculacion donde se controlan recambios de

agua y parametros fisico quimicos (El-Saadony et al., 2022).

La acuicultura, es una actividad holistica, que gracias a sus diversos enfoques y
meétodos de cultivo desde rurales hasta otros mas industrializados, genera distintos
impactos, resultados y afecciones tanto sociales, econémicos, nutricionales vy
ambientales. A pesar de que la acuicultura tiene raices antiguas, es una industria
relativamente nueva, que ha aumentado en los ultimos 40 afos y la cual posee un
inmenso potencial y espacio de crecimiento. Asi, uno de los objetivos que esta
industria ha tenido es el satisfacer las necesidades de alimento de alta calidad con
practicas responsables que influyan en el bienestar humano y la salud ambiental
(Gephart et al., 2020).

Esta industria ha logrado producir un impacto en la sociedad desde tiempos
milenarios, creando no solo una fuente de alimento para la poblacion, sino que,
ademas brinda empleo a cientos de personas pertenecientes a sectores marginados
de la poblacion (El-Saadony et al., 2022). Asi mismo, la acuicultura ha sido en
tiempos modernos, una alternativa para todos aquellos miembros de la comunidad
dedicada a la extraccién pesquera del medio natural que, debido a la decadencia de
los volumenes de captura, se vieron en la necesidad de abandonar su empleo y

buscar otra fuente de ingresos aplicando sus conocimientos.
Esta actividad, es una de las pertenecientes al sector de produccién con mayor

crecimiento y relevancia a nivel mundial. En el afio 2020, se registré que la actividad

acuicola produjo 88 millones de toneladas (el 49 % de la produccion mundial de
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pescados y mariscos en comparacion con la pesca extractiva). Esta produccién se
tradujo en 265 000 millones de USD pertenecientes a la acuicultura. Como se puede
apreciar en Figura 1, la produccion que se comenta ha aumentado con los afios,
desde que se tiene un registro histérico de la produccion pesquera y acuicola,
podemos denotar, que la acuicultura es una actividad econdmica que sigue en

aumento, incluso mas que la extraccion pesquera (FAO, 2022).
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Figura 1.- Produccion mundial de la pesca de captura y la acuicultura (FAO,
2022).

En cuanto al futuro de la produccion mundial de pesca y acuicultura como se plasma
en Figura 2, de manera grafica se representa el crecimiento previsto de ambas
actividades. Asi, se estima que la produccién de pesca por extraccion sea rebasada
por la produccién acuicola, siendo para el 2030 un 47% de la produccion
proveniente de la pesca y el 57% de la produccion provendra de acuicultura. Por
ende, se prevé que la actividad de produccién acuicola siga aumentando y alcance
106 millones de toneladas en 2030, por lo tanto, un incremento global del 22 %, es
decir, alrededor de 19 millones de toneladas mas, en comparacion al 2020 (FAO,
2022).
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Figura 2.- Produccion mundial de la pesca de captura y la acuicultura,
1980-2030 (FAO, 2022).

A pesar del aumento previsto en la produccion acuicola, esta actividad se ve
afectada por factores externos que se convierten en amenazas, estas se relacionan
con los cambios climaticos que se estima continien afectando cada vez con mas
frecuencia, asi como las modificaciones en la normativa de cada pais en materia
acuicola, menor disponibilidad de recursos, enfermedades emergentes, entre otros
(FAO, 2022).

Desde el 2016 hasta la actualidad las practicas acuicolas en respuesta a la
necesidad de produccién que demanda la poblacién a nivel mundial, han modificado
sus sistemas de produccion, teniendo tendencias hacia una produccion mas
intensiva, donde se cultivan organismos en mayores densidades (FAO, 2022). Este
tipo de produccion ha traido consigo una consecuencia importante que representa
una amenaza a la produccion. Se trata del aumento de los brotes de enfermedades
en los organismos en cultivo. Asi, las granjas de produccion son constantemente
afectadas por enfermedades infecciosas, que son causadas por distintos tipos de
patdbgenos, como son virus, hongos, parasitos y bacterias (Varela-Mejias y
Alfaro-Mora, 2018).
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Las infecciones bacterianas producen un sin fin de efectos negativos en los
organismos, como pueden ser lesiones en la piel, abscesos, anemia, cambios en el
comportamiento, deterioro de productividad, entre otras. Ademas, promueve la
mortalidad de los organismos infectados, lo cual se traduce en pérdidas econdmicas
importantes. Una alternativa que se ha empleado para contrarrestar estos efectos,
es el uso de antibidticos. Sin embargo, el uso desmedido y sin regulacidon de estos
farmacos, ha llevado a la aparicién de cepas bacterianas que generan resistencia a
estos antibidticos. Ademas, debido a una mala gestién, se ha logrado detectar la
presencia de residuos de estos farmacos en el medio natural, gracias a estos
efectos, esta actividad se ha convertido en una amenaza contra la salud publica, a

la cual hay que prestar atencion (De-Souza-Gazal et al., 2020).

En respuesta a esta creciente problematica, las empresas acuicolas, han buscado
alternativas al uso de antibidticos. Una de las alternativas terapéuticas que se han
propuesto es el uso de sustancias naturales y de extractos provenientes de plantas,
los cuales se ha demostrado que tienen efectos benéficos para el organismo
huésped y previene el brote de enfermedades. Estos efectos benéficos en los
extractos de plantas, se atribuyen a la presencia de moléculas bioactivas como
alcaloides, flavonoides, terpenoides, entre otros que, ademas de poseer
propiedades antimicrobianas contra bacterias patdégenas, no provocan resistencia
bacteriana (Nafiqoh et al., 2019).

Uno de los objetivos del estudio de productos fitoquimicos, es la busqueda de
nuevos prospectos para la obtencion de nuevos farmacos que sean eficientes. Una
especie de la cual se tiene una amplia linea de investigacion es la hoja de arbol de
guayaba (Psidium guajava) (Omitoyin et al., 2019). Esta planta es abundante en la
mayoria de los paises tropicales y se ha reportado que en sus hojas se encuentran
compuestos bioactivos de importancia, como son aceites esenciales, flavonoides,
saponinas, quercetina, entre muchos otros, los cuales, han reportado tener efectos
positivos como antimicrobianos, ademas de tener otras cualidades sobre los

organismos huéspedes (Novi-Rosmala et al., 2021).

Por esta razén, en el siguiente trabajo de investigacidn, se buscéd implementar

extractos realizados a partir de hojas de arbol de guayaba, con el fin de probar si
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estos poseen una actividad antibacteriana, contra una de las bacterias que mas
afectan a los sistemas acuicolas, que es Vibrio alginolyticus. Ademas, se busco
probar estos extractos como desinfectantes en un cultivo de rotiferos (Brachionus
plicatilis) y poder asi evaluar si estos extractos tienen un potencial uso como

antimicrobiano en acuicultura.
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1.1 Antecedentes

1.1.2 Bacterias en acuacultura

Como es de conocimiento, en todo momento, convivimos con agentes bioldgicos
microscopicos que se encuentran a nuestro alrededor y dentro de nosotros.
Sabemos que existen bacterias que nos afectan directa o indirectamente de manera
negativa, provocando enfermedades; sin embargo, también estan aquellas que
coexisten con nosotros y que brindan un beneficio, como es el caso de bacterias
que nos ayudan a la digestion de alimentos, que forman parte de nuestra microbiota
(Montafio-Arias et al., 2010).

De esta manera, cada ser vivo, ya sea terrestre o acuatico, posee una carga
bacteriana propia, misma que coexiste con las bacterias que se encuentran en el
medio. Propiamente existen distintas especies de bacterias en los sistemas
acuicolas que forman parte de la microbiota natural, estas se pueden encontrar en
los sedimentos, en la columna de agua, y en el propio organismo. Sin embargo,
algunos de estos microorganismos son patdgenos facultativos y pueden llegar a

causar una enfermedad infecciosa (Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018).

Ademas, existen otros factores que pueden afectar la microbiota de un sistema, por
ejemplo en las etapas tempranas del desarrollo en especial de peces, es necesaria
la implementacion de alimento vivo como fuente principal de alimento, siendo el
empleo de rotiferos marinos como B. plicatilis la opcion predilecta. Sin embargo, la
produccion de alimento vivo a gran escala donde se manejan altas densidades y un
exceso de materia organica en el medio, lleva consigo el aumento de la carga
bacteriana propia de los sistemas. Esta carga bacteriana que por lo general se
conforma de bacterias oportunistas, se transfiere a los sistemas de cultivo larval de
peces provocando que aumenten las posibilidades de disminucién de crecimiento y

mortalidad en estas primeras etapas de crecimiento (Stefanakis et al., 2014).
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Debido a esta constante interaccion entre bacterias de distintas especies, es
indispensable que los organismos mantengan una homeostasis, ya que de no ser
asi, puede suscitarse un desequilibrio que propicie la aparicion de una patologia
bacteriana, gracias a bacterias oportunistas, factores predisponentes, o exposicion a
largos periodos de estrés (Alvarez et al., 2017). Esta aparicion de enfermedades,
puede provocar grandes mortalidades, lo cual, se traduce en pérdidas econémicas
importantes si no se cuenta con un buen programa de deteccién y manejo de los

organismos.

Inevitablemente, las enfermedades bacterianas se presentan en todo tipo de
sistema de cultivo en piscicultura, ostricultura o camaronicultura, tanto en especies
de agua dulce como en aquellas de agua de mar. Entre los tipos de bacterias que
destacan en la industria acuicola de manera general, son las bacterias de tipo
Aeromonas y del tipo Myxobacteria, asi como las pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae y aquellas del género Pseudomonas, Streptomyces,
Hemophilus, Nocardia, Mycobacterium, Corynebacterium y Vibrio (Millan y Pérez,
2017). En la piscicultura, los tres principales géneros bacterianos asociados con
cuadros clinicos son Aeromonas, Streptococcus y Vibrio (De-Souza-Gazal et al.,
2020).

Por otro lado, en la industria de la camaronicultura, el efecto de bacterias
infecciosas, no puede ser distinto, ya que en esta industria afectan bacterias del
género  Aeromonas, Photobacterium, Pseudomonas 'y  Flavobacterium
(Sivakamavalli et al., 2021). Sin embargo, él género que se ha reportado afecta en
mayor medida a la camaronicultura es Vibrio, en especial V. parahaemolyticus, V.

harveyi, V. alginolyticus, V. vulnificus, y V. cholerae (El-Saadony et al., 2022).

En el cultivo de moluscos, en especial moluscos bivalvos, también existen bacterias
patdgenas, algunas de las principales especies que afectan son Nocardia
crassostreae, Roseovarius crassostreae y aquellas bacterias del género Vibrio,
como V. coralliilyticus, V. harveyi V. alginolyticus, todas causando graves
patologias. Asi mismo, para distintas especies de abulén (molusco gasterépodo) la
principal bacteria que produce enfermedades es de tipo rickettsia y es llamada

Xenohaliotis californiensis (Travers et al., 2015).
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La acuicultura es una actividad que no se encuentra exenta de amenazas, una de
las mas importantes, son las enfermedades provocadas por bacterias,
convirtiéendose en un factor limitante para el desarrollo de sistemas de cultivo
exitosos. Dentro de las principales enfermedades que afectan a todos los cultivos en
general y como se pudo apreciar anteriormente, se encuentran las vibriosis, esta
enfermedad se produce por diversas especies de vibrios y producen grandes
pérdidas econdmicas para la industria, debido a las mortalidades que provoca
(Rameshkumar et al., 2017).

1.1.2.1 Género Vibrio

Como se ha mencionado anteriormente, una de las bacterias que mas afectan a
todos los cultivos acuicolas en general, son las del género Vibrio, estas son
bacterias Gram negativas no formadoras de esporas. Su estructura es en forma de
bacilos pequefios, delgados, de forma recta o curva. Son mdéviles por flagelos
polares, en Figura 3 se observa la estructura de Vibrio sp., en donde se destaca la

presencia de un flagelo (Arévalo et al., 2003).

Figura 3.- Fotografia de microscopio electréonico de una célula de Vibrio sp.
Técnica de sombreado (15,000 X) (Arévalo et al., 2003)

18



El género Vibrio forma parte de la microbiota marina, con una extensa distribucion y
densidad, en especial en sistemas costeros (Mufioz et al., 2012) y se presenta
comunmente en sistemas de cultivo de algunas especies acuicolas, dentro de las
que destacan los cultivos de camaron. Existe una amplia variedad de especies del
género Vibrio que tienen potencial patdgeno para organismos acuicolas y que a su
vez producen enfermedades graves, algunas de las especies son V. alginolyticus V.
anguillarum, V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. coralliilyticus, V. harveyi, entre

otras (Rosado-Salazar, 2018).

Las bacterias del género Vibrio, son una problematica en el area acuicola en
especial para la camaronicultura, ya que se ha reportado su incidencia como
bacterias oportunistas que afectan mayormente en las etapas tempranas de
larvicultura de camardn, provocando retardo en el crecimiento. Ademas, estas
infecciones, producen mortalidades en la etapa juvenil y de engorda, afectando
particularmente en el hepatopancreas de éstos y causando efectos en su
comportamiento. Ademas, las especies del género Vibrio, han reportado ser el
agente detonante del sindrome de “bolitas blancas”, la enfermedad del camaron
manchado o “brown spot disease”, vibriosis sistémica, entre otras patologias
(Gémez-Gil et al., 2001).

Por otro lado, en una de las especies de moluscos mas cultivadas en todo el mundo,
Crassostrea gigas, también se ha reportado la presencia de episodios de mortalidad
masiva. Gracias a investigaciones recientes se ha asociado a bacterias del género
Vibrio, como causante de estas afecciones, especialmente en organismos de
engorda en épocas de mayor exposicion a temperaturas (25°C). Particularmente la
especie V. alginolyticus, fue reportada como la causante de mortalidad masiva en
China en un cultivo de C. gigas, convirtiéndose en un problema a largo plazo en la

ostricultura de China, mayor productor mundial de ostras (Ben et al., 2021).

En el area de maricultura, V. alginolyticus también se hace presente produciendo
afecciones en variadas especies de peces que se cultivan bajo este sistema. V.
alginolyticus es causante de mortalidades masivas, no solo en sistemas cerrados de

produccion, sino que ademas en sistemas abiertos. En el cultivo de cobia, se han
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registrado brotes de vibriosis que producen un cuadro clinico con signos como
hemorragias, ulceraciones en la piel, coloracion oscura en piel y la acumulacién de

fluido en la cavidad peritoneal (Rameshkumar et al., 2017).

1.1.3.3 V. alginolyticus

V. alginolyticus es una especie que se presenta en la mayor parte de los sistemas
de cultivo acuicola, provocando enfermedades importantes, sin embargo, esta
especie también afecta a seres humanos causando infecciones gastrointestinales y
extraintestinales. En especial se le asocian infecciones sobre todo en tejidos
blandos como conjuntivitis, peritonitis, otitis, infecciones en heridas y quemaduras,

ademas se le ha atribuido como causante de gastroenteritis (Gil-Quintero, 2005).

De manera general, el modo en que los humanos nos contagiamos de estas
infecciones, es por exponernos al medio marino con heridas abiertas o por consumir
productos acuicolas contaminados. Debido a esto, se considera que V. alginolyticus
ademas de ser un agente infeccioso de vital importancia en la industria acuicola,

representa también un riesgo para la salud humana (Gil-Quintero, 2005).

1.1.3 Bacterias de importancia en salud humana

1.1.3.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli), es una bacteria tipo bacilo Gram negativo, la cual se
distribuye principalmente en la microbiota humana, una fotografia de la especie, se
muestra en Figura 4. Esta especie produce enfermedades infecciosas importantes
en humanos, como son del tipo diarreica y entéricas. Principalmente la transmision
de esta bacteria es por medio de alimentos contaminados y por entornos de poca
higiene en general. Al ser un patégeno que causa diarreas, es un importante agente
infeccioso en paises en desarrollo y representa un importante foco de atencion en el

ambito de salud humana (Canata et al., 2016).
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Figura 4.- Fotografia de microscopio electrénico de una célula de E. coli
(44,818 X) (Haney, 2008).

Gracias a su distribucion en el intestino de seres humanos y otros organismos como
el ganado vacuno, porcino y de aves de corral, E. coli es una especie ampliamente
utilizada como indicador de contaminacion fecal en alimentos y muestras
ambientales. Cuando este tipo de contaminacion fecal llega al medio acuatico y
presentdandose las condiciones idéneas, E. coli puede ser identificada en la
microbiota de organismos acuicolas, los cuales a su vez, llegan a afectar al

consumidor final que son los humanos (De-Souza-Gazal et al., 2020).

Entendemos que E. coli se transmite por el contacto de las heces con el agua y los
alimentos, los organismos acuicolas al estar inmersos en el medio acuatico son
susceptibles a esta bacteria. E. coli provoca una enfermedad para los seres
humanos cuando los productos pesqueros contaminados no se preparan de forma
adecuada y son manipulados sin tener en cuenta cuestiones de higiene e inocuidad
(Rodriguez et al., 2014).

1.1.3.2 Bacillus cereus
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La bacteria Bacillus cereus (B. cereus), tiene forma de bacilo y es tipo Gram
positiva, su distribucién es amplia, principalmente en el suelo, agua de mar, agua
dulce, alimentos, etc. En la Figura 5 se aprecia la estructura de este
microorganismo. B. cereus es un importante patégeno oportunista que produce
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), como son bacteriemia, infecciones
del sistema respiratorio y nervioso, meningitis, entre otras. B. cereus tiene un efecto
negativo en la salud humana debido a las toxinas que produce, dichas toxinas llegan
a los humanos principalmente por el consumo de alimentos contaminados
(Cortés-Sanchez et al., 2017).

Figura 5.- Fotografia de microscopio electrénico de barrido de una célula de B.
cereus (20,000 X) (Jiang et al., 2019).

A pesar de que este microorganismo puede ser un patdégeno para los seres
humanos, en el medio ambiente marino B. cereus forma parte de la microbiota de
organismos acuicolas. De este modo, algunas especies del género Bacillus, incluido
B. cereus, se ha implementado como un probidtico para organismos en cultivo. Este
uso como probidtico, por ejemplo en cultivo de camardn, ayuda a estimular la
respuesta inmune y la supervivencia de los organismos, ya que por lo general, estas
bacterias compiten con otros patdégenos por el aprovechamiento de nutrientes y
espacio y algunos pueden producir compuestos antagdnicos para combatir a los

patégenos (EI-Saadony et al., 2022).
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1.1.4 Problematica actual para el control de enfermedades bacterianas en

acuicultura

Actualmente la acuicultura es una de las actividades de produccion primaria que
mas impacto tienen en la produccién de alimentos de consumo humano. Sin
embargo, debido a la creciente necesidad de proteina de origen animal, las
empresas dedicadas a la produccion acuicola han optado por la realizacion de
cultivos hiperintensivos. Este tipo de cultivos provoca que los organismos presenten
niveles de estrés que conduce a la reduccion del crecimiento, inmunosupresion y
susceptibilidad a enfermedades infecciosas, lo que se traduce en importantes

pérdidas economicas para la industria (Omitoyin et al., 2019).

Gracias a la creciente incidencia de enfermedades bacterianas en la industria
acuicola, se ha optado por la implementacion de antibiéticos de amplio espectro
como tratamiento contrarrestante a estas afecciones que presentan los organismos
en cultivo. El uso de antibidticos es generalmente como medida correctiva una vez
que los organismos presentan sintomas de una enfermedad, sin embargo, estos
también son empleados como medida profilactica en organismos asintomaticos.
Algunos de los antibidticos de amplio espectro que mas se emplean en acuicultura
son, la oxitetraciclina, florfenicol, ciprofloxacino, enrofloxacino, entre otros
(Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018).

De este modo, es necesario tener en cuenta los efectos negativos que produce o
puede producir el uso desmedido y sin fundamentos de antibiéticos en acuicultura.
Uno de ellos puede ser el desarrollo de cepas bacterianas resistentes a los
antibidticos, también la bioacumulacion de residuos de farmacos y el impacto de los
antibioticos liberados en el medio ambiente. Todos estos efectos han llevado a
restringir o en algunos casos prohibir el uso de ciertos antibiéticos en el cultivo de
animales destinados a la industria alimenticia, como es el caso de la acuicultura

comercial (Omitoyin et al., 2019).

Debido a estos efectos y las implicaciones en salud humana y salud ambiental, se

han creado regulaciones en cuanto al uso de los antibidticos alrededor del mundo.
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Gracias a la gravedad de los posibles efectos producidos por estos farmacos, la
Organizacion Mundial de la Salud (Por sus siglas OMS) ha desarrollado el Plan de
Accién Mundial sobre Resistencia a los antimicrobianos. A este plan, se sumod la
Union Europea, el Ministerio de Salud y Servicios Sociales noruego, la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (Por sus siglas
en inglés, FDA), entre otros. Ademas, en las regulaciones y normas escritas, se
tiene como un importante objetivo, el uso de nuevas alternativas a los antibiéticos y
el aumento de la investigaciéon para la creacion de nuevos farmacos (Vivanco-Font,
2021).

1.1.4.1 Antibiéticos empleados en acuicultura

El uso de antibiéticos en acuicultura, es una actividad que se encuentra regulada de
manera especifica, para cada uno de los paises donde esta actividad se lleva a
cabo. A pesar de tener restricciones distintas, todos tienen en comun los parametros
que se toman en cuenta para determinar si el uso del antibi6tico en cuestion es
aprobado o no, uno de estos es el nivel de limite maximo de residuos (Por sus siglas
en inglés MRLs), otro punto a tener en cuenta es la resistencia bacteriana que estos
puede producir, asi como la toxicidad de los mismos hacia los organismos
(De-Souza-Gazal et al., 2020).

Las distintas regulaciones que se tienen alrededor del mundo respecto al uso de
antibioticos en acuicultura, ha llevado a determinar qué farmacos se emplean en
cada pais, produciendo diferencias significativas en cada uno de ellos. Por ejemplo,
en la unién europea se emplean antibiéticos como la oxitetraciclina, amoxicilina,
quinolonas de primera generacion, sulfonamidas y florfenicol. Por otro lado, en
paises asiaticos donde las regulaciones son mas laxas, se tienen aprobados
alrededor de 36 antibidticos distintos. A diferencia de los anteriores, en Estados
Unidos, solo se han aprobado cinco antibidticos, entre ellos la oxitetraciclina,
florfenicol y sulfamideracina. Por ultimo y a modo de comparacion en paises como
Brasil, debido a las regulaciones establecidas, solo se pueden emplear el florfenicol

y la oxitetraciclina en acuicultura (De-Souza-Gazal et al., 2020).
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Como se ha mencionado anteriormente, los antibidticos, son extensamente
utilizados en la industria acuicola de manera distinta para cada pais que se tome en
cuenta. Sin embargo, algunos de los mas empleados a nivel mundial son
oxitetraciclina (OTC), florfenicol (FFC), ciprofloxacino (CIPRO) y enrofloxacino
(ENRO) (Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018); cada uno de estos antibiéticos, tiene
caracteristicas especificas, como son su origen de sintesis, el tipo de aplicacion, sus
mecanismos de accion, dosis empleada y tiempo de tratamiento, entre otras
especificaciones. En la Tabla | se describen detalladamente las caracteristicas de

cada uno de los antibiéticos que mas se emplean en acuicultura.

Tabla l.- Caracteristicas de antibiéticos empleados en acuicultura. Modificado
de (Varela-Mejias y Alfaro-Mora, 2018).

Antibiético Origen Tipo de Mecanism Dosis Duracién Resistencia
antibiético o de (mg/kg de terapia bacteriana
accion biomasa) (dias)
Oxitetraciclin | Sintetizad | Amplio Inhibicién 120-240 7-12 Si, por medio de la
a (0OTC) a por | espectro de la expresion de bombas
bacterias sintesis de eflujo, la
del género proteica. inactivacion
Streptomy enzimatica del
ces. antibidtico y la
expresion de
proteinas TET (del
inglés ten-eleven
translocation).
Florfenicol Derivado Bacteriostati | Bloqueo de | 50-80 7-12 Si, gracias a
(FFC) del co de | la mecanismos de eflujo
tiamfenicol | amplio subunidad como mutaciones a
espectro ribosémica nivel ribosémico
50S
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Ciprofloxacin | Pertenece | Amplio Inhibicion 10-15 7-12 Si, produce
o (CIPRO) a la | espectro de la ADN alteraciones en
segunda girasay la enzimas diana.
generacio Topoisomer También alteraciones
n de asa IV en la expresion de las
quinolas porinas
de entrada. La
Enrofloxacino | Es una .
sobreexpresion de
ENRO rodroga
( ) P g genes que codifican
que lleva a ,
proteinas
la
membrana.
formacion
de CIPRO

Este tipo de antibidticos que son permitidos en la acuicultura, son suministrados a
través de su incorporacion en el alimento, ademas de que algunas veces se afnaden
en el agua a modo de bafios y por ultimo, se han utilizado técnicas como
administracion via muscular por medio de inyecciones (De-Souza-Gazal et al.,
2020).

1.1.4.2 Alternativas terapéuticas que se utilizan en acuicultura

Debido a los efectos perjudiciales que produce el uso de antibiéticos, ha provocado
que su uso concierne a la poblacion, ya que puede ser una amenaza a la salud
publica. Asi, el uso de antibidticos en alimentos para organismos en cultivo, ha
intentado ser reemplazado por otras alternativas, algunas de las que se han
probado incluyen probiéticos, péptidos antimicrobianos, acidos organicos, enzimas y

compuestos fitogénicos (Yang et al., 2015).

Una de las principales alternativas por la cual se apuesta es el uso de fitogénicos,
que son productos naturales como aceites esenciales extraidos de hierbas o
plantas. Esto se debe a que gracias a su composicion hay menos probabilidad de
que se desarrollen cepas bacterianas resistentes, al no tratarse de una molécula

aislada sino, una mezcla de compuestos. Ademas de que en cuanto a opiniéon
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publica, el uso de fitogénicos es mayormente aceptado que el uso por ejemplo de
antibioticos comerciales de origen sintético como parte del proceso de produccion

de organismos (Stefanakis et al., 2014).

De este modo, en acuicultura, los extractos de plantas se han implementado para
controlar o reducir infecciones y ademas, reducir las mortalidades cuando se
presentan este tipo de brotes infecciosos. Por ejemplo, en la camaronicultura se han
empleado extractos de ajo para tratar vibriosis, también los extractos de Azadirachta
indica actian como antibidtico para tratar la infeccion bacteriana de Citrobacter
freundii en tilapia (Castro et al., 2008), entre muchos otros. La mayoria de los
extractos de plantas que se han probado actuan como antibiéticos debido a que
fortalecen el sistema inmunolégico de los organismos para prevenir las

enfermedades (Sivakamavalli et al., 2021).

La aplicacién de estas alternativas terapéuticas, puede ser de distintas formas, sin
embargo, una que destaca es implementar los extractos como un ingrediente mas
de los alimentos formulados que se emplean. Por ejemplo, los aceites esenciales de
orégano, se han empleado como parte de los ingredientes en piensos, sin embargo,
también se han usado como agentes terapéuticos contra distintos tipos de parasitos
(Stefanakis et al., 2014).

Sin embargo, el uso de fitogénicos en acuicultura tiene también sus obstaculos,
como son los posibles efectos secundarios en los organismos que se desconozcan,
las barreras en cuanto a normativa y por ultimo, la relacién costo beneficio de su
uso. A pesar de estos inconvenientes, la investigacion de nuevos fitogénicos que
sustituyan antibioticos en las dietas animales es un area de estudio que se ha

impulsado en los ultimos afios (Yang et al., 2015).

1.1.5 Los fitogénicos
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Los fitogénicos son compuestos naturales bioactivos derivados del metabolismo
secundario de numerosas plantas como hierbas, arbustos y especias.
Principalmente, estos compuestos bioactivos se obtienen a partir de la extraccién de
aceites esenciales con distintas partes de plantas, pero existen otras maneras de

obtenerlos (Yang et al., 2015).

Los fitogénicos cumplen un papel importante en el tratamiento de enfermedades asi
como en algunos casos la prevencion de las mismas, en especial para aquellas
enfermedades que afectan a la salud humana. Se sabe que las plantas poseen una
amplia variedad de fitogénicos, algunos de los principales grupos de compuestos
que se conocen son los taninos, terpenoides, alcaloides, flavonoides y glucésidos
(Zuhaira et al., 2018).

En cuanto a sus usos, es de conocimiento que los distintos grupos de fitogénicos
tienen un sin fin de propiedades que han sido descubiertas a través de los anos,
algunas de las mas significativas, son sus propiedades antimicrobianas, antivirales,
antifungicas, antioxidantes, entre otras. Estas propiedades, han hecho que los
fitogénicos sean empleados en la industria farmacéutica (Yang et al., 2015). Existe
una amplia gama de compuestos fitogénicos, algunos de estos compuestos, asi

como su uso, pueden observarse en la Figura 6.
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Figura 6.- Ejemplificacion de la amplia gama de fitogénicos que existen
(DELACON, 2021).

De manera especifica, los fitogénicos como antimicrobianos, son una alternativa que
se ha empleado como medida terapéutica contra infecciones bacterianas. En cuanto
al modo de accién en el caso de los aceites esenciales y sus derivados, la actividad
antimicrobiana se debe a que estos afectan a la pared celular y el citoplasma de las
células bacterianas, modificando la morfologia de los mismos. De manera mas
especifica, los aceites esenciales aumentan la permeabilidad de las membranas

bacterianas provocando la fuga de componentes celulares produciendo la muerte de
las bacterias (Yang et al., 2015).
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1.1.5.1 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de sustancias naturales considerados productos
naturales, estas fueron descubiertas por el Dr- Albert Szent-Gyorgi, este nombro a
este grupo de sustancias como vitamina “P”, mencionando que éstos favorecen la
funciéon de la vitamina “C” ya que mejoran su absorcion y la protegen de la
oxidacion, este gran descubrimiento, lo hizo acreedor del premio Nobel en
Bioquimica (Martinez, 2020).

De manera general, estas sustancias son de origen biosintético y son metabolitos
secundarios vegetales, se presentan en las flores, hojas y frutos de plantas, y estas
son las responsables, entre otros compuestos, de darle el color amarillo, naranja,
rojo, azul y violeta a las plantas (Martinez, 2020). La estructura quimica de estas
moléculas es muy especifica, y esta compuesta por dos anillos bencénicos o
aromaticos que estan unidos por una cadena de tres carbonos, en la Figura 7 se
observa esta estructura general incluyendo la estructura de la quercetina como

ejemplo de un flavonoide.

OH
OH

HO O

OH
OH O

Figura 7.- Estructura basica de los flavonoides (izquierda), estructura de la

quercetina (derecha). Recuperado de (Martinez, 2020).

Este grupo de compuestos es amplio, teniendo alrededor de 9 mil flavonoides
naturales y se clasifican por ende en varios grupos, algunos de ellos son las
flavonas, catequinas, chalconas, flavonoles, entre otros. Los flavonoides en general,

son un grupo de sustancias que son un objeto de investigacion constante en la
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quimica de productos naturales, gracias a las propiedades que estas poseen, las
cuales van desde propiedades antioxidantes, anti cancer, anti diabetes,
antiinflamatorias, contra alzheimer, antibacterianas, entre otras (Martinez, 2020).
Ademas, una de las propiedades mas destacables de los flavonoides, es su
capacidad antimicrobiana, la cual ha sido probada con algunos tipos de bacterias en

ensayos in vitro y se han obtenido resultados alentadores (Zuhaira et al., 2018).

Los usos como antimicrobiano que tienen este tipo de moléculas se debe a sus
distintos mecanismos de accion, los cuales son distintos a los mecanismos de la
mayoria de los farmacos, ademas son amplios y varian segun el tipo de flavonoide.
Una de los principales mecanismos de accion es la perturbacién de la membrana
celular de las bacterias, estas perturbaciones van desde la modificacién de la
estructura de la membrana, su ruptura, el aumento de la permeabilidad, entre otros.
Ademas, otros modos de accion menos conocidos, son la inhibicién la formacion de
biofilm (Disminuciéon de adhesion bacteriana, motilidad y quorum sensing) y la
inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos (Inhibidores de topoisomerasa) (Gorniak
et al., 2019).

1.1.5.2 Terpenoides

Otro de los grandes grupos de compuestos que pertenecen a los productos
naturales, son los conocidos como terpenoides, estos tienen la caracteristica de ser
de bajo peso molecular como es el caso de los monoterpenos y sesquiterpenos, los
cuales se encuentran presentes en los aceites esenciales de plantas y en
fragancias. Estos se encuentran especificamente en las hojas, las raices, en los
frutos, en las flores o en los tallos de las plantas. En cuanto a su estructura, los
monoterpenos y sesquiterpenos, son terpenos de 10 y 15 atomos respectivamente
(Martinez, 2020), en la Figura 8 se observa la estructura quimica de estos, siendo el
mentol, limoneno y geraniol pertenecientes al grupo de monoterpenos. Por otro lado,

el bisaboleno y la ionona representan a los sesquiterpenos.
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Figura 8.- Estructura quimica de los mono y sesquiterpenos naturales.
Recuperado de (Martinez, 2020).

Estos terpenoides, conocidos también como aceites esenciales, tienen un uso
principalmente en la industria cosmética y farmacéutica. Algunos de los usos
farmacéuticos que se les da a este tipo de compuestos son como analgésico,
antiséptico, antibacterial, como tratamiento para hiperglucemias, diurético (Martinez,

2020), antifungico, insecticida, antiviral y antioxidante (Soliman et al., 2016).

A pesar de que el principal uso de estos compuestos sea por sus cualidades
aromaticas en la industria cosmética, se ha reportado que estos también poseen un
importante potencial como agentes inhibidores contra distintas especies de
bacterias (Zuhaira et al., 2018). Asi, gracias a esto, se ha buscado la
implementaciéon de aceites esenciales como posibles remedios alternativos para el
tratamiento de diversas enfermedades infecciosas que perjudican no solo a la salud

humana, sino de otros animales (Soliman et al., 2016).
Todos los compuestos bioactivos derivados de plantas, se encuentran distribuidos

en la naturaleza en distintas especies. La composicion de estos, varia segun el

origen de la planta, el tipo de especie, las condiciones climaticas en las que esta
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crece etc. Estos fitogénicos especificos pueden ademas, encontrarse en diferentes
especies de plantas, por ejemplo el timol, se encuentra en el tomillo y el orégano
(Lacombe, 2021). Y de igual manera existen organismos que poseen una amplia
variedad de compuestos bioactivos, como son la planta del guayabo (Psidium
guajava), la cual es una planta rica en fitogénicos como los flavonoides, terpenoides,

saponinas, entre otros (Afroze y Hossain, 2015).

1.1.6 Psidium guajava

A través de la historia, nuestros antepasados han utilizado lo que la naturaleza les
brinda para satisfacer sus necesidades. Una actividad milenaria que se mantiene
hoy en dia es la medicina tradicional, en esta, se implementan materiales botanicos
como son las plantas y hierbas para tratar enfermedades. Estas plantas medicinales
como se les conoce popularmente, deben sus efectos a sus propios componentes
bioactivos. Una de las plantas medicinales que es mundialmente reconocida por sus
cientos de aplicaciones es la guayaba, desde sus hojas hasta su fruto y raices, se
han empleado en la medicina tradicional, como un antiinflamatorio, antidiarreico y

muchos otros usos farmacologicos (Naseer et al., 2018).

1.1.6.1 Caracteristicas de la especie Psiduim guajava

P. guajava también conocida como guayaba, pertenece a la familia de las
Myrtaceae. Es un arbol perenne de 5 a 10 metros de altura, con un tronco con
textura lisa de color rojizo. Sus hojas tienen una forma eliptica con un promedio de
tres a cinco centimetros de ancho y de 4-12 cm de longitud, presentan un color
verde-grisaceo por el haz y un color verde claro por el envés. Este tipo de hoja
presenta de 12 a 16 nervios laterales que parten de una venacion central
prominente (Rivera-Arce et al., 2003), en la Figura 9 se puede observar la

apariencia de estas hojas con las partes antes mencionadas sefnaladas.
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Figura 9.- Apariencia de una hoja de Psidium guajava (Castro-Murrieta, 2022).

Esta especie es originaria de Mesoamérica, y su distribucion va desde el sur de
México hasta el norte de Sudamérica, sin embargo, hoy en dia se encuentra
ampliamente distribuida en la mayoria de los paises pertenecientes a las regiones
tropicales y de temperaturas calidas del mundo. Algunos de los paises donde mas
es consumida y producida esta planta, son China, Filipinas, India, México, Brasil,

entre otros (Diaz-de-Cerio et al., 2017).

1.1.6.2 Usos y aplicaciones de la hoja de arbol de guayaba Psidium guajava

Desde tiempos ancestrales y hasta hoy en dia, el uso de plantas medicinales ha
estado presente en la medicina tradicional y popular en todo el mundo. Esta practica
representa para algunas secciones de la poblacion, la principal fuente de atencion
sanitaria disponible gracias a su accesibilidad y aceptacion. Asi, alrededor de todo el
mundo, y especialmente en los paises en vias de desarrollo, las plantas
medicinales, como es el caso de las hojas de arbol de guayaba han sido empleadas
para tratar diversas afecciones a la salud. Por lo general las hojas del guayabo son

consumidas en forma de infusién, sin embargo, también son comunes sus usos
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topicos, con la hoja hervida o cruda, segun el uso que se le pretenda dar
(Diaz-de-Cerio et al., 2017).

El uso fitoterapéutico de las hojas de P. guajava, reside en su rica variedad de

componentes benéficos, que poseen potencial antimicrobiano, antifungico,
antioxidante, antihistaminico, etc. Gracias a estos componentes, P. guajava se
emplea ampliamente en la medicina popular para tratar diversas enfermedades,
como pueden ser malaria, gastroenteritis, vomitos, diarrea, disenteria, heridas,
ulceras, dolor de muelas, tos, dolor de garganta, gingivitis entre muchas otras
(Zuhaira et al., 2018). En la Figura 10 se muestra un diagrama resaltando los usos
mas comunes en medicina popular que se le da a las hojas de arbol de guayaba, en

los paises que mas producen esta planta.
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Figura 10.- Usos de P. guajava en la medicina tradicional de los principales

paises productores, modificado de (Diaz-de-Cerio et al., 2017).



Ademas de las afecciones para la que es usada comunmente esta planta, y gracias
a un sin fin de investigacion cientifica, se sabe que P. guajava puede ademas tener
otro tipo de propiedades farmacéuticas. Mediante el uso de ensayos in vitro e in
vivo, se ha confirmado a través de los afios, que los distintos tipos de extractos
elaborados a partir de P. guajava tienen efectos contra enfermedades infecciosas y
parasiticas, asi como enfermedades sanguineas, del sistema inmunoldgico,
endocrinas y metabdlicas, del sistema digestivo y circulatorio, e incluso se ha
reportado informacion sobre las propiedades anticancerigenas que los extractos de

esta planta poseen (Diaz-de-Cerio et al., 2017).

1.1.6.2.1 Uso de P. guajava como antimicrobiano

Una de las principales propiedades que se le atribuyen a los extractos derivados de
las hojas de arbol de guayaba, es su capacidad como antimicrobiano. En funcién a
esto, alrededor de los afos, se han realizado distintas pruebas para poder estimar el
poder antimicrobiano de estos extractos contra distintas especies bacterianas. Uno
de los principales fines por el que se han empleado extractos derivados de esta
especie como potencial antimicrobiano es para combatir bacterias patégenas que
afectan al ser humano tanto del tipo Gram positivas, como Gram negativas
(Diaz-de-Cerio et al., 2017).

Los distintos tipos de extractos elaborados a partir de P. guajava como son,
extractos acuosos, extractos metandlicos, extractos de tipo aceites esenciales, entre
otros, han sido probados contra especies de bacterias que son conocidas por su
resistencia a antibioticos, como es el caso de algunas cepas de Staphylococcus
aureus, E. coli, Paeruginosa, Shigella sp., entre otras (Diaz-de-Cerio et al., 2017). El
resultado de estas numerosas pruebas in vitro realizadas por distintos autores, se
encuentra resumido en la Tabla Il, donde se aprecia informacion pertinente a las

metodologias realizadas y sus resultados mas significativos.

Tabla Il.- Recopilacion de pruebas in vitro contra agentes infecciosos
(Modificado de Diaz-de-Cerio et al., 2017).
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Origen Método Bacteria Ensayo Principales Referencia
extracciéon empleada resultados
Arabia Decoccion | Cepas de Ensayo de Zona de (Milyani'y
saudita Staphylococcus difusién en inhibicion < 20 Ashy, 2012)
aureus pozo de agar mm (200 pL)
India Maceracion | V. Ensayo de Zona de (Chanu et al.,
en H,O parahaemolyticus | difusion en inhibicién < 21 2011)
pozo de agar mm (20 mg/mL)
Nigeria Maceracion | S. aureus Ensayo de Zona de (Chah et al.,
en MeOH E. coli difusién en inhibicion <18 2006)
Shigella sp. pozo de agar mm (20 mg/mL)
Bangladesh | Maceracion | V. cholerae Ensayo de CMI= 1250 (Rahim et al.,
en H,O difusién en Mg/mL 2010)
pozo de agar
Indonesia Maceracioén | E. coli Método de Zona inhibiciéon < | (Mailoa et al.,
en P. aureginosa difusion de 15 mm. 2014)
EtOH:H,O | S. aureus disco de papel
(30%)

Los resultados de estas pruebas han sido alentadores, ya que se ha observado que

los distintos extractos tienen un efecto inhibitorio con las bacterias que se han

probado. Al analizar algunos de los estudios que se han llevado a cabo para P.

guajava, de manera particular, se ha demostrado que las bacterias que son de tipo

gram-positivo son mas susceptibles a los extractos, ya que presentan una mayor

zona de inhibicion, asi como una menor concentracion minima inhibitoria, que

aquellas de tipo Gram negativa (Diaz-de-Cerio et al., 2017).

37




1.1.6.3 Compuestos reportados de las hojas de arbol de guayaba

En los ultimos afios, y gracias al creciente interés en el area de los productos
naturales, se ha exhortado el estudio de los componentes que poseen distintas
plantas con uso potencial como fitogénico. De este modo, los extractos elaborados a
partir de la hoja de arbol de guayaba, han sido analizados para conocer su
composicién quimica, gracias a sus variadas propiedades y a los efectos benéficos

que posee esta planta (Diaz-de-Cerio et al., 2017).

De manera general, las hojas de arbol de guayaba, poseen una composicion
proximal, donde los carbohidratos representan mas del 80% de la hoja, mientras
que en cuanto a proteinas, grasas, Yy fibra, este porcentaje disminuye (Okunrobo et

al., 2010), se puede observar en Tabla lll, un analisis proximal de las hojas de arbol

de guayaba.
Tabla lll.- Analisis proximal de polvo de hojas de P. guajava (Modificado de
Okunrobo et al., 2010).
Variable Contenido (g)
Cenizas 2.80+0.80
Proteinas 2.80+0.60
Fibra 2.70+0.40
Grasa 1.80+0.30
Carbohidratos 88.90+0.70

Por otro lado, los extractos realizados a partir de hoja de P. guajava, presentan una
amplia variedad de compuestos producto del metabolismo secundario. Estos
compuestos conocidos como productos naturales, son utilizados ampliamente en la
industria farmacéutica, cosmética y biotecnolégica, ya que presentan una importante
bioactividad, como antiinflamatorios, antibacterianos, antivirales, etc. Algunos de los

productos naturales que se encuentran en estos extractos, especialmente aquellos
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de tipo acuosos y metandlicos son alcaloides, flavonoides, saponinas, entre otros
(Afroze y Hossain, 2015).

Este tipo de compuestos que se mencionan, se pueden encontrar en distintos tipos
de extractos realizados a partir de la hoja de arbol de guayaba, sin embargo, su
presencia o proporcion dependera del tipo de metodologia que se lleve a cabo para
su extraccién. Por ejemplo, uno de los principales métodos empleados para P.
guajava, es la extraccion de aceites esenciales. Este tipo de extracto tiene una
mayor proporcidon de compuestos tipo terpenoides, como el limoneno, 8-cineol,
B-cariofileno y a-pineno, los cuales poseen una importante bioactividad, por ejemplo,

como antimicrobianos (Soliman et al., 2016).

Por otro lado, cuando se habla de extractos de tipo infusiones con el empleo de
distintos solventes, se ha reportado la presencia de otro tipo de compuestos
conocidos como flavonoides, de los cuales destacan el morin-3-O-lixdsido,
morin-3-O-arabindsido, quercetina-3-O-arabindsido y quercetina (la estructura de
esta Ultima, se puede observar plasmada en la Figura 7). Estos flavonoides
encontrados en los extractos de hoja de arbol de guayaba, son conocidos por
poseer una actividad antimicrobiana importante, tanto para bacterias de tipo Gram
positivas, como para aquellas Gram negativas (Rattanachaikunsopon vy
Phumkhachorn, 2010).
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1.2 Justificacion

Debido a los efectos negativos que se producen actualmente por el uso desmedido
de antibioticos en la industria acuicola, es necesario buscar alternativas terapéuticas
y profilacticas que ayuden a combatir a las bacterias que generan infecciones, en
especial Vibrio alginolyticus, la cual se sabe que afecta a la mayoria de las especies

que se cultivan en acuicultura y produce afecciones graves.

Una de las principales lineas de investigacidn que proponen alternativas al uso de
estos farmacos es la industria del desarrollo de fitogénicos que funcionen como
antimicrobianos para la industria acuicola. Para proponer un nuevo fitogénico, se
toman en cuenta especies de las cuales se tenga conocimiento e informacion de las
propiedades que poseen. En este caso P. guajava fue elegida como potencial fuente
de moléculas bioactivas que se puedan implementar como antimicrobiano, gracias a

la informacién recopilada de los usos y propiedades de esta planta.

En respuesta a esta demanda de nuevos compuestos y teniendo en cuenta la
informacion presente de P. guajava es que se realiz6 esta investigacion, en principio
con el fin de realizar distintos extractos a partir de hojas de guayaba, para luego
probar su potencial como antimicrobiano contra tres distintos tipos de bacterias, E.
coli, B. cereus y V. alginolyticus. Como se ha mencionado anteriormente, E. coliy B.
cereus, representan un importante patégeno para la salud humana, mientras que la
intencidn de probar estos extractos contra V. alginolyticus es porque esta especie

afecta en gran medida a la acuicultura.
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2. Hipotesis

Los extractos realizados a partir de la hoja de arbol de guayaba (P. guajava)
presentaran un efecto antimicrobiano contra distintos tipos de bacterias.

El efecto antimicrobiano del extracto de las hojas de guayaba dependera del
tipo de metodologia que se emplee.

El poder antimicrobiano de los extractos realizados sera distinto ante cada
especie de bacteria empleada.

Los extractos de hoja de arbol de guayaba realizados, disminuiran el

crecimiento de las bacterias presentes en el cultivo de rotiferos (B. plicatilis).
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3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Evaluar la actividad antimicrobiana de distintos extractos de hoja de arbol de

guayaba contra bacterias patdgenas y su aplicacion en cultivos de rotiferos.

3.2 Objetivos especificos

Realizar extractos acuosos de hoja de arbol de guayaba mediante diferentes
metodologias de extraccion, empleando el material biolégico humedo y seco.
Determinar el tipo de compuestos presentes en los extractos mediante
pruebas fitoquimicas para saponinas, flavonoides y terpenoides.

Determinar la actividad antimicrobiana de los extractos e identificar el extracto
con mayor actividad antimicrobiana con el método de difusion en disco contra
las bacterias B. cereus, V. alginolyticus 'y E. coli.

Establecer la CMI de los extractos que tengan un mejor desempeno en las
pruebas de antibiograma.

Probar la actividad biologica del mejor extracto mediante un ensayo
evaluacion de sobrevivencia de rotiferos al exponerlos al extracto.

Evaluar la actividad biologica del mejor extracto mediante un ensayo de
disminucién de carga bacteriana en rotiferos por tiempos de exposicién al

extracto.
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4. Metodologia

4.1 Material biolégico

4.1.1 Recoleccion de muestras

La recolecciéon de material biolégico (hojas de P. guajava) se llevé a cabo en el
municipio de Ensenada, Baja California. La colecta fue tomada de un arbol de
guayaba identificado como sano y joven. Las hojas se recolectaron en fresco y se
seleccionaron teniendo en cuenta que no presentaran dafos mecanicos o

biolégicos, obteniendo aproximadamente 500 gramos de hojas.

Una vez realizado el proceso, se procedio a separar las hojas de los tallos y ramas
adheridas a estas, se realizaron cuatro lavados utilizando agua corriente,
frotandolas unas con otras para eliminar la mayor parte de la suciedad y polvo. Una
vez enjuagadas y escurridas, se realizé una segunda seleccion, donde se tomaron
las hojas mas grandes y brillantes que no presentaron sefales de dafios bioldgicos

u oxidacion.

Después de la segunda seleccion, las hojas fueron desinfectadas con etanol de 70°
utilizando un algodon humedo para frotar las hojas y eliminar asi el polvo y
desechos adheridos a las hojas. Después de este paso, se secaron al aire para
evaporar los residuos de etanol durante 30 minutos. Una vez secas y desinfectadas
las hojas se pesaron con ayuda de una balanza y se separaron en tres bolsas tipo
ziploc. Estas bolsas se etiquetaron con el peso, asi como su fecha de colecta y se

mantuvieron en un congelador a -4°C hasta su posterior uso.

4.1.2 Procesamiento del material biolégico

Una vez recolectadas las hojas de guayaba, se tomé una parte de estas (250 g) y se
sometieron a un proceso de secado por medio de liofilizacidon. Para liofilizarlas, se
utilizé un liofilizador marca LABCONCO, modelo FreeZone 2.5 el cual se mantuvo a
0.370 mBar de presién y a una temperatura de -104 ° C. Las muestras se

mantuvieron bajo estas condiciones por 24 horas o hasta tener sequedad absoluta.
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Después de liofilizarlas, una parte del material biolégico fue procesado y pulverizado
(64 g), para hacerlo se utilizé una procesadora de alimentos. La muestra pulverizada
se peso y coloco en bolsas ziploc y fue almacenada en oscuridad para su posterior

uso.

Por otro lado, una parte del material biolégico se mantuvo preservado en
congelacion, de manera fresca, ya que estos se utilizaron posteriormente para los

procesos de extraccion que implican el uso de hojas frescas o humedas.

4.2 Preparacién de extractos

4.2.1 Extraccion acuosa caliente de hoja seca (EHS)

Para llevar a cabo esta extraccion se siguid la metodologia propuesta por Zuhaira y
colaboradores (2018). Se tomé un total de 20 g de polvo de hojas secas, estas se
disolvieron en 100 mL de agua destilada caliente (70°C) en un matraz conico de 250
ml y se llevaron a ebullicion (100°C), manteniendo esta temperatura durante 30
minutos y con agitacion constante (100 RPM). Seguido, la solucion resultante se

resguardo en refrigeracion y oscuridad durante 24 horas.

Después de estar en refrigeracion, la muestra pasé por un proceso de filtracidon
utilizando papel de filtro Whatman n. ° 1 estéril, con ayuda de un matraz Kitazato de
250 mL y una bomba de vacio. La solucion resultante se colocé en una serie de

tubos corning, estos se llevaron a congelacion.

Luego, al extracto resultante congelado se le elimind la parte acuosa mediante el
uso de liofilizador. Este proceso de secado del extracto se llevd a cabo mediante
liofilizacién durante 24 horas (Ver seccién 4.1.2). El extracto seco en forma de polvo
obtenido del proceso de liofilizacion se mantuvo en un tubo de centrifuga para su
posterior uso. En la Figura 11 se aprecia un diagrama donde se ilustran los pasos a

realizar para elaborar esta extraccion.
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Figura 11.- Diagrama de flujo de la elaboracion de extractos acuosos de hoja

seca.

4.2.2. Extracciéon acuosa caliente de hoja fresca (EHF)

Con el fin de comparar las diferencias entre los efectos de la hoja seca en polvo y la
hoja fresca, se realiz6 una modificaciéon a la metodologia propuesta por Zuhaira y
colaboradores (2018). Para llevar a cabo esta extraccion, se pesé un total de 30 g
de hojas frescas, luego estas se cortaron en tiras delgadas con ayuda de tijeras. Las
tiras fueron colocadas en 200 mL de agua destilada caliente (70°C) en un matraz
conico de 500 mL y se llevaron a ebullicion (100°C) durante 30 minutos. Una vez
terminado el proceso de infusion, la solucion resultante se mantuvo en refrigeracion

y en oscuridad durante 24 horas.

Después de estar en refrigeracion, la muestra pasé por un proceso de filtracién por
decantacion para eliminar los sélidos utilizando papel de filtro Whatman n. ° 1 estéril
y un embudo. Luego, el resultado se colocd en diversos tubos de centrifuga y se

llevd a congelacion.
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Luego, al extracto resultante congelado se le elimind la fase acuosa mediante el uso
de liofilizador (Ver seccion 4.1.2). El extracto seco en forma de polvo obtenido del
proceso de liofilizacion se mantuvo en un tubo de centrifuga para su posterior uso.
En la Figura 12 se aprecia un diagrama donde se ilustran los pasos a realizar para

elaborar esta extraccion.
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Figura 12 .- Diagrama de flujo de la elaboracién de extractos acuosos de hoja

fresca.

4.3. Pruebas biolégicas in vitro de actividad antimicrobiana de extractos

4.3.1. Prueba método de difusion en placa con sensidiscos

Para llevar a cabo la evaluacion de la actividad bioldégica como antimicrobiano que
presentan los extractos realizados (EHF y EHS), se emple6 el método de difusién en
placa con sensidisco también conocido como antibiograma. Para la realizacién del
ensayo, se emplearon placas con medio de cultivo Mueller-Hinton (MHA) sdlido.
Estas placas fueron realizadas con anterioridad a una razén de 38 g de medio de

cultivo en polvo por un litro de agua destilada. En el caso de los medios de cultivo
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empleados para V. alginolyticus se afiadi® NaCl a razéon de 2 g por mililitro de

medio.

Por otra parte, las cepas de bacterias que se emplearon para el ensayo fueron E.
coli, B. cereus (ambas obtenidas de la coleccién perteneciente al Centro de
Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada) y V. alginolyticus
(Aislada por Mata-Torres, 2022) . Estas cepas se llevaron a una concentracién de
1x108 UFC/mL lo que equivale a 0.5 en la escala de McFarland para ser utilizadas
en el ensayo. Para llevar a cabo el ajuste de concentracion se emplearon métodos

de dilucidn, midiendo la concentracion con ayuda de un turbidimetro.

Una vez ajustada la concentracion del cultivo bacteriano se inocularon las placas de
medio de cultivo MHA con la bacteria correspondiente, para hacer esto se tomé un
hisopo estéril, se introdujo en el cultivo bacteriano y se esparcio por toda la placa.
Después de realizado el proceso de inoculacién se colocaron tres sensidiscos
alrededor de cada una de las placas inoculadas utilizando una pinza estéril. Todo lo
anterior descrito se llevd a cabo en condiciones asépticas bajo un mechero bunsen

y respetando una distancia de asepsia de 15 cm.

Después de colocar los sensidiscos en las placas, se anadieron los distintos
extractos realizados a probar. Para poder agregar los extractos cada uno de ellos se
disolvieron en agua destilada a una razon de 1:1, disolviendo 0.5 g del extracto en
polvo en 500 uL de agua destilada. Una vez hecha la dilucion se colocaron 10 uL del
extracto sobre los sensidiscos utilizando una pipeta automatica. La adicion de los
extractos a los sensidiscos se llevd a cabo en condiciones asépticas bajo un

mechero bunsen y respetando una distancia de asepsia de 15 cm.

De igual manera, a modo de control negativo se realizé el ensayo aplicando los
sensidiscos sobre las placas inoculadas sin agregar ningun extracto o solvente
sobre este. Por otro lado, como control positivo se empled enrofloxacina al 10%,
este se aplicd sobre los sensidiscos colocados en las placas inoculadas con las

diferentes bacterias.

Después de anadir los extractos, las placas se mantuvieron en incubacion a 32°C

por 24 horas. Pasadas las 24 horas se evaluaron los resultados del ensayo, para
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hacerlo, se midieron los halos de inhibiciéon (diametro en mm) que presentaron los
extractos probados utilizando una regla y con la ayuda de un contador de colonias
de mesa. En la Figura 13 se puede apreciar un diagrama donde se ilustran los

pasos a realizar para llevar a cabo la prueba de actividad bioldgica.

Preparacion medios de cultivo

)

|

Inéculo bacteriano
\\

\
.

=
|

Colocar sensidiscos y extracto

Incubar 24 horas y medir halos
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Figura 13.- Diagrama de la elaboraciéon de prueba de actividad biolégica

métodos de difusion en disco.

4.3.2. Ensayo concentracién minima inhibitoria

Para realizar el ensayo se empled medio de cultivo Mueller Hinton liquido. Los
medios bacterianos utilizados se llevaron a una concentracion de 1x10® UFC/mL lo
que equivale a 0.5 en la escala de McFarland, para lograrlo se tom6 una cantidad
del cultivo bacteriano stock y se le anadieron 10 mL del medio de cultivo Mueller
Hinton liquido. Una vez hecho esto se prepararon los extractos de hoja seca y hoja
humeda llevandolos a una concentracién 1:1 con 0.5 g del extracto en 500 uL de

agua destilada.
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Por otro lado, se prepararon un conjunto de siete tubos para realizar el proceso de
dilucién seriada. A cada uno de los tubos se les afiadié 500 uL de medio de cultivo
liquido Mueller Hinton. Luego se llevd a cabo las diluciones afiadiendo en el primer
tubo 500 uL del extracto EHF a concentracién 1:1, luego se homogeneiz6 y se
transfirio de éste, 500 uL al siguiente tubo, asi sucesivamente hasta tener siete

diluciones distintas. EI mismo procedimiento se realiz6 para el extracto EHS.

A partir de este punto, se observd que las distintas diluciones presentaron
coloraciones marrones fuertes a simple vista. Debido a la pigmentacion de los
extractos, no fue posible evaluar el crecimiento bacteriano en las diluciones por
medio de la turbidez como se realiza comunmente utilizando un turbidimetro. De

este modo, se optd por realizar una adaptacion a la metodologia.

La evaluacion de los resultados se llevé a cabo sembrando las distintas diluciones
en una placa a modo de antibiograma, sembrando la placa con la bacteria
correspondiente y aplicando las diluciones en sensidiscos por triplicado. De este
modo el halo de inhibicidon que formaron correspondié al valor a considerar para
determinar la CMI. Siendo considerada la concentracion donde se comenzaron a
presentar halos de inhibicion como la CMI. En la Figura 14 se puede apreciar un
diagrama donde se ilustran los pasos realizados para llevar a cabo la prueba de

concentracidon minima inhibitoria.
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\

Inoculo bacteriano

Colocar sensidiscos y diluciones del extracto

Incubar 24 horas y medir halos
de inhibicién

Figura 14.- Diagrama de la elaboracion de prueba de concentraciéon minima

inhibitoria.

4.4. Pruebas bioldgicas en rotiferos (B. plicatilis)

4.4.1. Ensayo evaluacion de sobrevivencia a exposicion del extracto.

En este ensayo se emplearon rotiferos (B. plicatilis) proporcionados por la UBP
(Unidad Biotecnolégica de Peces) de la UABC. En principio se tom6 una alicuota de
200 mL del cultivo de rotiferos, estos se enjuagaron con agua de mar y se
concentraron en 10 mL de agua de mar. Una vez concentrados, se estimo la

concentracion de organismos por mL, con ayuda de un microscopio estereoscopico.

Después de saber la concentracion de rotiferos se realizaron diluciones seriadas

para realizar el ensayo. Para esto se tomaron 8 tubos con 500 uL de agua de mar
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cada uno, en el primero se anadié 500 uL del extracto de hoja fresca a una
concentracion 1:1 y se homogeneizé. Después tomando 500 uL de la primera
dilucién se llevaron a cabo las 8 diluciones seriadas correspondientes. Después de
tener las diluciones se afiadieron 500 uL del cultivo de rotiferos en cada uno de los

tubos.

La evaluacion de la sobrevivencia de los rotiferos se observd en las primeras tres
diluciones cada 5 minutos de exposicion al extracto y para las diluciones posteriores
cada 30 minutos de exposicion al extracto, durante tres horas. Para hacerlo, los
organismos se observaron bajo microscopio estereoscopico y se registraron los
efectos que el extracto provocé sobre ellos. De igual manera, a modo cualitativo se
describid la sobrevivencia de los mismos, asi como el comportamiento de su nado,
el conteo de los organismos en su totalidad no fue posible debido a que el extracto
presenta una pigmentacion fuerte que hizo imposible observar a todos los
individuos. En la Figura 15 se puede apreciar un diagrama donde se ilustran los

pasos a realizar para llevar a cabo el ensayo de dosis letal 50% en rotiferos.

Preparacion diluciones seriadas

l

« 500 uL agua de | I [ ‘
mar L
+ 500 ulL extracto U ®

concentracion

1:1.
Tomar muestras por tiempos

l

Evaluar sobrevivencia

Figura 15.- Diagrama de la elaboracion de ensayo evaluacién de sobrevivencia

a exposicion del extracto.
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4.4.2. Ensayo sobre la disminucion de carga bacteriana por tiempo de

exposicion al extracto

Para llevar a cabo este ensayo se realizé primeramente una estimacién de la carga
bacteriana del cultivo de rotiferos provenientes del ensayo LD50%. Para hacerlo se
tomd una alicuota del cultivo de rotiferos, la cual, pasé por una serie de diluciones
para lograr tener una mejor visualizacion de las unidades formadoras de colonias
(UFC) provenientes del cultivo de rotiferos. Una vez diluida el agua de medio de
cultivo de rotiferos, se sembro en placas con un medio de cultivo no especifico TSA,
y en placas con dos medios cultivo especifico Vibrio Chrome (V.C) y TCBS. Este

proceso se llevo a cabo por triplicado.

Una vez determinada la dilucion requerida para poder contabilizar las colonias, se
realizé el disefio experimental. Para hacerlo se tomé una alicuota de rotiferos y se le
colocd el extracto de hoja fresca de arbol de guayaba a dos distintas
concentraciones y un control negativo, una de las concentraciones fue a una razén
de 0.25 g de extracto por 1 mL de agua destilada, la otra concentracién fue a una

razon de 0.2 g de extracto por 1 mL de agua destilada.

El ensayo de exposicion se realiz6 tomando una alicuota de 2 mL del cultivo de
rotiferos, esta se colocd en un frasco de vidrio estéril y se le afadieron 2 mL de los
extractos a las distintas concentraciones. Para el caso del control negativo, se
afnadieron 2 mL de agua destilada en lugar del extracto. Este proceso fue realizado

por triplicado.

Una vez colocadas las distintas concentraciones del extracto y de la muestra control
se tomaron muestras de los rotiferos cada media hora y se diluyeron a la dilucion
establecida anteriormente, para cada medio de cultivo. Luego estas alicuotas se
sembraron en los distintos medios de cultivo, TSA, TCBS y V.C. El mismo

procedimiento se realiz6 cada media hora durante tres horas.
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Una vez terminada la siembra de los ensayos se mantuvieron en incubacion a 32°C
por 24 horas. Pasado el tiempo de incubacidn se registrod si existio una disminucion
de la carga bacteriana en los rotiferos, debido a los distintos tiempos de exposicion
y concentraciones del extracto EHF. En la Figura 16 se puede apreciar un diagrama
donde se ilustran los pasos a realizar para llevar a cabo la prueba de disminucion de

carga bacteriana en rotiferos por tiempo de exposicion al extracto.

Preparacion réplicas

* 500 uL rotiferos J
* 500 uL extracto

distintas @

concentraciones. I
Hﬂﬁ

L

Siembra

+ Cada 30 min,
sembrar las
réplicas por 3 hrs

* Medios TSA,
TCBSy V.C.

* Evaluar
disminucion de
carga a través
del tiempo. ==

Figura 16.- Diagrama de la elaboracién de prueba de disminucion de carga

bacteriana en rotiferos por tiempo de exposicion al extracto

4.5. Pruebas fitoquimicas

4.5.1. Preparacion de muestras
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Para poder llevar a cabo las pruebas fitoquimicas era necesario que el extracto
analizado (EHF) se encontrase disuelto en agua destilada en diferente proporcion
para cada tipo de prueba. En el caso de la prueba para saponinas, se tomaron 3 mg
del extracto en polvo y se disolvieron en 3 mL de agua destilada. Para las pruebas
de terpenoides y flavonoides se pes6 1 mg del extracto EHF y se disolvié en 1 mL

de agua destilada.

4.5.2. Prueba para saponinas

Para llevar a cabo la prueba de saponinas se tomaron 3 mL del extracto
previamente disuelto en agua destilada y se coloco en un tubo de ensayo con tapén
por separado. Paso seguido se procedié a agitar vigorosamente de arriba abajo el
tubo de ensayo. Al final se observd la apariencia de las muestras, teniendo en
cuenta que la formacién de una espuma estable es indicativo de la presencia de

saponinas.

4.5.3. Prueba para terpenoides (Salkowski test)

Para la realizacion de esta prueba se coloco en un tubo de ensayo 1 mL del extracto
previamente disuelto y se le afadié 2 mL de cloroformo. Después se afiadieron 2
mL de acido sulfurico concentrado teniendo en cuenta los cuidados necesarios para
el manejo de este compuesto. Al final se observd la apariencia de la reaccion,
teniendo en cuenta que una coloracidbn marrén-rojiza en la interfase indica la

presencia de terpenoides.

4.5.4. Prueba para flavonoides (Shinoda test)

Esta prueba para identificar flavonoides se llevd a cabo colocando en un tubo de
ensayo, 1 mL del extracto disuelto previamente y se anadieron fragmentos de cinta
de magnesio. Una vez hecho esto se anadido acido clorhidrico concentrado por

goteo. Mientras se afadia el acido se observd la reaccion resultante, teniendo en

54



cuenta que una coloracion naranja, roja, rosa o0 morada indica la presencia de
flavonoides. En la Figura 17 se observa un diagrama que ilustra los pasos a seguir

para llevar a cabo las distintas pruebas fitoquimicas realizadas.

-Extr
-Extracto Extracto
-H-,0 -H20 -Extracto
2 \ -Clorofomo -H20 A
-Acido sulfarico -Cinta magnesio
Formacion espuma Interfase marron-rojiza _Coloracion narania, roja, rosa o morada

Figura 17.- Diagrama de la elaboracion de pruebas fitoquimicas para

saponinas, terpenoides y flavonoides.

4.6. Analisis estadistico

La evaluacion de la normalidad de los datos se determiné con la prueba de
Kolmogorov-Smirnov y para la evaluacion de la homocedasticidad de los datos se

aplicé el test de Levene, los cuales se realizaron con el programa STATISTICA.

El efecto antimicrobiano de los extractos contra las bacterias propuestas, resultado
de la prueba de antibiograma (Halos de inhibicion) fue evaluado con una prueba de
ANOVA de doble via, considerando como primera variable independiente el tipo de
material biolégico (Hoja fresca u hoja seca), la segunda variable independiente es el
tipo de bacteria a probar (V. alginolyticus, B. cereus y E. coli), asi la variable
dependiente fue el diametro del halo de inhibicion que se formé. Cuando se
registraron diferencias significativas se llevé a cabo una prueba a posteriori de tipo

Tukey con un nivel de significancia de a=0.05.
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5. Resultados

5.1 Efecto antibacteriano de extractos

5.1.1 Método de difusion en disco

Como resultado de realizar las pruebas del posible efecto antibacteriano que poseen
los distintos extractos realizados de hoja de arbol de guayaba, se presenta en Tabla
IV los halos de inhibicion que produjo el extracto de hoja fresca (EHF), el extracto de
hoja seca (EHS) al ser probada a una concentracion de 1:1 (0.5 g del extracto en
polvo en 500 uL de agua destilada), asi como el control positivo utilizando

Enrofloxacina (Enrokarizoo) al 10% contra B. cereus, V. alginolyticus y E. coli.

Tabla IV.- Efecto antibacteriano de los extractos de hoja seca y hoja fresca.
(Anova de 2 vias, n=3, prueba a posteriori de Tukey, a=0.05, letras mayusculas
indican diferencias por efecto del tipo de extracto A>B en tanto que letras
minusculas indican diferencias por efecto de la especie de bacteria donde
a>b).

Halo de inhibicion formado (mm)
Tipo de extracto
B. cereus V. alginolyticus E. coli
(Gram +) (Gram -) (Gram -)
Extracto hoja 12.7 £ 1.5Aa 12.3 + 1.5Aa 6.3 £ 0.6Ab
fresca (EHF)
Extracto hoja seca 12.0 £ 1.0Aa 9.7 + 0.6Aa 7.7 £ 0.6Ab
(EHS)
Enrokarizoo 10% 47.0 35.0 40.0

Al analizar los resultados se observa que no existe diferencia significativa (P=0.204,
F=1.8) entre el tipo de extracto realizado, es decir entre el empleo de la hoja fresca y
la hoja seca para la realizacidon de los extractos. Sin embargo, al analizar los
resultados se detectd que existen diferencias significativas (P= 0.000004, F=41.6)

entre las diferentes especies de bacterias. Asi, sabemos que la especie menos
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susceptible a ambos tipos de extractos fue E. coli (Ab), mientras que las bacterias
B. cereus y V. alginolyticus son mas susceptibles a ambos tipos de extractos (Aa),
como se aprecia en la Tabla IV por las diferencias entre los promedios de halos de
inhibicion que se presentan en los distintos tipos de especies para ambos extractos
probados. Esta observacion fue comprobada con una prueba estadistica de ANOVA
de doble via, en la seccion de Anexo | se puede observar la tabla resultante de esta

prueba estadistica.

Por otro lado, se aprecia también que existen diferencias significativas (P=0.021,
F=5.4) entre las interacciones de los tipos de extractos y las bacterias contra las que
se probaron dichos extractos. Asi, podemos decir que la interaccion entre B. cereus
y el extracto EHF son distintos del resto de las interacciones, sugiriendo que esta
especie fue la mas susceptible a los extractos probados. De igual manera la
interaccion entre E. coli y ambos extractos EHF y EHS son diferentes al resto de las
interacciones, confirmando asi que esta especie fue la menos susceptible a los
extractos probados. Estos supuestos se afirmaron con la prueba estadistica a
posteriori Tukey, la tabla resultante de este analisis se puede observar mas

detalladamente en Anexo Il.

Asi, como se observa en la Tabla 1V, al probar el EHF, se obtuvo un promedio de
diametro de halo de inhibicion de 12.7 £+ 1.5 mm para B. cereus, 6.3 £ 0.6 mm para
E. coliy 123 + 1.5 mm para V. alginolyticus. En la Figura 18 se aprecia una
fotografia de los halos de inhibicion presentados en este ensayo, para los tres

distintos tipos de bacterias.
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Figura 18.- Halos de inhibicion presentados del extracto EHF contra E. coli, B.

cereus 'y V. alginolyticus.

5.1.2 Concentracion minima inhibitoria

Después de encontrar que los extractos probados presentan actividad
antimicrobiana contra algunas de las bacterias probadas, se procedio a determinar
la concentracion minima inhibitoria (CMI). En esta prueba se emplearon dos de los
tres tipos de bacterias (B. cereus 'y V. alginolyticus), E. coli no fue utilizada, debido al
tamano del halo de inhibicidon que presenté en la prueba anterior. De este modo, en
la Tabla V se puede observar el resultado del ensayo de CMI por medio del uso de
antibiogramas como indicativo, al aplicar distintas concentraciones del extracto EHf
contra las bacterias B. cereus y V. alginolyticus. En esta tabla se sefalan ademas,
las dos concentraciones minimas inhibitorias para B. cereus y V. alginolyticus

resaltadas con color rosa y azul respectivamente.

Tabla V.- Ensayo de CMI del extracto EHF para B. cereus y V. alginolyticus.

Extracto EHF

Concentracion g/mL Bacteria Halo de inhibicion (mm)
1 B. cereus 125+0.7
0.5 9.7+0.6
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0.3* 8.3+0.6
1 V. alginolyticus 11.7£ 0.5

0.5* 9.3+0.5

0.3 010

*La concentraciones resaltadas (Rosa para la bacteria B. cereus y azul para V.
alginolyticus) corresponden a la CMI que se determind, después de comparar el diametro

de los halos de inhibicion que se presentaron en el ensayo.

De igual manera en Tabla VI se puede observar el resultado del ensayo de CMI por
medio del uso de antibiogramas como indicativo, al aplicar distintas concentraciones
del extracto EHS contra las bacterias B. cereus y V. alginolyticus. En esta tabla se
sefialan ademas, las dos concentraciones minimas inhibitorias para B. cereus 'y V.

alginolyticus resaltadas con color rosa y azul respectivamente.

Tabla VI.- Ensayo de CMI del extracto EHS para B. cereus y V. alginolyticus.

Extracto EHS

Concentraciéon g/mL Bacteria Halo de inhibicion (mm)
1 B. cereus 9.7+0.6
0.5 8.0+0.0
0.3* 7.5+0.7
1 V. alginolyticus 9.7+ 0.6
0.5* 9.0+ 0.0
0.3 8.0+1.41

*La concentraciones resaltadas (Rosa para la bacteria B. cereus y azul para V.
alginolyticus) corresponden a la CMI que se determind, después de comparar el diametro

de los halos de inhibicion que se presentaron en el ensayo.

Resultado de este ensayo presentado en Tabla V y Tabla VI, podemos observar que
las CMI para cada tipo de extracto realizado es el mismo, sin embargo, difiere entre

las especies de bacterias probadas, siendo para B. cereus, una menor
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concentracion (0.3 g/mL) del extracto en comparacién con la CMI para V.

alginolyticus (0.5 g/mL).

5.2 Pruebas en rotiferos

5.2.1 Evaluacion de sobrevivencia de rotiferos

Después de determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) para ambos
extractos realizados, se llevd a cabo una prueba donde se evalud la sobrevivencia
en rotiferos a distintas concentraciones del extracto EHF, en un intervalo de tres
horas de exposicion. En esta prueba se empled solamente el extracto EHF, ya que

fue el que presentd un mejor desempefio en las pruebas anteriores.

Después de tener ocho diluciones distintas del extracto, y aplicarlas a los rotiferos,
notamos que no fue posible contabilizar la sobrevivencia de los organismos, debido
a la presencia de pigmentacién del extracto. De este modo, se procedio a evaluar la

sobrevivencia de manera cualitativa de este ensayo.

De este modo, en las primeras tres diluciones probadas (1 g/mL, 0.5 g/mL y 0.25
g/mL) al ser imposible observar a los organismos, se tamizaron para poder
aclararlos y analizarlos bajo el microscopio. Se observé como durante los primeros 5
y 10 minutos los organismos continuaban vivos, sin embargo, presentaron un nado
erratico y lento, ademas se observaban restos de particulas del extracto adheridos a
los organismos, especialmente en las dos concentraciones mas altas. Después de
15 minutos de aplicado el extracto, los rotiferos de las dos concentraciones mas
altas cesaron su nado. Para la tercera dilucién (0.25 g/mL) se continué con el
experimento por mas tiempo, hasta que a los 150 minutos de exposicion cesaron su

nado.

Por otro lado, los ensayos donde se emplearon las concentraciones mas diluidas,
fueron realizados por un mayor tiempo, en la Tabla VII se plasman las
observaciones realizadas en las distintas diluciones a través de tres horas de

exposicion al extracto.

Tabla VIl.- Prueba de evaluacion de sobrevivencia de rotiferos expuestos a

distintas diluciones del extracto EHF a través del tiempo.
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Tiempo exposicion (Minutos)
Concentracion

(g/mL) 5 60 120 180

0.125 Nado fluido | Nado con Nado lento?? Nado lento?
dificultad’

0.062 Nado fluido | Nado con Nado lento? Nado lento?®
dificultad’

0.031 Nado fluido | Nado con Nado lento? Nado lento®
dificultad’

0.015 Nado fluido | Nado fluido Nado fluido Nado fluido

0.007 Nado fluido | Nado fluido Nado fluido Nado fluido

1.-Se aprecia dificultad en el nado, especialmente en los organismos hembra, ya que se observa
como en la superficie corporal se adhieren residuos del extracto.
2.-Se observa cémo los rotiferos hembra pierden movilidad en su mayoria, los rotiferos pequefos

contindan moviéndose.

3.-Se aprecian muy pocos organismos en movimiento.

5.2.2 Disminucioén carga bacteriana por tiempo de exposicion

Como parte de las pruebas biologicas realizadas en rotiferos, se llevé a cabo un
experimento de disminucion de la carga bacteriana en los cultivos de rotiferos al
aplicarles el extracto EHF a distintas diluciones directamente en el medio de cultivo
de los organismos y sembrandolos en tres medios de cultivo distintas cada 30

minutos, por tres horas.
De este modo, se plasma en la Figura 19, un grafico donde se representan los

resultados obtenidos en cuanto al crecimiento bacteriano (UFC/mL) a través del

tiempo, al anadir el extracto EHF a dos concentraciones distintas (0.2 g/mL en color
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naranja, 0.25g/mL en color rosa), asi como un control positivo (Color azul) en el

medio de cultivo no especifico TSA.

Disminucion carga bacteriana medio
[E)
5 TSA
& 12000
o
£ 10000
Q
L]
w 8000
=
E 6000
= 4000
1)
£ 2000
o
i 0
B 30 60 90 120 150
=
g Tiempo exposicion (minutos)
0.25g/mL 0.2 g/mL Control

Figura 19.- Disminucién de carga bacteriana en cultivos de rotiferos por

exposicion al extracto EHF, a través del tiempo en medio de cultivo TSA.

Asi en la Figura 19 se observa como a la concentracion mas baja probada (0.2
g/mL) del extracto le tomé 90 minutos de exposicion en el medio de cultivo de
rotiferos para poder disminuir su carga bacteriana a 0 UFC/mL, mientras que para la
concentracion de 0.25 g/mL del extracto, a partir de los 30 minutos de exposicion, el
crecimiento bacteriano decreci6 hasta llegar a las 0 UFC/mL. Esto en comparacion
con el ensayo control, el cual se mantuvo constante durante el tiempo, presentando
siempre un numero mayor a 8000 UFC/mL, entendiendo que este crecimiento, es
atribuido a bacterias de distintos géneros presentes en el cultivo de rotiferos, ya que

TSA es un medio de cultivo no selectivo.

De igual manera, se plasma en la Figura 20, un grafico donde se representan los
resultados obtenidos en cuanto al crecimiento bacteriano (UFC/mL) a través del
tiempo, al afiadir el extracto IHF a dos concentraciones distintas (0.2g/mL en color

naranja, 0.25g/mL en color rosa), asi como un control positivo (color azul) en el
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medio de cultivo especifico para el crecimiento de organismos del género Vibrio,
TCBS.

Disminucién carga bacteriana medio
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0.25g/mL 0.2 g/mL Control

Figura 20.- Disminucién de carga bacteriana en cultivos de rotiferos por

exposicion al extracto EHF, a través del tiempo en medio de cultivo TCBS.

Como se puede observar en la Figura 20, en el medio de cultivo especifico para
bacterias del género Vibrio TCBS, la disminucion de la carga bacteriana fue mas
abrupta. En ambas concentraciones probadas (0.25 y 0.2 g/mL) se aprecia como a
los 30 minutos de exposicion al extracto, la carga bacteriana registrada disminuyo
totalmente hasta las 0 UFC/mL. Caso contrario con el control, en este disefio
experimental se presentd un crecimiento bacteriano que fue aumentando a través

del tiempo, sobrepasando siempre las 2000 UFC/mL.

Asi mismo y por ultimo, se plasma en la Figura 21, un grafico donde se representan
los resultados obtenidos en cuanto al crecimiento bacteriano (UFC/mL) a través del
tiempo, al afadir el extracto IHF a dos concentraciones distintas (0.2 g/mL en color
naranja, (0.25 g/mL en color rosa), asi como un control positivo (color azul) en el
medio de cultivo especifico para el crecimiento de organismos del género Vibrio,

Vibrio chrome.
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Figura 21.- Disminucién de carga bacteriana en cultivos de rotiferos por
exposicion al extracto EHF, a través del tiempo en medio de cultivo Vibrio

chrome.

En el ensayo representado en la Figura 21, se aprecia un comportamiento similar al
ensayo anterior en el medio TCBS, aqui, la carga bacteriana especifica que crece
mas que el medio VC, se mantiene en las 0 UFC/mL al afiadir el extracto en ambas
concentraciones. Por otro lado, en el ensayo control se observa un crecimiento

bacteriano.

5.3 Pruebas fitoquimicas

Una vez determinada la bioactividad de ambos extractos, se determiné que el
extracto EHF, fue el que presentd mejor desempenio y resultados, asi, este extracto
fue analizado y pasé por una serie de pruebas fitoquimicas para tener una idea del
tipo de compuestos que se presentan en este extracto. Asi, en la Tabla IX, se

pueden observar los resultados de estos ensayos.
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Tabla IX.- Resultados pruebas fitoquimicas para extracto EHF.

Prueba
Saponinas Terpenoides Flavonoides
Positiva: Presencia de Positiva: Se observa una Positiva: Presencia de una
espuma blanca estable. interfase color marrén coloracién naranja-rosada.
oscura.

Asi, como se aprecia en la Tabla VII, este extracto probado, presenté los tres tipos
de compuestos para los que se le aplicé las pruebas, dando positivo para la
presencia de saponinas, terpenoides y flavonoides. Por ultimo, estos resultados se

respaldan con una serie de fotografias representativas de los ensayos realizados,
estas estan plasmadas en la Figura 22.

Prueba terpenoides Prueba flavonoides

Interfase
marrén

Figura 22.- Resultados positivos de la prueba fitoquimica para terpenoides y

flavonoides del extracto EHF.
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6. Discusiones

6.1 Efecto antibacteriano de extractos

Uno de los principales resultados obtenidos de la investigacion realizada, se refiere
a aquellos de las pruebas in vitro del potencial antibacteriano de los extractos
obtenidos contra distintos tipos de bacterias. Un efecto antibacteriano notable en los
tres tipos de bacterias probadas, aquellas Gram negativas (E. coliy V. alginolyticus)
y la bacteria Gram positiva (B. cereus), esto tanto para el extracto realizado con

hojas frescas como aquel realizado con hojas secas.

Sin embargo, como se aprecia en la Tabla |V, para el caso de la bacteria E. coli, los
halos de inhibicion presentados en los ensayos (7.7+0.6 mm para el EHS y 6.3+0.6
mm para EHF) fueron los halos mas pequefios en comparacion con el resto. Este
resultado presentado en contraste con otros autores es distinto, por ejemplo, en un
ensayo realizado por Puntawong y colaboradores (2012) donde se llevaron a cabo
distintos extractos, uno de ellos por el método de decoccidn en agua durante dos
horas, utilizando hojas de P. guajava frescas. Este extracto se probd contra
bacterias patdégenas, entre ellas E. coli, empleando el método de difusién en disco.
Estos autores reportaron una zona de inhibicion de 13.3+0.8 mm para E. coli, mucho

mayor al reportado en este ensayo (6.3+0.6 mm para EHF).

De igual manera, en el ensayo realizado por Zuhaira y colaboradores (2018), se
utilizaron hojas de P. guajava secas pulverizadas para la realizacion de los extractos
con el método de infusion durante 30 minutos, luego al ser probadas con el método
de difusidn en disco, se encontré que para E. coli, la zona de inhibicion fue de
9.0£1.0 mm, asi usando un método similar se encontrd en este ensayo que la zona

de inhibicién fue de 7.7£0.6 mm para el EHS, menor al reportado.

La cepa utilizada de E. coli, presentd una mayor resistencia a ambos extractos
probados (EHF y EHS). Esto puede deberse a la naturaleza de este tipo de bacteria,
en principio, se trata de una bacteria Gram negativa, las cuales, como lo comenta
Zuhaira y colaboradores (2018) suelen ser mas resistentes a los antibacterianos, en
especial a aquellos provenientes de plantas, esto gracias a la estructura de su pared

celular externa, la cual funciona como una barrera de permeabilidad efectiva, que
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restringe la penetracion del extracto. De este modo podemos aseverar que los
extractos probados contra E. coli, tanto el de hoja fresca como el de hoja seca,
presentaron un menor efecto, asi, la cepa empleada en este ensayo en especifico
presenta una mayor resistencia a los extractos, en comparacidon con otros ensayos

similares.

Por otro lado, la bacteria B. cereus presentd los mayores halos de inhibicidon en este
ensayo, mencionado en Tabla IV (12.7+1.5 mm para el extracto EHF y 12.0£1.0 mm
para el extracto EHS). Estos efectos de los extractos acuosos sobre B. cereus, son
distintos a otros encontrados en literatura, por ejemplo, Biswas y colaboradores
(2013) realizaron un ensayo utilizando extractos acuosos a base de hojas de
guayaba secas pulverizadas, siguiendo un meétodo similar al propuesto en esta
investigacion, en este caso se emplearon bacterias como B. cereusy E. coli. y para
determinar la actividad antibacteriana de estos extractos se us6 el método de
difusibn en agar. Estos investigadores concluyeron que ambas bacterias eran
resistentes al extracto acuoso empleado ya que no se cred un halo de inhibicion de

estas.

Esta diferencia de los efectos puede deberse, entre otras cosas, a las metodologias
realizadas por Biswas y colaboradores (2013) y aquellas realizadas en este trabajo
de investigacion, donde existen diferencias desde el tipo de recoleccion del material
biolégico siendo al azar en el ensayo comparado y en este caso se realiz6 de
manera dirigida, ademas la fuente del material bioldgico, en este caso se toméd de
un arbol silvestre, mientras que en el ensayo se tomo6 de una coleccion botanica
(Casa de plantas especializadas en la Universidad Estatal de Fort Valley) donde
existen diferencias en los factores biologicos y ecolégico donde crecen estas

plantas.

Este analisis, se sustenta con lo mencionado por Biswas y colaboradores (2013) los
cuales comentan que los efectos que producen los extractos de plantas, dependen
de muchos factores, desde el origen de la planta, las variaciones en las técnicas de
extraccion como el tiempo de extraccion, la temperatura empleada, el tipo de

solvente empleado y la proporcion del solvente respecto a la muestra.

Reafirmando lo comentado respecto a los factores biolégicos que influyen en la

composicion, calidad y proporcion de los fitogénicos en plantas, como lo comenta
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Molina-Meza (2022) destacan aquellos referentes a la ecologia, a su cultivo y
procesamiento. Los factores ecologicos y de condiciones climaticas, se refieren al
entorno fisico donde se desarrolla la planta, como el fotoperiodo, la temperatura y
propiedades del suelo y el agua, los cuales afectan el desarrollo de la planta e

indirectamente los metabolitos secundarios que posee.

Por otro lado Vazquez-Cahuich y colaboradores (2013) analizaron los efectos
antimicrobianos de los aceites esenciales extraidos de distintas plantas, entre ellas
P. guajava, contra especies de bacterias patdogenas, asi encontraron por medio del
meétodo de difusién en agar que B. cereus es susceptible a los aceites esenciales,
presentando un promedio de 13.80 £1.20 mm de halo de inhibicién. De igual manera
otros autores como Sanches y colaboradores (2005) han demostrado que los
extractos acuosos tienen un efecto antimicrobiano contra la especie de bacteria B.

subtilis, por medio del método de CMI.

Asi, de manera general en comparacion con lo presentado por otros autores, se
puede decir que la cepa de B. cereus que se empled en este ensayo es mas
susceptible a los extractos acuosos probados de P. guajava. Esto se puede deber a
la naturaleza del tipo de bacteria (Gram +), la cual segun Zuhaira y colaboradores
(2018) suele ser mas susceptible debido a su tipo de pared celular, la cual esta
recubierta por una capa de peptidoglicano que se asemeja a una malla, la cual
provoca que esta sea menos impermeable y sea mas accesible para que los

extractos penetren la célula.

Para el caso de V. alginolyticus, presentd susceptibilidad a los extractos acuosos
probados como se muestra en Tabla IV (12.3£1.5 mm para EHF y 9.7+0.6 mm para
EHS). A pesar de que V. alginolyticus es una bacteria patégena importante no solo
para la industria acuicola, sino también para la salud humana, no existen pruebas
donde se hayan empleado extractos acuosos de hoja de arbol de guayaba como

antimicrobiano para esta especie de Vibrio.

Sin embargo, se han realizado investigaciones con otras especies de Vibrio,
Yamanaka y colaboradores (2008), llevaron a cabo un experimento donde a base de
té de hojas de P. guajava comercial, obtuvieron un extracto al evaporar el liquido de
éste, después lo probaron contra V. vulnificus, V. mimicus y V. parahaemolyticus

mediante el método de CMI. Asi observaron que el extracto tuvo un efecto
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antibacteriano contra las tres especies de Vibrio probadas obteniendo
concentraciones minimas inhibitorias de 256 yg/mL para V. vulnificus, 2048 ug/mL

para V. mimicus y 512 ug/mL para V. parahaemolyticus.

Por otro lado, Hannan y colaboradores (2019) realizaron una investigacién donde se
probé la susceptibilidad de distintas cepas de V. alginolyticus que fueron aisladas de
camarones con cuadros de vibriosis, a una serie de extractos de plantas conocidas
por sus potenciales antibacterianos, entre ellas, se empled un extracto acuoso a
partir del fruto de P. guajava. Sin embargo, en el ensayo de antibiograma se
descubrié que las cepas probadas fueron resistentes a este extracto. Ademas, se
emplearon otros tipos de plantas medicinales, las cuales si representaron un
potencial antimicrobiano para V. alginolyticus, en especial extractos obtenidos del

clavo de olor, el tamarindo, ajo y la valeriana.

Otra investigacion remarcable realizada por Carbay y Sorroza (2019) los cuales
realizaron extractos alcohdlicos (usando alcohol industrial al 96°) de algunas
plantas, entre ellas P. guajava, para probarlo contra organismos del género Vibrio
obtenidos de un caso de vibriosis en camaron. Mediante el uso del método de
difusién en placa se probo el extracto, y se encontré que este presenté un efecto

inhibitorio con un halo de inhibicion de 5mm.

V. alginolyticus, al ser una bacteria Gram - se esperaria que tuviese una mayor
resistencia al antibacteriano probado debido a la naturaleza de su pared celular
como lo mencionaba ya Zuhaira y colaboradores (2018) reiterado por lo encontrado
en la prueba para E. coli. Sin embargo, en esta especie vemos una excepcion a esta
regla ya que como lo mencion6 Naseer y colaboradores (2018), la actividad
antibacteriana de los extractos provenientes de P. guajava, es mayor contra
bacterias de tipo Gram positiva y moderado contra aquellas cepas de bacterias

Gram negativas.

Por otro lado, existe una variable que afecta este tipo de ensayos donde se emplean
bacterias, las diferencias en la patogenicidad de las mismas, lo cual tendra una
repercusion en la susceptibilidad o resistencia que presenten ante el antimicrobiano
probado. En este caso, la cepa empleada en este ensayo de V. alginolyticus aislada

por Mata-Torres (2021) es altamente patdgena, probando producir hasta 80%
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mortalidad en desafios de patogenicidad con camarén blanco (P. vannamei)

ocasionando cuadros de vibriosis.

Al analizar los resultados obtenidos de manera general en comparacion con la
informacion disponible en bibliografia, podemos decir que ambos extractos
probados tuvieron efectos sobre el crecimiento de las bacterias probadas. Cabe
resaltar, que existieron diferencias entre el tipo de bacteria empleada. Esta
diferencia puede deberse a la naturaleza del tipo de bacteria (Gram + o Gram -) y

del grado de patogenicidad de la misma.

Por otro lado, los resultados obtenidos de la realizacion de la prueba de CMI, fueron
distintos a lo esperado, ya que como se observa en Tabla V y Tabla VI la CMI de
ambos tipos de extractos probados fue la misma (0.3 g/mL para B. cereus y 0.5
g/mL para V. alginolyticus para ambos extractos) esto, no concuerda con lo
mencionado anteriormente por Biswas y colaboradores (2013) los cuales comentan
que los efectos que producen los extractos de plantas varian dependiendo de las
metodologias empleadas y en este caso las CMI fueron iguales para ambos tipos de

extractos.

Sin embargo, al comparar las diferencias de las CMI entre especies, podemos
comprobar que existe una diferencia entre las bacterias analizadas, ya que para B.
cereus se tuvo una CMI menor (0.3 g/mL) que para V. alginolyticus (0.5 g/mL). Estos
resultados denotan que B. cereus es mas susceptible a ambos extractos probados
(EHS y EHF), efecto que se observé también en el ensayo de sensibilidad. Esto se
pudo deber de igual manera a la naturaleza de la bacteria (Gram +), los cuales son
mas susceptibles a los extractos de plantas a diferencia de las bacterias Gram -

como es V. alginolyticus.

6.2 Pruebas en rotiferos

Al observar los resultados obtenidos de la prueba de evaluacion de sobrevivencia de
los rotiferos, se pudo apreciar que al aplicar el extracto a altas concentraciones (1
g/mL y 0.5 g/mL), los organismos no sobrepasaron los 15 minutos de sobrevivencia
al exponerse al extracto. Sin embargo, para la concentracion de 0.25 g/mL, los

organismos llegaron a sobrevivir hasta 150 minutos de exposicion. En el caso de las
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concentraciones mas diluidas, las cuales se presentaron en la Tabla VII, desde la
mas concentrada (0.125 g/mL) hasta la mas diluida (0.007 g/mL) fueron aplicadas
en rotiferos, y se observé que estos sobrevivieron por al menos 180 minutos de

exposicion.

A pesar de que los extractos acuosos de P. guajava se han utilizado en pruebas in
vitro contra bacterias, no se ha descrito como este extracto afecta a organismos
como B. plicatilis, si este se utiliza como desinfectante. Sin embargo, se han llevado
a cabo ensayos de distintos productos comerciales como desinfectantes pero muy

pocos utilizando fitogénicos como desinfectantes en rotiferos.

Una de las investigaciones que destaca fue la realizada por Stefanakis y
colaboradores (2014), en esta investigacion se probaron distintos aceites esenciales
provenientes de distintas especies de orégano (Origanum), estos aceites fueron
afadidas en distintas concentraciones (10, 20 y 50 mg/L) a alicuotas de rotiferos.
Este autor encontré que la mayoria de los organismos sobrevivieron después de 24
horas de exposicidn a los aceites esenciales, excepto los organismos expuestos a
uno de los aceites a 20 mg/L y para el caso de la concentracion mas alta (50 mg/L),
no hubo sobrevivencia en ninguna réplica después de 24 horas de exposicion, algo

parecido a lo que se presento en este ensayo con extracto de P. guajava.

Por otro lado, el uso de desinfectantes comerciales también se ha empleado para
desinfectar rotiferos, como es el caso del estudio presentado por Giménez y
colaboradores (2006), los cuales probaron el desinfectante comercial
Ox-Aquaculture en rotiferos, a distintas concentraciones (40, 70 y 100 mg/L)
tomando muestras cada 15 minutos, durante 45 minutos. Al final del experimento,
encontraron que después de 45 minutos de exposicion al desinfectante, todos los
organismos mostraron un nado letargico, y después de 15-30 minutos de
exposicion, disminuye la sobrevivencia de los organismos y para la concentracion
mas alta, después de 45 minutos de exposicién, la mortalidad sobrepasoé el 50% de

la poblacion total.

Los resultados presentados por Stefanakis y colaboradores (2014), a comparacion
de los nuestros son distintos entre si, desde el punto de vista de las concentraciones
empleadas, ya que en su ensayo se emplearon aceites esenciales de orégano

mucho menos concentrados, a pesar de esto, en la concentracion de 50 mg/mL de
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su experimento, los organismos murieron después de 24 horas de exposicion. Esto
sugiere que los rotiferos se ven afectados a este extracto dependiendo de la
concentracion, es decir existe una relacion dosis-respuesta, lo cual, también se
puede observar en los resultados expuestos en esta investigacion en Tabla VI,
donde los organismos expuestos a una menor concentracion no presentan efectos
de intoxicacion al menos después de 3 horas de exposicion, mientras que las
concentraciones mas altas, denotaron efectos de toxicidad a los rotiferos de manera

casi instantanea (5 minutos de exposicion).

Por otro lado, otro de los experimentos realizados en este trabajo de investigacion,
fue la disminucién de carga bacteriana de los organismos después de aplicarles el
extracto. Asi, como se observa en los resultados, mas especificamente en la Figura
19, el extracto EHF logré disminuir la carga bacteriana no especifica (Medio TSA)
hasta las 0 UFC/mL después de 30 minutos de exposicion para la concentracion
mas alta (0.25g/mL) y después de 90 minutos de exposicion para la concentracion

de 0.2 g/mL del extracto.

Estos resultados expuestos, en comparacion con experimentos similares, tienen un
efecto mas significativo. Por ejemplo, Stefanakis y colaboradores (2014) en su
ensayo utilizando aceites esenciales de orégano a una concentracion de 10 mg/L
sobre rotiferos, encontraron que estos aceites no lograron disminuir la carga total
bacteriana del cultivo utilizando de igual manera un medio de cultivo no especifico
(Agar de tripticasa de soya) a las 4 y 24 horas de exposicion, encontrando incluso

un aumento en las UFC/mL que en el tratamiento control.

Al observar los resultados de esta investigacion, encontramos que al utilizar un
medio de cultivo especifico como es el medio agar tiosulfato citrato bilis sacarosa
(TCBS) y Vibrio chrome, la carga bacteriana de presuntos vibrios disminuyé hasta
las 0 UFC/mL, con tal solo 30 minutos de exposicion a ambos extractos (0.25y 0.2
g/mL), estas disminuciones en comparacion con el tratamiento control, se puede
observar para el caso del medio TCBS en la Figura 20 y para el caso del medio

especifico Vibrio chrome, se aprecia en la Figura 21.

Al observar esta disminucion en el crecimiento de presuntos vibrios en este ensayo
y compararla con otros autores, es remarcable el nulo crecimiento de bacterias tipo

Vibrio, por ejemplo en el mismo ensayo realizado por Stefanakis y colaboradores
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(2014) utilizando aceites esenciales de orégano, al realizar la prueba utilizando un
medio de cultivo especifico TCBS, encontraron una leve disminucion en el
crecimiento (No menor a 200 UFC/mL) de presuntos vibrios después de 4 y 24

horas de exposicion al extracto.

Por otro lado, los autores Carbay y Sorroza (2019) utilizaron un extracto alcohdlico
de hoja de arbol de guayaba, el cual se colocd en el medio de cultivo de camardn
(Penaeus vannamei) a una razon de 4 mL del extracto por cada litro de agua,
después se tomaron muestras del agua en medios TCBS y agar CHROMAGAR. En
su experimento se encontré6 que hubo una disminucion significativa de la carga
bacteriana, llegando de 2x10° UFC/mL en el control hasta las 2x10° UFC/mL para el
tratamiento de P. guajava en TCBS y de igual forma, pasando de 1x10°® UFC/mL en
el tratamiento control a 6x10* UFC/mL en el tratamiento de P. guajava en agar
CHROMAGAR. Al comparar nuestros resultados en rotiferos con los presentados
por Carbay y Sorroza (2019) aplicados en medio de cultivo de camardén (L.
vannamei), encontramos que nuestro extracto, presentdé un mayor efecto en la

disminucidn de la carga bacteriana de presuntos vibrios.

Al analizar los resultados obtenidos por otros autores, notamos que los efectos de
los distintos extractos y productos comerciales probados en la desinfeccién de B.
plicatilis, son menos significativos. Es decir, la carga bacteriana especifica y no
especifica, disminuyé en menor proporcion a comparacion de la disminucién que

presento nuestro ensayo al agregar el extracto acuoso de P. guajava.

6.3 Pruebas fitoquimicas

Por ultimo, después de analizar el extracto EHF en cuanto a su bioactividad, se
realizé un analisis para conocer el tipo de compuestos presentes en este extracto,
asi se llevaron a cabo una serie de pruebas fitoquimicas, y se encontr6, como se
observa en la Tabla IX, que el extracto EHF, fue positivo a la presencia de

saponinas, terpenoides y flavonoides.

Como se ha mencionado antes por Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn (2010),
los extractos acuosos de las hojas de arbol de guayaba, contienen diversos
compuestos bioactivos, entre ellos algunos flavonoides como morin-3-O-lixdsido,

morin-3-O-arabindsido, quercetina-3-O-arabindsido y quercetina, asi esto se
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confirmd con lo que se encontré en esta investigacion. De este modo, y como lo
comentan estos autores, los flavonoides encontrados en los extractos de hoja de
arbol de guayaba, son conocidos por poseer una actividad antimicrobiana
importante, tanto para bacterias de tipo Gram positivas, como para aquellas Gram
negativas, esto podria sustentar el efecto antimicrobiano que se encontrd de este

extracto, al realizar las pruebas de bioactividad.

De igual manera corroborando esta idea, el hecho de que el extracto analizado EHF,
se haya encontrado la presencia de terpenoides, indica que este extracto posee
actividad antimicrobiana, ya que como lo menciond Zuhaira y colaboradores (2018),
este tipo de compuestos encontrados en los extractos de hoja de arbol de P.
guajava, a pesar de tener un uso mas que nada por sus cualidades aromaticas,
también es un grupo de sustancias que son un potencial agente inhibidor del

crecimiento bacteriano.

Por otro lado, la presencia de saponinas encontradas, también puede ser otro punto
que confirme la actividad antibacteriana de este extracto, ya que como lo menciona
Martinez (2020) las saponinas tienen un uso en la industria farmacéutica, entre otras
cosas, como antimicrobiano. Sin embargo, esta es una de las pruebas menos
confiables, ya que es comun que se malinterpreten resultados y se den falsos
positivos, esto debido a que hay algunos compuestos que interfieren en esta

prueba, como son la presencia de taninos y proteinas de bajo peso molecular.

A pesar de no haber realizado analisis con técnicas mas especializadas como
cromatografias para identificar los compuestos exactos en el extracto EHF, el
realizar las pruebas fitoquimicas, nos da una perspectiva de los tipos de
compuestos que se presentan en el extracto. Al analizar los usos y efectos que
tienen este tipo de compuestos (saponinas, flavonoides y terpenoides) nos dimos
cuenta que todos tienen un efecto antimicrobiano en una serie de bacterias tanto
Gram negativas como Gram positivas. Asi, podemos aseverar que los efectos que
se presentaron en las pruebas de bioactividad, fueron resultado de la presencia de

estos compuestos.
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7. Conclusiones

Los extractos tienen un potencial como antimicrobiano, para bacterias tanto
Gram+ como para aquellas Gram-. En especial para B. cereus y V.
alginolyticus, pero no para E. coli.

Se encontr6 que no existen diferencias significativas de los efectos
dependiendo del tipo de extracto (EHF y EHS).

Los extractos empleados producen un efecto in vitro contra las cepas
bacterianas, al disminuir por completo la carga bacteriana general asi como
aquellas bacterias del género Vibrio del medio de cultivo de los rotiferos.

El extracto EHF probado, puede ser utilizado como un potencial desinfectante
de rotiferos para eliminar su carga bacteriana en un periodo corto de
exposicion.

Los efectos que se presentaron tanto en las pruebas de antibiograma con las
bacterias B. cereus y V. alginolyticus, asi como las pruebas realizadas en la
disminucién de la carga bacteriana en rotiferos, se puede atribuir a la
presencia de al menos tres tipos de fitogénicos (saponinas, flavonoides y

terpenoides) que han reportado tener un uso potencial como antimicrobiano.

8. Recomendaciones

Para poder tener una mejor perspectiva de los efectos antimicrobianos de
este extracto en la industria acuicola, se podria probar empleando distintas
especies de bacterias que afecten a la industria acuicola, para tener una
mayor cantidad de informacion disponible de las especies bacterianas que
afectan en acuicultura que son susceptibles a este extracto.

Con el fin de tener informacion mas detallada para comparar entre las
distintas especies de bacterias empleadas en este ensayo con otras, es
necesario tomar en cuenta los codigos genéticos de las cepas que se utilizan,
ya que la patogenicidad de las cepas cambia entre una y otra.

Recomendaria llevar a cabo pruebas de toxicidad del estilo LD50% donde los

efectos de este extracto en rotiferos se evallien de una manera cuantitativa,
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para asi tener mas certeza de los efectos que produce este extracto, para
hacerlo recomendaria filtrar y purificar el extracto para eliminar la mayor
cantidad de pigmento y asi sea posible cuantificar a los organismos.

e Ademas, otra de las cuestiones que seria idoneo tomar en cuenta es el
realizar metodologias que permitan identificar los compuestos que se
encuentran en el extracto, por ejemplo utilizar técnicas como HPLC.

e La ultima recomendacién que propondria, seria llevar a cabo pruebas in vivo,
donde se analice el efecto que tiene este extracto sobre otros organismos
como son peces 0 camarones en cultivo, observar los efectos morfolégicos
por técnicas histologicas y finalmente, hacer un ensayo donde se infecte a los

organismos y saber como afecta el extracto aplicado a los organismos.
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10. Anexos

Anexo |.- Tabla ANOVA de prueba de actividad antimicrobiana de extractos.

Origen de Suma de Grados Promedio de F Prob Valor

las cuadrado de los abilid critico

variaciones s libertad cuadrados ad para F

Muestra 2 1 2 1.8 0.204 4.747225
550

Columnas 92.444 2 46.222 41.6 0.000 3.885294
004

Interaccion 12 2 6 5.4 0.021 3.885294
256

Dentro del 13.333 12 1.111

grupo

Total 119.778 17

Anexo Il.- Resultado de prueba de Tukey comparando las interacciones entre

grupos.
Tipo de hoja Especie de Halo de inhibicién - 1 2 3 4
bacteria Mean
1 | Fresca E.coli 6.33333 ek
4 | Seca E.coli 7.66667 Fhkk | ko
6 | Seca V. alginolyticus 9.66667 ek ek
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Seca B. cereus 12.00000 *hkk | ke
Fresca V. alginolyticus 12.33333 Fkkk [ ko
Fresca B. cereus 12.66667 ek
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