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Resumen: El incremento de cepas patdgenas resistentes a
firmacos convencionales halimitado las opciones de tratamiento
médico. Ante ello surge la necesidad de buscar alternativas
terapéuticas. Muchas especies vegetales poseen enorme potencial
antimicrobiano que puede ser de gran utilidad. Objetivo:
determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Annona muricata L. sobre Staphylococcus aureus,
Streptococcus B — hemoliticos y Escherichia coli.

Métodos: se evaluaron 135
conformadas por 3 cepas de Staphylococcus aureus,
Streptococcus B-hemoliticos y Escherichia coli, ademds de 5

unidades  experimentales

concentraciones del extracto y 3 repeticiones del experimento.
Para determinar el efecto antibacteriano in vitro se emplearon
los métodos de disco difusién en agar y macrodilucién en caldo.
Se utilizé el extracto etandlico a concentraciones de 125, 250,
500, 750, 1000 mg/ml y solucién salina fisiolégica estéril como
control negativo.

Resultados: el extracto inhibié el crecimiento in vitro de
Staphylococcus aureus y Streptococcus B-hemoliticos. La mayor
inhibicién se observé a 1 000 mg/ml con halos inhibitorios
de 14,6 mm y 12,33 mm de didmetro, respectivamente. Para
Escherichia coli no se observé la formacidn de halos inhibitorios.
Las cepas de Streptococcus B-hemoliticos y Staphylococcus
aureus presentaron una concentracién minima inhibitoria de
250y 500 mg/ml, respectivamente.

Conclusién: el efecto antibacteriano in  vitro fue
directamente proporcional a cada concentracién empleada sobre
Staphylococcus aureus y Streptococcus B-hemoliticos. En el caso
Escherichia coli no se observé inhibicién de crecimiento.

Palabras clave: annona muricata, staphylococcus aureus,
streptococcus, escherichia coli, plantas medicinales, extractos
vegetales.

Abstract:
conventional drugs has limited medical treatment options.

The increase in pathogcnic strains resistant to

Given this, the need to seck therapeutic alternatives arises.
Many plant species have enormous antimicrobial potential
that can be very useful. Objective: to determine in vitro the
antibacterial effect of the ethanolic extract of Annona muricata
L. on Staphylococcus aureus, Streptococcus B - hemolytic and
Escherichia coli.
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Methods: 135 experimental units were evaluated, consisting of
3 strains of Staphylococcus aureus, Streptococcus B-hemolytic
and Escherichia coli, in addition to S concentrations of the
extract and 3 repetitions of the experiment. To determine the
antibacterial effect in vitro, the agar diffusion disk and broth
macrodilution methods were used. The ethanolic extract was
used at concentrations of 125, 250, 500, 750, 1000 mg / ml and
sterile physiological saline solution as negative control.

Results: the extract inhibited in vitro growth of Staphylococcus
aureus and Streptococcus B-hemolytic. The greatest inhibition
was observed at 1000 mg / ml with inhibitory halos of 14.6
mm and 12.33 mm in diameter, respectively. For Escherichia
coli the formation of inhibitory halos was not observed. The
Streptococcus B-hemolytic and Staphylococcus aureus strains
presented a minimum inhibitory concentration of 250 and 500
mg / ml, respectively.

Conclusion: the in vitro antibacterial effect was directly
proportional to each concentration used on the Staphylococcus
aureus and Streptococcus B-hemolytic. In the case of Escherichia
coli, no growth inhibition was observed.

Keywords: annona muricata, staphylococcus aureus,
streptococcus, escherichia coli, medicinal plants, plant extracts.

La aparicién de microorganismos que presentan genes de resistencia a diferentes firmacos sintéticos, es
un problema cada vez mads recurrente. Estos mecanismos de resistencia que son codificados a nivel de
cromosomas o pldsmidos conducen a la ineficacia del tratamiento e incrementan el costo destinado a la
recuperacién del paciente?.

Un ¢jemplo lo constituye Staphlylococcus aureus, un coco Gram positivo comtinmente encontrado
en el medio hospitalario e involucrado en numerosas infecciones nosocomiales, principalmente en
pacientes inmunodeprimidos. Produce cuadros infecciosos y toxigénicos a nivel cutineo, de mucosas,

pleuropulmonares, entre otros 3.La aparicion y propagacion del S. aureus resistente a la meticilina limita atn
mds las opciones de tratamiento4.

Otros patdgenos Gram positivos que han generado resistencia a los antibiéticos son los Streptococcus 8
- hemoliticos del Grupo A. Estas bacterias son causantes de la faringoamigdalitis aguda y otras infecciones
de tipo sistémicas (fiebre reumdtica, glomerulonefritis postestreptocécica y endocarditis)’. Asi también
Escherichia coli es un patdgeno bacteriano que predomina en la microbiota intestinal. Usualmente esta
presente de forma inocua, pero puede llegar a ocasionar infecciones entéricas, diarreicas y urinarias®. Este
microorganismo Gram negativo ocasiona la mayoria de infecciones urinarias comunitarias. El alarmante
incremento de su resistencia antibidtica estd asociado al uso desmedido de los antimicrobianos, lo que
favorece a la sintesis de enzimas betalactamasas de espectro extendido”®.

En Pert, el potencial farmacoldgico de las plantas ha despertado un gran interés. Se vienen realizando
multiples investigaciones cuya finalidad es corroborar los conocimientos de la medicina tradicional’. Asi se
encuentra Annona muricata L., un arbol que mide entre 5y 10 m de longitud. Es conocido en Pert como
guandbana y forma parte de la familia Annonaceae. Se le encuentra principalmente en zonas con climas
tropicales como el centro y sur de América, de donde es originario '°. Sus hojas son utilizadas empiricamente

por sus propiedades antiparasitarias, antibacterianas, antidiarreicas, antiglicémicas y antitumorales'®!!,
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Estudios de caracterizacion fitoquimica de sus hojas han demostrado la presencia de polifenoles, esteroides,
alcaloides (muricina y muricinina), taninos, flavonoides, saponinas y acetogeninas“’lz.

De modo que la guanibana posee un gran potencial fitomedicinal, lo que fomenta la realizacién de
nuevos estudios que permitan contribuir al conocimiento de sus propiedades ya reportadas. Asimismo,
buscar terapias alternativas para controlar las infecciones ocasionadas por patdgenos de importancia clinica.
Sobre todo, si se considera la creciente capacidad de desarrollar resistencia a muchos de los medicamentos
convencionales. Ante ello se planteé como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de Annona muricata L. frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus B — hemoliticos y
Escherichia coli.

MATERIAL Y METODOS

El estudio fue experimental de estimulo creciente cuya poblacién estuvo constituida por cepas de S. aureus,
St. B — hemoliticos y E. coli. La muestra estuvo conformada por 135 unidades experimentales (3 cepas de S.
aureus, 3 cepas de St. B-hemoliticos y 3 cepas de E. coli, 5 concentraciones del extracto, 3 repeticiones). Las
cepas bacterianas fueron proporcionadas por el cepario del laboratorio de Microbiologia de la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo situada en la avenida Juan XXIII 391, provincia de Lambayeque, departamento
de Lambayeque, Perut.

Lashojas de A. muricata se recolectaron en el distrito de Monseft, provincia de Chiclayo, departamento de
Lambayeque, Perti (6°52°55°'S79°52'11"'0O) a 11ms.n.m. Un espécimen vegetal completo fue trasladado
al Herbario Pedro Ruiz Gallo para su identificacion, caracterizacién vy certificacion (Cédigo de registro N
° 17883).

Preparacién del extracto etandlico A. muricata

Antes de iniciar el proceso se desinfect6 las hojas de guandbana con hipoclorito de sodio al 2% y enseguida
se utiliz6 agua destilada estéril para enjuagarlas. Se deshidrataron 3 kg de hojas manteniéndose en el horno a
una temperatura de 60°C durante 72 horas. El material vegetal seco fue triturado utilizando un mortero.

Las hojas pulverizadas y pesadas se colocaron dentro de un vaso de precipitacién estéril conteniendo
ctanol al 960 como solvente (1:2 m/v). El preparado se dejé macerar realizando continuamente movimientos
rotacionales a temperatura ambiental y sin mantener contacto directo con la luz solar. Después de 7 dias, se
fileré el producto tres veces con papel para filtrar Whatman N°1.

El extracto total se llevé al rotavapor para obtener el extracto seco. Al extracto seco se le adiciond etanol
al 40° (1:1 m/v), obteniéndose la solucién madre de 1000 mg/ml. Con la solucién madre se realizaron
concentraciones a 125, 250, 500, 750, 1000 mg/ml. Cada concentracién se colocd en un vial estéril
refrigerandose hasta iniciar el experimento.

Susceptibilidad antibacteriana mediante disco difusién en agar

Se emplearon cajas Petri conteniendo agar Miiller-Hinton con previo control de esterilidad. Los in6culos
bacterianos fueron sembrados por separado utilizando hisopos estériles (dispersién en la superficie de las
placas). Los discos estériles fueron embebidos con el extracto etandlico a 125, 250, 500, 750, 1000 mg/ml y
la solucién salina fisioldgica estéril (control negativo). Se secaron en el interior de una cabina de bioseguridad
Nivel II. Cada disco se colocé sobre el agar a una distancia promedio de 20 mm entre si y se dejaron reposar
por 15 minutos, para luego incubarse a 37°C por 24 horas. Transcurridas las 24 horas, se midié la longitud
de las zonas de inhibicién observadas incluyéndose el diametro del disco (mm)*?.

Concentracién minima inhibitoria (CMI) mediante la macrodilucién en caldo

El método macrodilucién en caldo se realizd segun lo establecido por el Instituto Nacional de Salud del
Perti (Norma Técnica N° 30). Se empled una bateria de doce tubos de ensayo estériles, donde el tubo N°11
sirvid como un control positivo (in6éculo bacteriano) y el tubo N°12 como control negativo (sin crecimiento).
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Los tubos fueron incubados a 35°C durante 16 — 20 horas, para luego determinar la CMI. Dicho valor se
obtuvo teniendo en cuenta el tubo con ausencia de turbidez al compararse con control negativo.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron tabulados y analizados con el software Minitab® 18 para Windows® versiéon
8. El Andlisis de Varianza (ANOVA) se aplicé para comparar la inhibicién bacteriana obtenida con cada
concentracion del extracto y con las cepas utilizadas. Asimismo, se realizé el test de Tukey para determinar
el efecto del extracto a diferentes concentraciones sobre S. aureus y St. B-hemoliticos.

RESULTADOS

Se evaluaron 5 concentraciones del extracto etandlico (125, 250, 500, 750 y 1 000 mg/ml). El didmetro de
las zonas inhibitorias de S. aureus y St. B-hemoliticos presenté una creciente tendencia considerando las

concentraciones utilizadas.
La concentracién de 1000 mg/ml logré mayor inhibicién de S. aureus y St. B-hemoliticos observiandose
halos inhibitorios de 12,33 mm y 14,66 mm, respectivamente (Tabla 1).

TABLA 1
Diametros promedio de halos inhibitorios de S. aureus, St. B-hemoliticosy E. coli

ConcentracionesPromedio de los Halos inhibitorios {znm)

del extracto S. aureus S5t.B - E coli
{mg /mlL}) . hemoliticos

125 5,00 7,88 Mo

presento

250 6,88 10,44 e

presento

500 933 11,88 No

presento

750 10,77 13,00 e

presento

1000 12,33 14,66 Mo

presento

El extracto etanélico a 125, 250, 500, 750 y 1000 mg/ml inhibié el crecimiento de S. aureus (Figura 1) y
St. B-hemoliticos (Figura 2).
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FIGURA 1

Halos inhibitorios de S. aureus ocasionados por el extracto etanélico de A. muricata
Elaboracion Propia

FIGURA 2.
Halos inhibitorios St. B-hemoliticos ocasionados por el extracto etandlico de A. muricata
Elaboracién Propia

La concentracién de 125 mg/ml ocasiond zonas de inhibicién de 5,00 y 7,88 mm, respectivamente. No se
visualizé inhibicién del crecimiento in vitro de E. coli

(Figura 3).
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FIGURA 3.
Halos inhibitorios E. coli ocasionados por el extracto etandlico de A. muricata
Elaboracién Propia

El Andlisis de Varianza (ANOVA) evidencié diferencias significativas entre la inhibicién de S. aureus y St.
B-hemoliticos respecto a las concentraciones evaluadas (Tabla 2).

TABLA 2
Andlisis de Varianza de didmetros promedio de los halos
inhibitorios de S. aureus, St. B-hemoliticos y E. coli

Cepa 82,04 4 2051 526 <005

Concentracion 112962 4 08241 7241  <0,05
k3

Cepa .. 35,29 18 221 057

concentracion

Error 234 &0 3,9

La prueba de Tukey mostré que los didmetros promedio de los halos inhibitorios fueron directamente
proporcionales al incremento de la concentracién del extracto (Tabla 3).
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TABLA 3
Test de Tukey de halos de inhibicién promedios para cepas de S. aureus, St. B-hemoliticosy E. coli

Cepas .H#D? de MNivel de
bacterianas thblcwnSi nificancia
(mm) 8
SA1 B A
SAZ 8,33 A
SAZ 5,53 B
SEH1 10,67 &
SEHZ 10,73 &
SEHZ 2,73 B

* Staphylococcus aureus (SA1, SA2, SA3)
* Streptococcus B - hemoliticos (SBH1, SBH2, SBH3)

*Con letras iguales:No diferencias signicativas

*Con letras diferentes:Existen diferencias signicativas
Discusion

Se evalud el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de A. muricata frente a S. aureus,
St. B-hemoliticos y E. coli. Las cepas de S. aureus y St. B-hemoliticos fueron sensibles a las
diferentes concentraciones del extracto, obteniéndose halos de inhibicién de hasta 12,33mm y 14,66mm,
respectivamente. Mientras que E. coli mostré resistencia al extracto (Tabla 1). Solo se evaluaron tres cepas
de cada especie bacteriana, presentandose como limitacion del estudio.

Las hojas de la guandbana poseen gran cantidad de principios activos con significativo potencial
terapéutico. Se ha identificado flavonoides (kaenferol, morina, miricetina, quercetina) que se unen a enzimas,
transportadores de hormonas e iones de hierro, cobre y zinc. Es decir, se comportan como antioxidantes que

eliminan radicales libres y fomentan el transporte de electrones, lo que favoreceria su efecto antimicrobiano

y antiinflamatorio’®.

Especies pertenecientes al género Annona poseen compuestos policétidos llamados acetogeninas, a
los cuales también se les atribuye importantes propiedades antimicrobianas. Las acetogeninas ejercen su
efecto a nivel del complejo NADH - ubiquinona oxidorreductasa, afectando el trénsito de iones cargados

negativamente a través de la cadena respiratorials. Dichos compuestos modulan la produccién de ATP,
gracias a los anillos tetrahidrofurano (THF) y y-lactona que presentan. Ademds, bloquean las cascadas de
protones y con ello la respiracién celular, afectando la viabilidad de las células16.

Un estudio evidencié la accién de la acetogenina annonacina sobre una linea celular de carcinoma de
vejiga, reportandose incrementos del sodio mitocondrial. Esto favorece la desgranulacién de la membrana
mitocondrial, dafando la estructura celular y desencadenando su muerte. Asi también el incremento de
proteinas plegadas a consecuencia de las Especies Reactivas del Oxigeno (ROS) liberadas. Esto ocurre
producto de la sintesis de aductos “proteina-ROS” y activa la muerte celular17.

Resultados similares reportaron Abadie et al.'® al evaluar el extracto hidroalcohédlico de A. muricata sobre
S. aureus, P. aeruginosa y E. coli. Las cepas de S. aureus mostraron sensibilidad al extracto, registrdndose
halos inhibitorios de 11,05 mm de didmetro. Mientras que no se limité el crecimiento in vitro de E. coli y
P. aeruginosa.

Ademis, al evaluar el efecto inhibitorio del extracto metanélico de guandbana sobre diversas bacterias
Gram positivas y negativas se demostrd mayor inhibicién de E. faecalis, S. typhimurium, B. subtilis, Klebsiella
sp, E. coliy St. pyogenes.
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Este fendmeno se explicaria en el hecho de que el extracto afecta el ciclo de crecimiento bacteriano e
induce rapidamente la muerte celular, respecto al control empleadolg,zo. A diferencia de Solomon-Wisdom

et al.*’, en esta investigacién no se observé susceptibilidad in vitro de E. coli. Esto puede ocurrir debido a la
procedencia de las cepas y la aparicién de especies microbianas cada vez mas patdgenas.

En este sentido diversos estudios han reportado mayor actividad inhibitoria de la guandbana frente a
especies bacterianas Gram positivas. Caso contrario se observa con las especies Gram negativas donde se ha
encontrado una notable resistencia, lo que coincide con esta investigacion. Esto se deberia a que presentan
una pared celular con estructura de mayor complejidad. La membrana externa de naturaleza lipolisacarida y
las porinas limitan el paso de los metabolitos secundarios. Los compuestos anfipaticos pueden actuar como
bombas que impiden el ingreso de estos compuestos21. También influyen factores como el tipo de especie
bacteriana, aparicién de mutaciones, tiempo de desarrollo de la planta, condiciones del suelo donde crece,

cantidad de componentes quimicos extraidos®,

El anilisis de varianza evidenci6 diferencias significativas entre los didmetros de las zonas inhibitorias de
S. aureus y St. B-hemoliticos, las concentraciones del extracto y las interacciones producidas entre ambos. El
efecto antibacteriano de A. muricata fue independiente del tipo de cepa bacteriana utilizado, observdndose
susceptibilidad a cada una de ellas (Tabla 2). Asimismo, con el test de Tukey se demostrd una relaciéon
directamente proporcional a la concentracién empleada y efecto antibacteriano (Tabla 3). Las cepas de St. B
— hemoliticos y S. aureus presentaron una CMI de 250 y 500 mg/ml, respectivamente. En el caso de E. coli
no se registr6 inhibicién del crecimiento a las concentraciones evaluadas.

Las propiedades terapéuticas que posee de la guandbana, la convierten en una especie vegetal de gran
utilidad para el desarrollo de firmacos. Por lo que en un futuro podria ser considerada como una alternativa
viable y accesible ante el incesable incremento y diseminacién de los patégenos bacterianos resistentes a
multiples firmacos usados convencionalmente.

En conclusién, el extracto etandlico elaborado a base de las hojas de A. muricata posee efecto antibacteriano
frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus B- hemoliticos. Sin embargo, no inhibié el crecimiento in
vitro de Escherichia coli. Dicho efecto estuvo relacionado con la concentracidn del extracto observindose
mayor inhibicién a 1000 mg/ml.

Conflicto de intereses: los autores declaran que no existe conflicto de intereses.
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