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La Organizacion mundial de la salud (OMS) declaré que bacterias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de Salmonella spp tendran
escasas o nulas opciones de tratamiento debido a su alto grado de resistencia. En especial E. coli tiene
la capacidad de acumular genes para la resistencia a los antimicrobianos lo que ha ocasionado un
incremento en su resistencia a diversos antibioticos como carbapenémicos, cefalosporinas, quinolonas
y aminoglucésidos entre otros, por lo cual es importante buscar alternativas terapéuticas
antimicrobianas y optimizar las que ya se manejan. El objetivo de este trabajo es mostrar el posible
efecto sinérgico del extracto hidroalcoholico de hojas de Psidium guajava L y amikacina frente a
Escherichia coli. Para esta investigacion fue utilizado el método Kirby-Bauer para la determinacion de
la sensibilidad de Escherichia coli. El resultado obtenido fue una actividad sinérgica entre ambas
sustancias. Incrementando el efecto de la amikacina un 32 %, pasando de intermedio a sensible. Lo
cual, brinda una posible alternativa de tratamiento en pacientes que presenten infecciones ocasionadas

por Escherichia coli al utilizar conjuntamente el extracto de hojas de guayaba con amikacina.
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Antimicrobial synergism of de hydroalcoholic extract of guava (Psidium
guajava L.) and amikacin in Escherichia coli in vitro

ABSTRACT

The world health organization (WHO) has declared that bacteria such as Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, and Streptococcus pneumoniae, followed by Salmonella spp.,
will have few or no treatment options due to their high level of resistance. E. coli, in particular, has the
ability to accumulate genes for antimicrobial resistance, which has led to an increase in its resistance
to various antibiotics such as carbapenems, cephalosporins, quinolones, and aminoglycosides, among
others. Therefore, it is important to identify antimicrobial therapeutic alternatives and optimize those
already in use. The objective of this work is to demonstrate the possible synergistic effect of the
hydroalcoholic extract of leaves of Psidium guajava L and amikacin against E. coli.For this research,
the Kirby-Bauer method was used to determine the sensitivity of Escherichia coli. The result obtained
was a synergistic activity between both substances, increasing the effect on amikacin by 32%, going
from intermediate to sensitive. This provides a potential treatment alternative for patients with

Escherichia coli infections when this natural product is used in conjunction with amikacin.
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INTRODUCCION

La inclusion de los antibidticos para el tratamiento de enfermedades infecciosas es una de las
intervenciones mas importantes para el control de estas. A lo largo de los afos los antibioticos han
sido capaces de salvar millones de vidas; sin embargo, las bacterias pueden de forma innata crear
resistencia (forma intrinseca) pero también esa resistencia puede suceder por un cambio en la
composicion genética que favorece mecanismos para eliminar, neutralizar y modificar antimicrobianos
(forma extrinseca) esta resistencia bacteriana se ha debido principalmente el mal uso de los
antibidticos y se ha incrementado rapidamente convirtiéndose en un grave problema de salud a nivel
mundial . (Camacho, 2023).

La Resistencia Antimicrobiana (RAM), afecta también a los animales y plantas, dafiando la economia
y seguridad alimentaria e incrementando el uso de recursos en el sistema de salud. En el 2005 se
considerd que el 70% de las bacterias nosocomiales eran resistentes a cuando menos un antibiotico
utilizado para su tratamiento (Benavides et al., 2005). La OMS menciona que para el 2019 dicha
resistencia ocasiono 1, 27 millones de muertes a nivel global y contribuyo a otras 4.95 millones de
muertes pero ademas, De acuerdo al Informe del Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia y el
Uso de Antimicrobianos (GLASS) en el 2022, E. coli mostré una tasa media de resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion del 42% en 76 paises y en el 2020 en el caso infecciones del
tracto urinario 1 de cada 5 casos presentd susceptibilidad reducida a los antibidticos estandar como
ampicilina, cotrimoxazol y fluoroquinolonas (WHO, 2023)

En este sentido, de 265 cepas de E coli aisladas de cultivos de orina de pacientes ambulatorios en
Cuba, se encontréo una sensibilidad del 90% para amikacina, fosfomicina y nitrofurantoina, la
susceptibilidad fue menor para ceftazidima (72%), trimetoprima-sulfametoxazol (61%), acido
nalidixico (56%) y ciprofloxacino (52.8%). De manera general se reportd también que la resistencia
bacteriana de las cepas era en promedio para dos o tres antibidticos y de forma interesante que el 87%
de cepas multirresistentes fueron sensibles a la fosfomicina y amikacina (Cabrera et al., 2019).

es por esto por lo que es importante encontrar alternativas de tratamiento, que ayuden a potenciar el

efecto de los antimicrobianos ante esta bacteria. El uso de plantas medicinales podria ser una

alternativa, diversas plantas muestran efectos antimicrobianos como es el caso de Psidium guajava L.,




pertenece a la familia Myrtaceae y es conocida popularmente como guayaba, es probable que se
origind en América central y Sudamérica, actualmente se le encuentra en las regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo, India, Paquistan, Indonesia, Bangladesh y en centro y Sudamérica sin
embargo, no solo se le atribuyen efectos antimicrobianos, también se han probado sus actividades
antiinflamatoria (Jang et al., 2014), Anticancerigena (Lok et al., 2023), Hipoglucémica e hipotensora
(Ojewole, 2005) Antiespasmodica e inhibidor de la motilidad gastrointestinal. (Lozoya et al., 2002).
Entre otros efectos farmacoldgicos (Kareem et al., 2024).

La actividad antimicrobiana ha sido observada sobre todo para bacterias Gram (+), como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pseudintermedius y Streptococcus spp [-hemolitico (Pereira
et al., 2023), Acinetobacter baumannii (Gutierrez et al., 2025), pero también se ha encontrado
actividad contra E. coli (Silva et al., 2020; Mitra, et al 2024), por lo cual, el objetivo de este trabajo fue
observar el efecto sinérgico de la combinacion de antibidticos para G (-) y Psidium guajava contra E.
coli.

METODOLOGIA

Recoleccion del material vegetal

Para esta investigacion se colectaron hojas de Psidium guajava L, procedentes del poblado San
Antonio del Desmonte, Pachuca Hidalgo a las 9:30 de la mafiana; posteriormente se procedid al lavado
de las hojas con agua corriente para retirar cualquier material que pudiera contaminar el extracto,
posteriormente se secaron; a la sombra a temperatura ambiente sin contacto con luz solar directa; para
proceder con la preparacion del extracto. (Gonzalez et al., 2024).

Preparacion del extracto

Se pesaron 100 g de las hojas secas de Psidium guajava L. y se cortaron en trozos de un tamafio de
0.2cm y 0.5 cm. El extracto hidroalcoholico al 70% se realizé con alcohol etilico anhidro A.C.S. de
Quimica Meyer a una temperatura de 60 °C durante 10 horas. Una vez transcurrido este tiempo la
solucion se evaporé hasta sequedad a 70°C. (Gonzalez et al., 2024).

Preparacion de los medios de cultivo

Para poder proceder con el medio de cultivo bacteriano se realizo la preparacion del agar no selectivo

de Mueller Hinton de acuerdo con las indicaciones de la casa comercial, en dos matraces Erlenmeyer




con tapa, en donde a uno de ellos se le adicion¢ el extracto de Psidium guajava L a la concentracion de
1g/L, y en otro se vertio solamente el agar simple y se procedio a esterilizacion en autoclave a 121°C,
15 Ib de presion durante 15 minutos. (Gonzalez et al., 2024). (Montejano et al., 2024).

Para el llenado de las cajas Petri, se vertieron 30 mL de agar por caja, dentro de campo estéril, se
esperd a que se solidificara el medio de cultivo y se procedioé a poner las cajas de manera invertida,
previa identificacion de estas, para posteriormente ser resguardadas en refrigeracion a temperatura
entre 4 a 7 °C, evitando la congelacion. (Gonzalez et al., 2024). (Montejano et al., 2024).

Cultivo bacteriano en caldo

En un tubo de ensayo con tapa se colocaron veinte mL de caldo Mueller Hinton y con ayuda de un asa
bacteriologica calibrada se tom6 una muestra (boton) de bacterias de cultivo de Escherichia coli con
ATCC: 25922 (figura 1.), con la finalidad de inducir un crecimiento rapido de las colonias bacterianas
sumergidas en el caldo (figura 2.) en estufa bacterioldgica a 37°C durante 24 horas. (Gonzalez et al.,

2024). (Montejano et al., 2024).

ATCC 2592

Figura 2.- Fotografia del caldo

Figura 1.-Cepa bacteriana Mueller Hinton y agar con
Escherichia coli, ATCC: 2592 Escherichia coli, ATCC: 2592.

Escala de Mc Farland, siembra por abasto y antibiograma

Transcurrido el tiempo de incubacion de la bacteria en caldo, se procedié a la estandarizacion de la
alicuota a usar para realizar la prueba de antibiograma. El patron de referencia a usar en el proceso de
estandarizacion de la alicuota fue la escala de turbidez de McFarland (1.5), garantizando la presencia

de 1.5 X 10® unidades formadoras de colonias por mL. Posteriormente se tomé 0.5 de mL de la




suspension estandarizada y se depositd dicho volumen en cada una de las cajas Petri, para
posteriormente esparcir la muestra sobre toda la superficie del agar con ayuda de un hisopo sin perder
el campo estéril (figura 3.); una vez parcialmente seco el medio de cultivo se colocaron los discos de
antibiograma G(-) (figura 4) (método Kirby - Bauer); los grupos formados fueron: tres de control
simple sin antibiograma, tres de control simple con antibiograma, tres de control con extracto de
Psidium guajava L y tres con extracto de Psidium guajava L con antibiograma. La incubacion de las

muestras fue en estufa bacterioldgica a una temperatura de 37°C durante 24 horas. (Gonzalez et al.,

2024). (Montejano et al., 2024).

Figura 4.- Colocacion de antibiograma
negativo en agar con extracto de
Psidium guajava 1, después de la

o . . siembra bacteriologica de Escherichia
de Escherichiacoli ATCC: 25922. coli ATCC: 2502,

Figura 3.- Sembrado bacteriologico

Medida de los halos de inhibicion

Para poder realizar el analisis de los resultados obtenidos fue necesario medir el halo de inhibicion
(mm) de acuerdo con Clinical and laboratory Standards (CLSI) con un vernier digital.
RESULTADOS

Posterior al método de siembra por abasto de Escherichia coli sobre la superficie del agar Muller

Hinton en presencia y ausencia de Psidium guajava L, se obtuvieron los siguientes resultados:




La figura 5 muestra crecimiento homogéneo de Escherichia coli ATCC: 25922, sobre la superficie del
agar. Los experimentos fueron realizados por triplicado, el periodo de incubacién fue de 24 horas y a

temperatura de 37°C.

Mueller Hinton

Escherichia coli
ATCC 25922

Figura 5.- Crecimiento bacteriano de Escherichia coli ATCC: 25922 en agar simple.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran el efecto antimicrobiano de diferentes
antibidticos contra Escherichia coli ATCC 25922 (in vitro). Se puede observar en la Tabla 1 el halo de
inhibicién en presencia del antibidtico en Agar Mueller-Hinton solo (control) y el adicionado con
Psidium guajava L. 1g/L. El uso de Psidium guajava L en presencia de los diferentes antibidticos
incrementa el halo de inhibicion de algunos de ellos con respecto al control, (figura 6) considerando
como 1) sensible aquella cepa cultivada la cual puede tratarse por las concentraciones habituales de
antibidtico, 2) intermedio como aquellas CMI las cuales son cercanas a las concentraciones en las
cuales se puede observar una eficacia y resistente a los microorganismos que no son capaces de
mostrar inhibicion por las concentraciones habituales. Estos pardmetros de sensibilidad son

recomendados por el proveedor (Gutierrez. R. A. Multibac para bacterias G(-)).




Antibidtico Control (-) | Experimental con Psidium guajava
L. ()

Ampicilina (AM) 0 11.853
Carbenicilina (CB) 14.386 18.66
Cefalotina (CF) 11.46 9.833
Ciprofloxacino (CPF) 28.193 25.313
Cloranfenicol (CL) 20.58 25.773
Netilmicina (NET) 17.726 19.786
Nitrofurantoina (NF) 19.8 26.446
Sulfametoxazol/trimetoprim (SXT) 20.273 25.493
Norfloxacino (NOF) 20.92 23.08
Tabla 1. Comparacion de halos de sensibilidad (mm). Resultados de antibiograma vs Escherichia coli
ATCC 25922, en agar Mueller Hinton simple y enriquecido con Psidium guajava 1..1g/L Los valores
mostrados representan la media de tres experimentos.

Mueller Hinton
Escherichia coli
Prueba de sensibilidad a antibiéticos con discos para Gram negativos.

Figura 6.- Crecimiento de Escherichia coli (control positivo) agar
Mueller Hinton. Prueba de sensibilidad a antibidticos con discos para Gram
negativos. Siembra por abasto ajustada a la escala de Mc Farland 1.5 X 10%




Psidium guajava L.
Escherichia coli
Prueba de sensibilidad a antibidticos con discos para Gram negativos.

Figura 7.- Crecimiento de Escherichia coli (control negativo) agar

Mueller Hinton enriquecido con Psidium guajava L. Prueba de sensibilidad a
antibidticos con discos para Gram negativos. Siembra por abasto ajustada a la
escala de Mc Farland 1.5 X 108

Como se puede observar en la tabla niimero 2, el antibidtico amikacina a dosis de 30 pg/ml inhibe el
crecimiento de Escherichia coli con un halo de inhibicion que lo refiere como intermedio, pero el halo
de inhibicidon en presencia de Psidium guajava L se ve incrementado hasta en un 32%, para la

concentracion de 1g/L.

Concentracion R 1 S
(Resistente (Intermedio) (Sensible)
Amikacina 30mg/ml 14 15-16 17

o o7

Halo de inhibicién (mm)
Antibiotico Control Experimental con Psidium guajava L. 1g/L
Amikacina 15.826 21.046
Tabla 2.- Resultados de Amikacina vs Escherichia coli ATCC 25922, en agar Mueller - Hinton

simple y enriquecido con Psidium guajava L.1g/L. Los valores mostrados representan la media de tres

experimentos.




En el caso de la tabla nimero 3 se puede observar que la cefotaxima a dosis de 30 pg/ml inhibe el
crecimiento de Escherichia coli con un halo de inhibicion que lo refiere como intermedio, pero el halo

de inhibicién en presencia de Psidium guajava L se ve incrementado hasta en un 9%, para la

concentracion de 1g/L. (figura 7).

Concentracion R | S
(Resistente (Intermedio) (Sensible)
Cefotaxima 30mg/ml 22 23-25 26

Halo de inhibicién (mm)
Antibiético Control Experimental con Psidium guajava L. 1g/L
Cefotaxima 25.42 27.73
Tabla 3.- Resultados de cefotaxima vs Escherichia coli ATCC 25922, en agar Mueller Hinton simple
y enriquecido con Psidium guajava L.1g/L. Los valores mostrados representan la media de tres

experimentos.

Discusion de resultados

La Organizacion mundial de la salud (OMS) declaré que bacterias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de Salmonella spp tendran
escasas o nulas opciones de tratamiento debido a su alto grado de resistencia. Segun el informe de la
Comision O’Neill presentada a OMS por el gobierno del Reino Unido, unas 700 000 personas mueren
cada aflo por causas relacionadas con la resistencia a los antimicrobianos y se estima que la resistencia
bacteriana ocasionara 10 millones de muertes por afio para el 2050. (Avilés, 2021)

En los ultimos afios se ha observado un aumento en la resistencia antimicrobiana a nivel mundial,
especialmente en el grupo de bacterias conocidas como ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y

Enterobacter sp.), en este contexto, en el caso de K. pneumoniae, la cual en el periodo del 2013 al

2016 mostré un incremento en la resistencia a cefalosporinas en un 21.7% al 36.1% y referente a los




carbapenémicos de un 0.6% a un 2.9%; en lo que se refiere a P. aeruginosa se reportaron registros de
aislamientos multirresistentes en un 40.1% en los ultimos 20 afios, asi mismo se reporto, resistencia a
cefalosporinas, en especial a las de tercera generacion frente a Escherichia coli en un 4.6% a un
10.4%, especialmente en Latinoamérica. (De La Cadena et al., 2023).

Escherichia coli, es considerada una de las bacterias mas importantes a nivel mundial a la cual se le ha
asociado con diversas infecciones tales como infecciones del tracto urinario, meningitis y
enfermedades del tracto gastrointestinal. En un estudio realizado en el afio 2018 en seis hospitales de
Hermosillo, Sonora, México, se obtuvieron 6175 aislamientos bacterianos recopilados de diversos
medios (orina, exudado vaginal, exudado faringeo, heces) provenientes de pacientes que se
encontraban hospitalizados en seis nosocomios, se obtuvo que los microorganismos mas frecuentes
fueron Escherichia coli en un 40%, Staphylococcus aureus con 13.6%, Klebsiella pneumoniae con
7.5%, Pseudomonas aeruginosa con 6.9% y Staphylococcus epidermidis con un 6.4%; se observo que
la sensibilidad de Escherichia coli a los diversos antibioticos utilizados en el estudio fue de entre un
82% al 100% para aminoglucdsidos, en tanto para las cefalosporinas la sensibilidad fue de un 60% al
80% (Bolado y Nevarez, 2018).

En la actualidad, no se priorizan estudios en donde se evidencie el efecto de las plantas medicinales
como una alternativa de tratamiento para las diversas enfermedades bacterianas, asi como de los
metabolitos a los cuales se les atribuyen estos efectos. Las hojas de Psidium guajava L han sido
utilizadas a través de los afios alrededor del mundo para el tratamiento empirico de diversas
enfermedades, esto, debido a su actividad antioxidante, antimicrobiana, antihelmintica y astringente
por lo que en este trabajo se evalud el efecto antimicrobiano del extracto de Psidium guajava L.
(Lozoya et al., 2002), en especifico el efecto del extracto etandlico de Psidium guajava L contra la
resistencia de E. coli a diferentes antibioticos. Los resultados obtenidos mostraron un incremento de
los halos de inhibicion contra Escherichia coli en presencia del extracto de Psidium guajava L, este
incremento de la sensibilidad de la bacteria a los diversos antibioticos puede deberse a los
fitoquimicos presentes en la planta. En el 2010 se publicé un estudio en el que se determind la

fitoquimica del extracto de hojas de Psidium guajava L reportando la presencia del flavonoide

quercetina, un triterpenoide pentaciclico, el acido guajanoico; asi como, B-sitosterol, uvaol, acido




oleandlico y acido ursélico, los cuales mostraron efecto antimicrobiano ante la diarrea infecciosa.
(Birdi et al., 2010).

Usando la prueba de microdilucion se observé que los extractos acuoso y etanolico al 70% de hojas,
raiz y corteza tuvieron actividad contra Staphylococcus aureus (MICs=500, 125 y 250 [lg/mL
respectivamente; y en Bacillus subtilis, las MICs fueron de 500 [g/MI; sin embargo al evaluar el
efecto contra E. coli, los autores reportan que no fueron activos contra E. coli ni Pseudomonas
aeruginosa presentando una CMI mayor a 1000 [g/Ml. (Rogério et al., 2005). Otros trabajos
también han reportado actividad antimicrobiana contra E. coli, mostrando que el extracto de Psidium
guajava L. contiene componentes que ayudan a reducir la movilidad de la bacteria. (Birdi et al., 2010).
Otro estudio realizado en el 2020 para determinar la composicion quimica del extracto alcohdlico de
hoja de guayaba, asi como su efecto como inhibidor de la movilidad de Escherichia coli determind
que la quercetina es el principal compuesto responsable de actividad antibacteriana ante la diarrea
provocada por la bacteria. (Silva et al., 2020).

En un estudio publicado en el 2024 donde se estudio el efecto sinérgico de Psidium guajava Ly
penicilina procainica sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, y se observé un efecto
sinérgico, mejorando de manera notable la actividad antimicrobiana contra esta, esto, debido a que los
halos de inhibicion se vieron incrementados en comparacion con el extracto de Psidium guajava Ly la
penicilina procainica por separado. (Nhlanhla et al., 2024)

Mitra y colaboradores en el afio 2024 encontraron sinergia entre el extracto de Psidium guajava L'y
diversos antimicrobianos usados contra Escherichia coli. El patron de sensibilidad sin extracto de
Psidium guajava L que observaron fue para la cefuroxima en un 10%; cefotaxima 36.66%; cefalotina
23.33%; amikacina 70%; por el contrario, al analizar el patron de sensibilidad enriquecido con
Psidium guajava L arrojo los siguientes resultados: cefuroxima 26.66%, cefotaxima 60%, cefalotina
50%, amikacina 90%, lo cual indicd un efecto sinérgico significativo al estar en contacto con el
extracto de Psidium guajava L. (Mitra et al., 2024).

En el presente trabajo se observo un efecto sinérgico en presencia de Psidium guajava L, con algunos

antibioticos como ampicilina, cloranfenicol, nitrofurantoina, sulfametoxazol/trimetoprim, pero el que

presento mayor efecto fue amikacina , la cual, mostréo un incremento del halo de inhibicién con




respecto al control negativo del 32%, pasando de sensibilidad intermedia a sensible. De forma similar
la cefotaxima, paso de intermedio a sensible con un incremento del 9%, esto significa que el extracto
etandlico de las hojas de Psidium guajava presento efecto sinérgico con el uso de diferentes
antibidticos para G (-), siendo mas importante en amikacina y cefotaxima.

Los aminoglucoésidos se utilizan como terapia empirica para la sepsis grave y el shock, en especial la
amikacina la cual demostr6é ser mas activa frente a casi todas las cepas de E. coli resistentes a otros
aminoglucoésidos (Sanchez et al., 2004).

Cho et al., encontraron que la amikacina se utilizd exitosamente también en el tratamiento parenteral
ambulatorio para E. coli productora de B-lactamasa de espectro extendido (ESBL-EC) en pacientes no
tratados con carbapenem en un entorno con recursos limitados (Cho et al., 2015).

La amikacina se utiliza combinada en caso de infecciones multirresistentes del tracto urinario con
fosfomicina, (Cabrera et al., 2019) nitrofurantoina (Zhong et al., 2020).

Sin embargo, en el caso de la amikacina se ha observado que no siempre se alcanza la concentracion
maxima adecuada, quedando concentraciones subterapéuticas posteriores. (Roger et al., 2015)

Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente trabajo son importantes, ya que es posible
incrementar el efecto bactericida de amikacina contra E. coli, al presentar efecto sinérgico al utilizarla
de forma concomitante con Psidium guajava.

CONCLUSIONES

La presencia de Psidium guajava L, disminuyo el crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922
cuando se empled de forma concomitante con antibidticos como cefotaxima y amikacina, por lo que se
puede concluir que el extracto hidroalcoholico de las hojas de Psidium guajava L incremento el efecto
bactericida de dichos antibidticos.
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