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RESUMEN

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de
Musa cavendishii Lamb. (platano morado) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Materiales y métodos: Se realiz6
un estudio experimental longitudinal, de nivel explicativo. La muestra vegetal de estudio fue
recolectada en el centro poblado de Naranjal, distrito de San Ramon, provincia de
Chanchamayo departamento de Junin. Para evaluar la actividad antibacteriana se usé la
técnica de Difusion en Agar (Método de Kirby-Bauer), distribuidos en extractos
concentrados al 10%, 25%, 50% y 75%, un control (+), un control negativo (-) y un blanco,
con 3 repeticiones en placas de agar Mueller-Hinton para S. aureus y agar Mueller-Hinton
suplementado con sangre para S. pyogenes. La incubacion se realizd a una temperatura de
35°C durante 24, 48 y 72 horas. Posteriormente, la informacion se registrd6 mediante un
instrumento de recoleccion de datos para luego ser procesados mediante el software
estadistico SPSS vs 21. Resultados: El extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb
tiene actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, observandose el
mayor halo de inhibicion de 9.0 mm al 75% a las 24 horas. Ademas, se evidencio actividad
antibacteriana frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615, observandose un halo de
inhibicién de 12.0 mm al 50% a las 24 horas y un halo de inhibicion de 14.63 mm a las 48 y
72 horas, presentando una mayor eficacia inhibitoria del extracto hidroalcohdlico al 50 %
frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615. El anélisis estadistico mediante la prueba de
Anadlisis de Varianza (ANOVA) y la comparacion de medias de Duncan (p<0.05) determin6
que existe diferencia significativa entre las dos cepas ensayadas y las diferentes
concentraciones del extracto. Por otro lado, el tamizaje fitoquimico demostro la presencia de
componentes bioactivos como alcaloides, taninos, compuestos fenoles, terpenos, glicosidos
y saponinas que podrian estar implicados en la inhibicion bacteriana. Conclusién: El extracto
hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) tiene efecto antibacteriano
frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 al 75% y Streptococcus pyogenes ATCC 19615
al 50%.

Palabras clave: Savia de Musa cavendishii Lamb, extracto hidroalcoholico, actividad

antibacteriana, agar, halo de inhibicién, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.



ABSTRACT

Objective: Determine antibacterial activity in vitro of the hydroalcoholic extract of Musa
cavendishii Lamb. (purple banana) versus the strain of Staphylococcus aureus ATCC 25923
and the strain of Streptococcus pyogenes ATCC 19615. Materials and methods: An
explanatory level longitudinal experimental study was carried out. The vegetable sample
study was collected in the center of Naranjal, district of San Ramon, Chanchamayo province,
Junin department. To evaluate the activity antibacterial, the Diffusion in Agar technique
(Kirby-Bauer method) was used, distributed in concentrated extracts at 10%, 25%, 50% and
75%, a control (+), a negative control (-) and a blank, with 3 replicates on Mueller-Hinton
agar plates to S. aureus and Mueller-Hinton agar supplemented with blood for S. pyogenes.
The Incubation was performed at a temperature of 35 ° C for 24, 48 and 72 hours.
Subsequently, the information was recorded using an instrument for collecting data to then
be processed using the statistical software SPSS vs 21.

Results: Hydroalcoholic extract of Musa cavendishii Lamb has activity antibacterial against
Staphylococcus aureus ATCC 25923, observing the biggest halo of inhibition of 9.0 mm at
75% at 24 hours. Moreover, activity was evidenced antibacterial against Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, showing a halo of inhibition of 12.0 mm at 50% at 24 hours and a
halo of inhibition of 14.63 mm at 24 hours 48 and 72 hours, presenting a greater inhibitory
efficacy of the hydroalcoholic extract at 50% off Streptococcus pyogenes ATCC 19615.
Statistical analysis using Analysis of Variance (ANOVA) test and Duncan's mean
comparison (p <0.05) determined that there is a significant difference between the two strains
tested and the different concentrations of the extract. On the other hand, phytochemical
screening showed the presence of bioactive components such as alkaloids, tannins, phenolic
compounds, terpenes, glycosides and saponins that could be involved in bacterial inhibition.
Conclusion: Hydroalcoholic extract of Musa cavendishii Lamb. (purple banana) has
antibacterial effect against Staphylococcus aureus ATCC 25923 at 75% and Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 50%.

Keywords: Sap of Musa cavendishii Lamb, hydroalcoholic extract, activity antibacterial,

agar, inhibition halo, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha incrementado el interés de la comunidad cientifica por el estudio
de productos naturales medicinales debido a que son una fuente importante de principios
activos, aproximadamente el 30% de los farmacos empleados en los paises industrializados
se han fabricado a partir de productos naturales medicinales siendo los mas conocidos por su
gran utilidad clinica la morfina y la codeina, alcaloides extraidos del opio, el jugo extraido
de la adormidera Papaver somnifeum, glucosidos cardioténicos como la digoxina obtenido
de las hojas de Digitalis lanata, la digitoxina obtenido de la Digitalis purpurea, y los
alcaloides con efecto antimuscarinico, atropina (o dl-hiosciamina), extraida de las plantas
Atropa belladona y Datura stramonium®?2.

El uso de productos naturales medicinales como sustitutos de farmacos se viene aplicando
desde la antigliedad para el tratamiento de diversas enfermedades que afecta a la poblacion,
dentro de dichos productos, el platano es usado como un antibacteriano segin refieren los
pobladores del distrito de San Ramon, Junin. El platano tiene diversas propiedades
medicinales, la savia sirve para tratar una variedad de enfermedades, incluyendo la lepra, la
fiebre, trastornos digestivos, hemorragia, epilepsia, hemorroides y picaduras de insectos
porque se relaciona con propiedades astringentes. También se le atribuye propiedades
antidiarreicas, antioxidantes y antimicrobianos. Sus flores se utilizan para tratar la disenteria,
Ulceras y bronquitis, ademas se considera un buen alimento para los diabéticos, asi mismo
contiene neurotransmisores como la norepinefrina, serotonina y dopamina, mensajeros

quimicos del sistema nervioso®.

En los ultimos afios el aumento de la incidencia de infecciones en la piel y partes blandas
producidas por Staphylococcus aureus Yy Streptococcus pyogenes adquirida en la comunidad
ha sido elevada en América, mientras que en Europa y Espaiia parece ser mucho menor*. S.
aureus y S. pyogenes son las principales especies patdgenas causante de infecciones
bacterianas en la piel y tejidos blandos, faringitis aguda, infecciones cutaneas y sistémicas,

bacteriemia, sepsis, peritonitis, neumonia y endocarditis, produciendo mecanismos



patdégenos en infecciones cronicas persistentes, incluso es necesario la intervencion

antibiotica o quirtrgica®®”.

En la selva central ciertos pobladores utilizan la savia del platano para tratar las infecciones
en la piel. Segun los pobladores de la zona indicaron que la savia del platano logro aliviar las

infecciones en la piel producidas por cortes ocasionados en accidentes laborales.

Considerando que la mayoria de las infecciones son causadas principalmente por
Staphylococcus aureus y en algunos casos por Streptococcus pyogenes, y tomando como
referencia las propiedades atribuidas al platano indicada por los pobladores, ademéas de
algunas investigaciones referentes sobre la actividad antimicrobiana de sus principios
activos. El presente trabajo pretende demostrar la actividad antibacteriana in vitro del
extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615, para
dar a conocer el uso adecuado y seguro de la propiedad antibacteriana del platano en las

comunidades alejadas las cuales pocos tienen acceso a una atencion primaria de salud.



1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

Seguln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la resistencia antibidtica genera
un gran problema a nivel mundial en los paises desarrollados y en vias de desarrollo.
La resistencia a los antibioticos ensancha la duracion de las enfermedades y amplia
el riesgo de muerte. Se calcula que las personas infectadas por Staphylococcus
aureus resistente tienen la probabilidad de morir un 64% mayor que las infectadas

por cepas no resistentes, ademas de aumentar el costo de la atencién sanitaria®.

En el afio 2018, la OMS ha revelado que 500 000 personas de 22 paises presentaron
resistencia a los antibioticos, siendo Staphylococcus aureus la bacteria mas

frecuente®.

En los ultimos afos, la incidencia de infecciones por Staphylococcus ha aumentado
significativamente debido a la gravedad de su virulencia y resistencia. La especie S.
aureus es importante no solo porque ocasiona infecciones en diversas partes del
organismo humano, sino porque es una de las principales bacterias implicadas en
causar infecciones de la piel y tejidos blandos en Latinoamérica, especificamente en
algunos sectores de la poblacion desfavorecida por la falta del sistema de salud™®. Las
infecciones mixtas en la piel son mayormente causadas por Staphylococcus aureus en
combinacion con Streptococcus pyogenes, principal patdgeno estreptocécico

causante de faringoamigdalitis e infecciones cuténeas.

El tratamiento para las enfermedades causadas por Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes esta basada en reducir el crecimiento bacteriano usando
farmacos de eleccion. Sin embargo, segun la literatura se ha manifestado ciertos
beneficios potenciales para la salud que se obtienen gracias al consumo de ciertas
frutas, verduras y plantas medicinales. Por ejemplo, el platano posee ciertas
propiedades medicinales altamente favorables para tratar infecciones causadas por

bacterias, siendo para ellos més factible y econémico.



En el Peru existe una elevada prevalencia sobre la prescripcion de diversos
antibidticos superando el 50%, esta cifra se encuentra por encima de los valores
reportados internacionalmente siendo del 20.0 — 40.0 %. EI consumo innecesario 0
inadecuado de los antibidticos genera resistencia a ellos, lo que conlleva a un gran
problema de salud en el manejo de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, hoy
en dia existe una tendencia en cuanto al uso de plantas medicinales de origen natural
con beneficios terapéuticos, el cual brinda otra alternativa para tratar infecciones

causadas por microorganismos patdgenos.

Muchas de las comunidades que no tienen acceso a un centro de salud, se ven
obligados a usar como alternativa terapéutica plantas medicinales para tratar
infecciones causadas por microorganismos patdégenos como el S. aureus y S.
pyogenes. Estos microorganismos habitan de manera natural en la piel, pero pueden
ingresar por una ruptura causada por cortes y raspaduras. Esta infeccion puede
propagarse a través del torrente sanguineo y afectar érganos distantes si no es tratado

a tiempo*,

Con el presente trabajo de investigacion se espera encontrar actividad antibacteriana
in vitro del extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)
frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, asi brindar un aporte para reducir el indice de resistencia

bacteriana aprovechando los recursos naturales.



1.2. Formulacion del problema

1.2.1. Problema general

¢ Tendra actividad antibacteriana in vitro el extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb (platano morado) frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615?

1.2.2. Problemas especificos

¢Cuales son los metabolitos secundarios principales del extracto

hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb (platano morado)?

¢ Cual es el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii
Lamb (platano morado) en concentraciones de 10%, 25%, 50% y 75% frente
a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615?

¢ Cual sera la concentracion efectiva inhibitoria del extracto hidroalcoholico
de Musa cavendishii Lamb (platano morado) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615?



1.3. Objetivos

1.3.1.

1.3.2.

Obijetivo general

Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohélico de
Musa cavendishii Lamb. (platano morado) frente a la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Obijetivos especificos

Determinar cualitativamente los principales metabolitos secundarios mediante
tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb.

(platano morado).

Identificar el efecto inhibitorio del extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (Platano morado) en concentraciones de 10%, 25%, 50% y
75% frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Identificar la concentracion efectiva inhibitoria del extracto hidroalcohodlico
de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de Streptococcus pyogenes
ATCC 19615.



1.2 Justificacion

Las infecciones causadas por bacterias y su resistencia ante los medicamentos se
asocian a una mayor morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

La resistencia antibacteriana pone en riesgo la salud de los individuos que demandan
de tratamiento del especialista como en el caso de combatir las infecciones producidas
por Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, que generan problemas
mayores como discapacidad e incluso la muerte del paciente. Por ello, los
profesionales de la Salud, entre ellos el Quimico Farmacéutico dentro de sus
facultades, le corresponde orientar e informar a los pacientes sobre el uso racional de

medicamentos, principalmente antimicrobianos y evitar la automedicacion.

El estudio de las plantas medicinales presentes en nuestro pais incrementa la matriz
productiva de una manera que mejora la economia, ademas del desarrollo social,
educativo y cultural, beneficiando en el costo y en la accesibilidad en personas de
bajos recursos economicos, en comparacion a los productos farmacéuticos,
ofreciendo asi ventajas terapéuticas y complementarias que sirve para disminuir la

incidencia de infecciones microbianas comenzando por la atencién primaria de salud.

Es por ello que determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb (platano morado) frente a las cepas de S.
aureus y S.pyogenes, tiene como proposito utilizar esta planta como alternativa
terapéutica para reducir el uso de farmacos que generan la resistencia bacteriana,

ademas de ser productos naturales de facil acceso y con un menor costo.



2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

2.1.1 Internacionales

Mayorga J.11, realiz6 un estudio in vitro del efecto inhibitorio del extracto de la
Musa paradisiaca frente a Porphyromona gingivalis, en Quito - Ecuador
(2017). Concentré los extractos en 25%, 50% y 100% siendo la ultima
concentracion la que formo un halo inhibitorio notable frente a Porphyromona
gingivalis. Utiliz6 clorhexidina como control positivo y agua destilada como
control negativo. Sus resultados muestran un halo de inhibicion con un valor
méaximo de 13mm en el extracto puro al 100% sobre la Porphyromona
gingivalis. Concluyd gue el extracto de la Musa paradisiaca en concentraciones

50% y 100% presentaron un mayor efecto inhibitorio.

Molina G. et al.'?, evaluaron la actividad anti Mycobacterium tuberculosis de
extractos de hexano, acetato de etilo y etanol de todas las partes de Musa
paradisica frente a una cepa sensible (H37Rv) y otra resistente (CIBIN-99), en
la ciudad de México (2016). Para ello, utilizaron el ensayo del Alamar Azul en
micro placa siendo la concentracion minima inhibitoria de 630 pg/mL contra la
cepa sensible H37Rv y la cepa resistente CIBIN-99. Observaron que el extracto
hexanico de las hojas y el extracto de acetato de etilo del rizoma del espécimen
tiene actividad anti-M. tuberculosis, expresando una potencia por las hojas y el
rizoma de Musa paradisiaca colectada en invierno contra M. tuberculosis

sensible o farmacorresistente moderada.

Noles T.23, evalu6 la capacidad antibacteriana de los taninos del platano verde
frente a Staphylococcus aureus ATCC:12600, en la ciudad de Cuenca - Ecuador
(2018). Para la extraccién de los taninos usé dos tecnologias: maceracion y
agitacion. Para ello utilizd dos solventes (agua destilada y etanol) para la
cascara y el fruto. Los dos extractos preparados por agitacion (ACE) y



maceracion (MCE) utilizaron etanol. Los resultados en la prueba de sensibilidad
por discos, evidencio un halo de inhibicion con porcentajes altos para el extracto
ACE con 27.45% y 34.31% para el extracto MCE. Concluy6 que los taninos
extraidos del platano verde tienen actividad antibacteriana sobre el género
Staphylococcus aureus, exhibiendo halos de inhibicion entre los 7 y 12 mm en

extracto acuoso y etanolico de la cascara y el fruto.

Tamri P, et al.*, evaluaron la actividad de curacion del extracto de la céscara
de platano en heridas de conejo, en Iran (2016). Para inducir la herida de grosor
completo en conejos, utilizaron el modelo de herida por escision. Trabajaron
con grupos control negativo, control estandar y de tratamientos, los cuales se
administraron topicamente dos veces al dia. Para evaluar la curacion fue
mediante la contraccion de la herida y la tasa de revitalizacion aplicando
resistencia a la traccion de la muestra de tejido de la herida. Observaron una
alta tasa de contraccion de la herida (P <0.05), presentdé una disminucién
significativa en el periodo de epitelizacion (P <0.05) y una alta resistencia a la
rotura de la piel (P <0.01) en animales tratados con piel de platano. Concluyeron
que el extracto hidroalcoholico de las cascaras de platano tiene fuerte potencial
para la curacion de heridas y también puede usarse para diferentes tipos de

heridas en humanos.

Kapadia, et al.'®, determinaron la actividad antimicrobiana de la cascara de
platano en extracto alcoholico frente a las cepas de Porphyromonas gingivalis
y Aggregatibacter actinomycetemcomitans, en India (2015). Para el estudio
utilizaron el método de difusidn en agar para evaluar la actividad antibacteriana
frente a las cepas estandar de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans y el
método de dilucion de caldo en serie para determinar la concentracion minima
inhibitoria. Los resultados para el extracto alcohdlico de la cascara de platano,
revel6 un halo de inhibicién de 15 mm para P. gingivalis y 12 mm de halo para

A. actinomycetemcomitans. Concluyeron que el extracto alcoholico de cascara



de platano tiene actividad antimicrobiana contra P. gingivalis y A.

actinomycetemcomitans.

2.1.2 Nacionales

Alcalde M., determiné la eficacia de savia de Musa acuminata (platano)
como bactericida sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis, en
concentraciones de 25%, 50%, 75% y 90%, en Trujillo- Pert (2017). En este
trabajo se utilizo el método MOODS, y se obtuvo en los resultados que en las
concentraciones seleccionadas hay crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis observadas mediante un microscopio éptico, ademas se encontro
Unidad Formadora de Colonias UFC >2, lo cual determina resistencia a dicho
microorganismo. Sin embargo, al trabajar 10 cepas diferentes por duplicado
tuvieron resultados indeterminados expresados en 1 unidad formadora de
colonias (UFC). El trabajo concluy6 que no hay eficacia bactericida de “savia
de Musa acuminata” (platano) sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis en

distintas concentraciones.

Bonilla J. y Gonzales E.Y, investigaron el efecto antibacteriano del extracto
liquido de Musa acuminata (Platano) var. Seda a concentraciones de 5, 10, 20,
30 %v/v frente a cinco cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
aisladas de pacientes con infecciones de vias respiratorias del Hospital
docente Belén, Lambayeque - Pert (2017). Comprobaron el efecto inhibitorio
siguiendo la metodologia de siembra por el método de extension en superficie
en placas con agar nutritivo con el extracto liquido de Musa acuminata
(Platano var. Seda) y el bioensayo de toxicidad con Nauplius de Artemia
salina. El extracto liquido de Musa acuminata en concentraciones de 5, 10,
20, 30%uv/v inhibié a S. aureus resistente a meticilina con una completa
inhibicion al 30% v/v en las cepas 3, 4 y 5. A la misma concentracion la
inhibicion fue menor en las cepas 1 y 2 con un crecimiento final de 3x105
ufc/mL y 6x105 ufc/mL, siendo el efecto inhibitorio dependiente de la cepa 'y
directamente proporcional a la concentracion. Ademas, indicaron que el

extracto liquido de Musa acuminata (Platano) Var. Seda no es toxico para
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Artemia salina. Concluyeron que el extracto de Musa acuminata “platano”
var. Seda a las concentraciones de 5, 10, 20, 30 % v/v tiene efecto inhibitorio
frente a las especies de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y no

resulto ser toxico frente a Artemia salina.

Ortiz F.18, realizd una investigacion con el objetivo de determinar el efecto
antibacteriano de la Musa acuminata (platano) frente al Enterococcus faecalis
ATCC 29212 — in vitro en Trujillo, PerG (2018). El estudio fue de tipo
prospectivo, transversal, comparativo y experimental. Su muestra consistio en
12 repeticiones para la sensibilidad bacteriana y 12 repeticiones para la
Concentracion Minima Inhibitoria de la M. acuminata al 50%, 100%, un
control positivo y control negativo. Dentro de sus resultados revelaron
similitud al determinar la susceptibilidad del E. faecalis frente al extracto
etanolico de M. acuminata al 100% con la clorhexidina al 0.12%, y un menor
efecto en la concentracion del extracto etandlico al 50%. Ademas,
comprobaron la CMI del extracto de M. acuminata frente al E. faecalis, el cuél
mostré un parecido entre el extracto etandlico al 100% y la clorhexidina al

0.12%, pero el extracto etanolico al 50% tuvo menos efecto. Concluy6 que la

M. acuminata (platano) presenta efecto antibacteriano frente al E. faecalis.

Loyaga M., realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar el efecto
antifungico del extracto hidroetanélico de Musa paradisiaca (platano) frente
a la cepa de Candida albicans ATCC 10231, Trujillo (2019). En su estudio
utilizé las concentraciones de 10%, 30% Yy 50% del extracto hidroetandlico.
Utilizo método de difusion en agar con medio de cultivo agar Sabouraud.
Coloco en placas petri concentraciones de 10%, 30% y 50% del extracto
hidroetandlico, siendo su control positivo Nistatina y control negativo etanol
96%. Su resultado frente a la actividad antifingica en las distintas
concentraciones del extracto varia, segin se muestra en el ANOVA (p=0.000),
al compararlas entre si, segun la prueba de Duncan mostré una mayor

actividad al 50%. Concluyd que el extracto hidroetandlico de Musa
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paradisiaca al 50% presenta mayor efecto antifungico sobre las cepas de

Candida albicans.

Tasayco N.?°, con el objetivo de determinar la medida en que la savia
liofilizada de la Musa acuminata Colla incide en la seguridad y actividad
antiulcerosa en ratas inducidas a uUlcera géstrica in vitro, Lima (2017). La
actividad antiulcerosa evallo en ratas inducidas a Ulcera gastrica con
indometacina 80 mg/Kg por via oral. En el estudio in vitro evalué la actividad
frente al Helicobacter pylori. Los resultados mostraron una inhibicion de 86%
con una dosis de 800 mg/Kg en la actividad antiulcerosa comparado con el
grupo control fue el que evidencio al 65% de inhibicion; la actividad frente al
Helicobacter pylori en concentraciones de savia liofilizada de 1000 ug/mL,
500 ug/mL, 250 ug/mL y 125 ug/mL reflejo ser inactivo. La actividad
antiulcerosa probablemente se debe a la presencia de taninos, alcaloides y
flavonoides. Concluy6 que la savia liofilizada de la Musa acuminata Colla
tiene actividad antiulcerosa en ratas pero no tienen actividad in vitro frente al

Helicobacter pylori.
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2.2. Base teodrica

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

Platano

El cultivo del platano es considerado de importancia mundial y destaca un
interés en nuestro territorio en la region selva y costa norte del Perd. Esta
considerado como el alimento méas importante a nivel mundial después del
arroz, el trigo y el maiz. Ubicado en segundo lugar en comercializacion de frutas
después de la naranja?°.

En el Peru el cultivo del platano se destaca por ser de importancia social y
econdmica ya que forman parte de la dieta del poblador peruano, siendo un

ingrediente caracteristico de la cocina de la selva®.
Origen y caracteristicas botéanicas

El platano es una planta herbacea perenne gigante, con rizoma y un pseudotallo
que resulta del conjunto de las vainas foliares, conico y de 3,5- 7,5 m de altura,
terminado en una corona de hojas. La morfologia del platano estad conformada
por raiz, pseudotallo, raquis, hojas, racimo e inflorescencia o chira. Las hojas
son enormes, alargadas y ovales, con nervios abundantes y 16 paralelos, es decir
casi en angulo recto con el nervio central. Mucho antes de que aparezca la
inflorescencia van muriendo sucesivamente las hojas mas viejas. Los peciolos
se secan y se encorvan y la hoja surcada cuelga hacia abajo ocultando a menudo

el pseudotallo?*.

El verdadero tallo es un rizoma grande, almidonoso, subterraneo, que esta
coronado con yemas; éstas se desarrollan una vez que la planta ha florecido y
fructificado. Cuando un pseudotallo ha producido el racimo de fruto, ya no tiene
ninguna utilidad para la misma planta, por lo que generalmente se corta y trocea

para agregarlo como abono al terreno??.
Metabolitos secundarios

Los metabolitos secundarios son compuestos derivados del metabolismo
primario pero de limitada distribucién en el reino de las plantas, restringidos a

un grupo taxondémico particular?®. Los metabolitos secundarios pueden
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agruparse en 4 grandes grupos: a) Terpenos (hormonas, pigmentos o aceites

esenciales), b) Compuestos fenolicos (flavonoides, cumarinas, ligninas y

taninos), c)Glicésidos (saponinas, glicosidos cardiacos, glicosidos

cianogénicos y glucocinolatos) y d) Alcaloides?,

a)

b)

Terpenos.- Los terpenos, o terpenoides, constituyen el grupo mas numeroso
de metabolitos secundarios (més de 40.000 moléculas diferentes). Los
terpenos se clasifican por el numero de unidades de isopreno (C5) que
contienen. Los terpenos de 10 C contienen dos unidades C5 y se llaman
monoterpenos; los de 15 C tienen tres unidades de isopreno y se denominan
sesquiterpenos, y los de 20 C tienen cuatro unidades C5 y son los diterpenos.
Los triterpenos tienen 30 C, los tetraterpenos tienen 40 C y se habla de
politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isoprenos. Muchos
terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas Yy
fragancias en alimentacion y cosmética. Otros compuestos terpenoides
tienen importancia medicinal por sus propiedades anticarcinogénicas,

antiulcerosas, antimalariales, antimicrobianas®.

Compuestos fendlicos:

Flavonoides.- son compuestos polifendlicos que tienen un nucleo basico de
flavano con dos anillos aromaticos (A y B) interrelacionados por un anillo
heterociclico de tres &omos de carbono (anillo C). La mayoria de los
flavonoides contienen una doble ligadura entre el C-2 y C-3 y un grupo ceto
en C-4 del anillo C, el cual esta unido al anillo B en C-2 (flavona) o en C-3
(isoflavona). Los flavonoides son compuestos fendlicos, se definen por
tener diversas actividades como antioxidante, antiinflamatoria, antiviral,
antibacteriana, papel protector contra enfermedades cardiovasculares,
cancer y diversas enfermedades. Los flavonoides constituyen una fuente
considerable para la exploracion de nuevos candidatos de farmacos para

dichas enfermedades®*,
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d)

Taninos.- son compuestos quimicos fenolicos de alto peso molecular, su
naturaleza quimica es diferente entre un tipo de tanino y otro, pero sus
propiedades son semejantes, debido a la presencia de grupos fenolicos en
ellos. Se distinguen en dos grupos de taninos que difieren por su estructura
Yy por su origen biogenético:

a. Taninos hidrolizables: También nombrados como galicos o pirogalicos
donde la hidrolisis se puede realizar por medio de &cido diluido y caliente o
por la accion de una diastasa especial, producida por el Aspergillus Niger
Ilamada tanasa. Segun los productos que se obtengan en la hidrdlisis, este
grupo de taninos se divide en 2 subgrupos: los galotanios y los
elagiotaninos. Estos ultimos se difieren de los galotaninos en que sus grupos
galoil estan vinculados a través de enlaces C-C, mientras que el grupo galoil
en galotaninos estan unidos por dépsidos. .

b. Tanino no hidrolizables, condensado o catéquico: Se trata de principios
curtientes que no se pueden hidrolizar porque contienen un esqueleto

carbonado continuo?®.

Glicosidos

Saponinas.- son un conjunto de glucésidos oleosos, los cuales son solubles
en agua causando espumosidad cuando la solucion es agitada. Las saponinas
esteroidales son compuestos que tienen una estructura compleja formada
por un nucleo esteroidal hidrofébico y una parte hidrofilica formada por
unidades de monosacéridos. Estas estan ampliamente distribuidas en el
reino vegetal y aunque en mayor o menor medida se encuentran en una gran

cantidad de plantas, son una alternativa para aspectos médicos®>.

Alcaloides.- uno de los metabolitos secundarios mas encontrados en los
organismos Vvivos. Son compuestos ciclicos que poseen nitrégeno en un
estado de oxidacion negativo, los alcaloides han sido aislados
tradicionalmente de las plantas en un 20%, aproximadamente. En la

actualidad se ha reportado la presencia de este tipo de metabolito en
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f)

animales en aumento, como en los insectos, invertebrados marinos y
microorganismos. Hoy en dia muchos de estos alcaloides son destinados a
la medicina y son utilizados como analgésicos, anestésicos, curativos o
psicotropicos?®.

Existen diferentes alcaloides conocidos por su procedencia. Dentro de ellos
resalta los verdaderos alcaloides que provienen de los
aminoacidos, moléculas que tiene un carbono quiral con un grupo amino (-
NH2) en un extremo y en el otro extremo un grupo carboxilo (-COOH), se
condensan entre el grupo amino y el grupo carboxilo liberando una
molécula de agua, asi formando un enlace amida al que se le
denomina enlace peptidico. Los aminoécidos son necesarios para la
formacion de proteinas y es clave en casi todos los procesos biologicos. La
cascara de platano es rica en aminoacidos esenciales siendo encontrados la
leucina, valina, fenilalanina y treonina mientras que la pulpa del platano es
rica en carbohidratos y en aminoacidos como la lisina, leucina y valina,
entre otros; sus beneficios son mdltiples y ayuda a neutralizar a los acidos
retenidos en el cuerpo, principalmente el acido drico, el acido fosforico y el

acido sulfarico?®%,

Mucilagos.- son moléculas complejas compuestas de varios monosacaridos
gue en su mayoria son semejantes en su composicion quimica, forman parte
de las células normales de la planta. También son hidrocoloides,
macromoléculas polisacaridos que tienen gran capacidad de retener agua y
formar suspensiones coloidales. Los mucilagos tienen una extensa
capacidad de accion, como antiinflamatorias, emolientes y cicatrizantes,
actuan como protectoras de las mucosas, son también anti diarreicas y
antibacterianas?’.

Gomas.- son carbohidratos complejos de alto peso molecular, con largas
cadenas de monosacaridos, también conocidos como coloides hidrofilicos
o hidrocoloides, se forman por la destruccion de la pared celular de la planta,

poseen un amplio espectro de accion, como antiinflamatorias, emolientes
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2.2.4.

2.2.5.

(ablandan) y cicatrizantes, actian como protectoras de las mucosas, son
también anti-diarreicas (en bajas dosis), laxantes (en altas dosis) y
antibioticas?’.

Taxonomia

De acuerdo a la constancia emitida por el Museo de Historia Natural de la
Universidad Mayor de San Marcos, la muestra vegetal de platano morado fue
estudiada y clasificada segun el sistema de clasificacion de Cronquist (1388) tal

como Se menciona a continuacion:

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida

Subclase: Zingiberidae
Orden: zingiberales

Familia: Musaceae

Género: Musa

Especie: Musa cavendishii Lamb

Nombre comun: Platano morado.
Descripcion de la especie:
Musa cavendishii Lamb. (platano morado)

Planta que contiene uno o0 mas tallos aparentes (las partes erectas que se asemeja
a troncos), rizoma subterraneo y sistema de raices fibrosas, el pseudotallo

sostiene a las hojas, flores y fruto?®.

El rizoma o bulbo es un tallo subterraneo con numerosos puntos de crecimiento
(meristemos) que dan origen a pseudotallos, raices y yemas vegetativas. Su
sistema radicular posee raices superficiales que se distribuyen en una capa de

30-40 cm, concentrandose la mayor parte de ellas en los 15-20 cm?,

La raices de color blanco, su didmetro oscila entre 5y 8 mm y su longitud puede

alcanzar los 2,5-3 m en crecimiento lateral y hasta 1,5 m en profundidad?.
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El verdadero tallo es un rizoma grande, almidonoso, subterraneo, que esta
coronado con yemas, las cuales se desarrollan una vez que la planta ha florecido
y fructificado?.

Las hojas se originan en el punto central de crecimiento o meristemo terminal
situado en la parte superior del rizoma. Al principio, se observa la formacion
del peciolo y la nervadura central terminada en filamento, lo que sera la vaina
posteriormente. Las hojas son grandes, verdes y dispuestas en forma de espiral,
de 2-4 m de largo y hasta 1,5 m de ancho, con un peciolo de 1 m o0 mas de
longitud y un limbo eliptico alargado, ligeramente decurrente hacia el peciolo,
un poco ondulado y glabro?.

Las flores amarillentas, irregulares y con seis estambres, de los cuales uno es
estéril. El gineceo tiene tres pistilos, con ovario infero. El conjunto de la

inflorescencia constituye el “régimen” de la platanera®.

El fruto es una baya oblonga. Los platanos son polimérficos, pudiendo contener
de 5-20 manos, cada una con 2-20 frutos. Los platanos comestibles son de
partenocarpia vegetativa, es decir, desarrollan una masa de pulpa comestible sin
ser necesaria la polinizacion. Los 6vulos se atrofian pronto, pero pueden

reconocerse en la pulpa comestible?,

PECIiOLO

LAMINA DE LA
HOJA

PLATANOS

JSEUDOTALLO

Figura 1. Partes de la planta.
Fuente: Blasco G y Gomez F. (2014).
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2.2.6.

2.2.1.

2.2.8.

Propiedades de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)

Sus propiedades medicinales son conocidas desde la antigiiedad, previene el
colesterol y con su poder protector resulta ideal para combatir la gastritis o

prevenir las Glceras, es un producto remineralizante, antidiarreico®.

Existen asociaciones promovidas por los gobiernos regionales y estas se
desarrollan acorde a la exigencia de los mercados ya que son eficientes.
Ademas, aparte de buscar un bienestar econdmico también permite un
desarrollo social dando mejoras de salud, dentro de ello contar con el servicio
basico como el agua y la educacion. EI Pert, forma parte de la lista de
proveedores de cultivo del platano, siendo sus principales competidores Costa

Rica y Ecuador?®,
Staphylococcus

Comprenden el mayor nimero de especies patdgenas para los seres humanos.
Son organismos unicelulares y contienen DNA y RNA, pero no estan
diferenciadas en nucleo y citoplasma; y se reproducen por fision binaria.
Existen unas pocas familias de bacterias que carecen de algunas estructuras
necesarias para la replicacion y deben interactuar con la célula del huésped para

reproducirse®.
Staphylococcus aureus
2.2.8.1. Caracteristicas generales

Staphylococcus aureus, es una bacteria anaerobia Gram positiva
facultativa, que mayormente se encuentra como parte de la flora normal
de la piel y en las fosas nasales®!.

Staphylococcus aureus es una bacteria de forma esférica (cocos) de 0,5
a 1,5 um de diametro, se agrupan de forma irregular, muy resistentes al
calor y la desecacion se puede desarrollar en medios con elevada
salinidad (7,5 % de Cloruro de Sodio)*.

Sus propiedades como parte de sus componentes de la pared celular

como el peptidoglicano, favorecen al desencadenamiento de la
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inflamacién por la activacion del complemento, siendo capaz de atraer
leucocitos polimorfonucleares que estimula la produccion de
anticuerpos, sus enzimas como la coagulasa favorecen la formacion de
abscesos y la enzima estafiloquinasa produce la destruccién del coagulo.
Algunas de sus toxinas como leucocidina provocan la alteracion de la
permeabilidad celular de fagocitos, estas son significativas para explicar
algunos aspectos epidémicos de esta bacteria. En la actualidad estd
incluida dentro de las 42 especies diferentes de Staphylococcus, algunas
de ellas forman parte de la flora microbiana normal de piel y mucosas,

siendo la méas importante de todo el género en patologia infecciosa'®.

2.2.8.2. Taxonomia

S. aureus de acuerdo a la primera edicion del Manual de Bacteriologia
Sistemética de Bergey de los afios 80, situaba a este microorganismo
entre la Familia Micrococcaceae compartiendo ubicacion con otros
géneros: Planococcus, Micrococcus y Stomatococcus. La segunda
edicion de este manual lo ubica dentro de una Familia particular:
Staphylococcaceae, compartiendo esta ubicacidn con otros tres géneros
distintos como Nesterenkonia halobia, Kytococcus sedentarius y

Dermacoccus nishinomiyaensis®®.
2.2.8.3. Estructura

La membrana citoplasmatica esta formada por un complejo de proteinas,
lipidos e hidratos de carbono y sirve de barrera osmética para la célula.
Su cépsula estd recubierta por una capa de polisacaridos externos,
denominada slime o capsula mucoide que confiere, en ciertas
condiciones, una mayor capacidad de adherencia, asi como un aumento

del efecto antifagocitico™®.
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2.2.8.4. Factor de Virulencia

Los Factores de Virulencia estan relacionado con diversos componentes
de la superficie bacteriana, de manera general como el peptidoglicano,
acido teicoico y la proteina A. La patogenia provocada por este
microorganismo surge cuando se produce la combinacion de los factores
de virulencia con la disminucidn de las defensas del huésped. S. aureus
es una especie muy virulenta debido a su gran resistencia al calor y la
desecacion por el crecimiento en medios con elevada salinidad a pesar

de contar con antibidticos de amplio espectro®.

2.2.8.5. Patogenia

S. aureus produce infecciones de dos maneras:

1. En forma directa, por invasion y posterior destruccion tisular local
(proceso supurado), o luego de haberse diseminado por via sanguinea.
Esta infeccion ocurre por medio de la adherencia y colonizacion de las
células del huésped. Esto se describe en tres tipos de adherencia: 1)
Adherencia a las células de la mucosa nasal mediante el &cido teicoico.
2) Adherencia a la piel traumatizada, en esta adherencia interactian
varias proteinas de la matriz extracelular como fibrindgeno, elastina,
colageno, etc. con los receptores de S. aureus. 3) Adherencia a las
células endoteliales durante los eventos de sepsis es un proceso
complejo donde estan involucradas la fibronectina, el fibrindgeno y la
laminina. Los microorganismos que atravesaron la barrera
cutaneomucosa, llegan al tejido subcutaneo o submucoso y se diseminan
rapidamente, formando abscesos. Manifestacion de una coagulopatia
intravascular diseminada, como ocurre también en las sepsis
meningocdcica o en algunas infecciones por Rickettsia®.

2. A través de efectos de toxinas, se manifiestan como sindrome de piel
escaldada; aqui se debe a la produccion de la toxina exfoliativa por la

formacion de ampollas y la subsiguiente descamacion de laminas
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epidérmicas, que puede estar localizada o diseminada por todo el
cuerpo. En el sindrome del shock toxico; el cuadro es grave aqui el
microorganismo prolifera en una &rea contaminada y produce la toxina
del shock toxico. También se da la contaminacion de alimentos, que
suelen ser de elevado contenido en proteinas e hidratos de carbono como
pasteles, helados y salsas, y con pH superior a 5, que permitiran un

rapido crecimiento bacteriano®.

2.2.8.6. Patologia

S. aureus desarrolla en el huésped un gran nimero de afecciones , como
impétigo y dermatitis exfoliativa e infecciones de la piel; foliculitis (es
la menos grave), abscesos (forunculos), celulitis y necrdlisis
epidérmica toxica, y tejido blandos; osteomielitis, neumonia, sepsis,
endocarditis, sindrome de shock toxico estafilococico o fascitis
necrotizante. Afecta también a las mucosas como la orofaringe, la piel

en la region como las axilas, el perineo y la vagina®.
2.2.9. Streptococcus pyogenes

2.2.9.1. Caracteristicas generales
Streptococcus pyogenes, es una bacteria coco Gram positivo que origina
un mayor porcentaje de faringitis, ademas de infecciones al tejido
epitelial. Uno de los mayores problemas originados por esta cepa son
consecuencias post-streptococcicas que no generan purulencia, las
cuales son: la Glomerulonefritis y la Fiebre Reumatica; considerados

graves porque puede causar la muerte,

2.2.9.2. Taxonomia
La primera clasificacion de los Streptococcus fue segun la presencia de
hemdlisis y el tipo de hemdlisis que presentan en agar sangre. Se
denomina y-hemoliticos, a las colonias que estan rodeadas por un halo

de color tenue, area donde muestra que los hematies se han lisado en su
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conjunto. Se denomina B-hemoliticos, cuando la hemolisis no es
completa y en el medio de cultivo se observa una tonalidad verdosa, los
y-hemoliticos no presentan en el medio un halo de hemolisis. Por
altimo, posee una capsula de acido hialurénico y en su pared celular
contiene un carbono C que le proporciona la especificidad del grupo. El
carbohidrato esta constituido por L-ramnosa y N-acetil-D-glucosamina
y estd unido covalentemente al péptidoglicano, gracias a este
carbohidrato los Streptococcus pueden clasificarse por grupos (A, B, C
y D) dicha clasificacion fue realizada por Lancefield. En el caso de
Streptococcus pyogenes corresponde al grupo serolégico A debido a su

naturaleza B-hemolitica.

2.2.9.3. Estructura

Las cepas de S. pyogenes es beta hemolitico del grupo A son cocos
esféricos de 0,5 a 1,0 mm Gram positivo que se agrupa en cadenas,
posee capsula y su pared esta constituida por carbohidratos, proteinas y
acido lipoteicoico, catalasa negativa, forman cadenas cortas en las
muestras clinicas y cadenas mas largas cuando crecen en medio de
cultivo. El desarrollo es dptimo en un medio de agar sangre enriquecido,
pero se inhibe si el medio contiene una concentracién elevada de
glucosa. Las cepas encapsuladas pueden mostrar un aspecto mucoide en
los medios recién preparados pero pueden estar arrugadas en los medios
secos. Las colonias no encapsuladas son pequefias y brillantes®,

2.2.9.4. Factor de Virulencia

Los factores de virulencia estan a menudo involucrados en la interaccion
directa con los tejidos del huésped o en el recubrimiento de la superficie
bacteriana ante los mecanismos de defensa del huésped, identificando

un gran nimero de componentes somaticos y productos extracelulares
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en la bacteria que a veces actlan como factores de virulencia, como la
proteina M, el &cido hialurdnico, los &cidos lipoteicoicos, enzimas y

toxinas®.

2.2.9.5. Patogenia
S. pyogenes logra causar dafio por accion local, superficial,
diseminacion, a distancia a través del torrente sanguineo o por
produccidn de toxinas. El requisito primario es la adherencia, a la piel o
a la mucosa faringea; donde hay interaccion entre el acido lipoteicoico
de su pared celular y la fibronectina de la célula epitelial humana. Entre
las proteinas de su pared celular, con mayor importancia es la M que
ademas de conferirle resistencia a la fagocitosis, es citotoxica y
antigenica. El estreptococo produce algunas enzimas y toxinas que
favorecen a su patogenicidad, entre ellas se destacan la pirogénica (A,
B, C) que tiene propiedades citotdxicas, siendo responsable de la fiebre

escarlatina, de las formas invasoras y del choque tdxico estreptococica’.

2.2.9.6. Patologia
S. pyogenes es responsable de una serie de infecciones m&s o menos
graves que, por orden de frecuencia, son: faringitis, infecciones cutaneas
(impétigo vy erisipela) y de tejidos blandos, sepsis puerperal, neumonia,
endocarditis, meningitis y artritis. Incluso origina cuadros de fiebre
escarlatiniforme y el sindrome del shock toxico, debido a cepas
productoras de toxinas. Streptococcus pyogenes, es causante de

infecciones leves en un 20% a 30% de los casos®e,

2.2.10. Tratamiento

El tratamiento contra las infecciones causadas por el S. aureus, utilizado
usualmente en fordnculos, foliculitis, antrax, hidradenitis y celulitis,
incluye los antibidticos de primera eleccion: amoxicilina, dicloxacilina,

oxacilina (parenteral), cloxacilina, cefadroxilo, cefradina, cefalexina,
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2.2.11.

nafcilina (no hay en el Per(), los de segunda eleccion: cefalosporinas de
segunda, tercera y cuarta generaciones: cefuroxima, cefaclor, ceftriaxona,
cefepima y los de tercera eleccion: clindamicina, claritromicina,
azitromicina y roxitromicina®. En el tratamiento contra las infecciones
causadas por S. pyogenes grupo A, como el impétigo infantil, linfangitis y
erisipela, incluye los antibioticos de primera eleccion: penicilina G sodica,
penicilina G potéasica (endovenosas), penicilina procainica (intramuscular),
penicilina clemizol (intramuscular), amoxicilina (oral), amoxicilina-acido
clavulanico (oral), los antibidticos de segunda eleccion: eritromicina y los
antibidticos de tercera eleccion: clindamicina. En general, deberian
administrarse los antibioticos de menor espectro y con mejor perfil

farmacocinético* %',

Resistencia bacteriana

Las cepas resistentes se hacen sobresalientes por la presion selectiva de los
antibidticos que hacen desaparecer las bacterias sensibles, no estando
implicados solamente los antibidticos utilizados en medicina. Si los
portadores toman antibiGticos, estos matan las cepas que no son
resistentes y sobreviven las cepas que son resistentes. Estas bacterias
pueden expandirse, y en caso de que causen infeccion, esta sera mas
dificil de tratar. Por su estructura de la pared celular se va desarrollar
afinidad en el huésped, también se desarrollan varios mecanismos que
median la resistencia, esto debido a la presencia de varias enzimas que
producen las bacterias, parte de la enzima que se produce es excretada al
medio externo y parte permanece adherida a la membrana celular, es donde

se inactiva la accion del antibiético volviéndolos resistente 3237,
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2.3. Definicion de términos bésicos

Actividad antibacteriano in vitro: Propiedad para eliminar bacterias inoculadas en
condiciones controladas y estandarizadas dentro de un laboratorio®.

Agar: Polimero sulfatado complejo de unidades de galactosa, extraido del Gelidium
cartilagineum, Gracilaria confervoides y otras algas rojas asociadas. Se usa en forma

de gel en la preparacion de medios de cultivo sélidos para microorganismos®®.

Antibacteriano: El término se refiere a una sustancia cuyas propiedades son capaces
de eliminar agentes bacterianos o la inhibicion de su crecimiento o proliferacion sin
incurrir en el dafo del objeto, ambiente u organismo que las porta. Son en esencia
farmacos como es el caso de los antibidticos u otros agentes quimicos capaces de

combatir estos cuerpos.

Antibiotico: Sustancia procedente del metabolismo de organismos Vivos,
principalmente hongos y bacterias, que posee la propiedad de inhibir el crecimiento

o destruir microorganismos*°,
ATCC: Marca registrada de la coleccion de cultivos de tipo americano®.

Bacterias Gram Positivas: Las bacterias Gram positivas se tifien de color purpura
con la tincion Gram, el colorante queda atrapado en la capa de peptidoglucano®?.

Cepa: Cultivo formado por microorganismos de tipo fenotipico provenientes de una

porcion derivada de un organismo mayor®2,

Disco de sensibilidad: Son discos impregnados de un antibidtico, especifico que es

utilizado para realizar pruebas de sensibilidad por el método de difusion en agar®,

Medios de cultivo: Composicion de nutrientes en concentraciones apropiadas y en

condiciones fisicas dptimas, permiten el desarrollo de los microorganismos®.

Extracto hidroalcohdlico: Es el extracto liquido concentrado, obtenido de la
extraccion de una planta o parte de ella, utilizando como solvente alcohol y agua.
Presentan sedimento, color y aroma caracteristicos de la planta de la cual se

obtienen**.
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Halo de inhibicidn: Las zonas de inhibicion que rodean a los discos que se miden a
fin de determinar la susceptibilidad (resistente, intermedia, susceptible). El didmetro
de la zona de inhibicion es proporcional a la susceptibilidad de la cepa bacteriana
comprobada de 18 a 24 horas y es observado por la formacién de halos alrededor del

disco®!,

In vitro: Es un método que se realiza para el estudio de los procesos o reacciones que

ocurre en un ambiente artificial fuera del organismo vivo®,

Incubacion: Proceso que facilita el crecimiento antibacteriano que debe contar con

una temperatura optima®.

Microbiologia: Ciencia encargada del estudio y andlisis de los microorganismos,

seres vivos pequefios no visibles al 0jo humano también conocidos como microbios*.

Morfologia bacteriana: Son las diferentes formas y tamafios que tienen las bacterias
donde puede variar entre las diferentes especies, las células pueden tener entre un
décimo del tamafio de una célula eucariota y tienen una longitud de aproximadamente

0.5 a 5 micrometros®.

Solvente: Es aquella que puede disolver la mezcla entre un soluto y solvente de

manera homogénea“®.

Riesgo: Es cuando hay la posibilidad de ocurrir un suceso en la que interviene un

peligro y genera una consecuencia®’.

Taxonomia: Ciencia de la clasificacion, una subdisciplina de la Biologia Sistematica,
cuyo objetivo consiste en organizar la gran diversidad a través de una jerarquia y

nomenclatura®®.
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2.4. Hipdtesis

2.4.1. Hipdtesis general

El extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)
tiene actividad antibacteriana in vitro frente a la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923y la cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

2.4.2. Hipdtesis especificas

El extracto hidroalcoh6lico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)

presenta metabolitos secundarios principales.

El extracto hidroalcohélico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) en
las concentraciones del 10%, 25%, 50% y 75% presenta diferencias en su
efecto inhibitorio frente a las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y

la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

La concentracion efectiva inhibitoria del extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (platano morado) frente a las cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 es al
75%.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de investigacion
El estudio es de tipo experimental, prospectivo y transversal.
Experimental. - Se presenta mediante la manipulacion de una variable empirica no
comprobada, en condiciones rigurosamente controladas con el fin de describir de qué
modo 0 por queé causa se produce una situacion o acontecimiento particular.
Prospectivo. — Una vez definido el inicio del estudio se realiza un seguimiento y se

recogen los datos en el tiempo que van sucediendo.

Longitudinal. - Estudio observacional disefiado para medir la exposicion y/o

resultado en una poblacion definida y en diferentes tiempos.

3.2. Nivel de investigacion
Explicativa. - Se encarga de buscar el porqué de los hechos mediante la relacion
causa-efecto, en ese sentido los estudios explicativos pueden ocuparse tanto de la

determinacion de las causas, como de los efectos.

3.3. Disefio de investigacion
Experimental puro con grupos de control y grupos de tratamiento.
3.4. Area de estudio
Localidad area geogréfica
El estudio se realizo en el laboratorio de la Universidad Maria Auxiliadora, Av. Canto

Bello 434, ubicada en el distrito de San Juan de Lurigancho, Lima-Peru.
Localidad de la obtencién de la planta de estudio

La planta de estudio se cultiva en uno de los distritos mas prosperos de la provincia
de Chanchamayo, San Ramon conocido como "La Puerta de Oro de la Selva Central™.
Esta ubicado a 15 minutos antes de La Merced y a una hora y media después
de Tarma. Tiene una superficie de 591,67 km. Cuenta con varios anexos, entre los
cuales destaca el centro poblado de Naranjal, donde quedan ain vestigios de la

Hacienda de dicho nombre. Geograficamente ubicada entre las siguientes

29


https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Chanchamayo
https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Chanchamayo
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=La_Merced_(Per%C3%BA)&action=edit&redlink=1
https://es.wikipedia.org/wiki/Tarma

coordenadas: Latitud Sur 11° 08’ 25 y longitud oeste 75° 20’ 00; en la zona centro del

Peri.
3.5. Poblacion y muestra

3.5.1. Poblacion
3.5.1.1. Poblacion
e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 adquiridas del Laboratorio
GenLab del Perd SAC con su certificacion como cepas de referencia.

e Plantaciones de Musa cavendishii Lamb. (Platano morado).

3.5.1.2. Poblacion del estudio
e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 que fueron activadas en el
Laboratorio de origen, los cuales se mantuvieron en Optimas
condiciones para los fines de la investigacion.
e Arbol de Musa cavendishii Lamb. (Platano morado) identificado para

los fines del proyecto.

3.5.2. Muestra
3.5.2.1. Muestra
e Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615, que crecieron con morfologia bacteriana
conveniente y adecuada.

e Savia de Musa cavendishii Lamb. (Platano morado).

3.5.2.2 Muestra experimental
e Formado por colonias aisladas, previamente seleccionadas de cada una
de las cepas de estudio antes mencionadas.
e Extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)

que fue concentrado a partir de la savia extraida.
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3.5.3. Criterios de inclusion:

e Extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)
concentrado al 10%,25%,50% y 75%.
e La cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de Streptococcus

pyogenes ATCC 19615 aisladas y con crecimiento no menor a 24 horas.

3.5.4. Criterios de exclusion:
e Cultivos de S. aureus y S. pyogenes que hayan sido contaminados con
cualquier microorganismo.
e Extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) en
concentraciones que no hayan sido descritas en el proyecto.
e Extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado)

gue haya sido contaminado con cualquier microorganismo.
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3.6. Variables y operacionalizacion de variables

Variables Definicion Definicion Dimensiones | Indicadores ESCC?.IQ 92 | Criterios de medicion
conceptual operacional medicion
Variable
Independiente: PlAtano
E_xtracto N morado es Concentracion | Concentracién Concentracion
h|droalcoho||_co _d_e una planta que d.EI principio de_I principio que tiene . .
Musa cavendishii tiene activo para luego | activo al 10%, actividad Intervalo | Registros de medicion
Lamb. ropiedades | ¢ aplicado al 25%, S0% y antibacteriana
tF;, ra?)éuticas tratamiento. 75%. '
Tiempo
. adecuado para
\[;Zr:;]bdlfen te- poder visualizar
Ac{)ividad ' Capacidad de | la inhibicion en Intervalo de 1-6mm:
X . inhibir el el crecimiento Crecimiento . :
antibacteriana o . Halo de , Resistente
(Staphylococcus crecimiento y bacteriano, inhibicion del halo de Razon
aureI?Js})/ propagacion | menor tiempo en inhibicion Mavor a 6 mm:
(Stre toé/occus de las que se muestra el >éensible .
0 Enes) bacterias. halo de
PYOgEnes). inhibicion sera
efectivo.
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3.7. Instrumentos de recoleccion de datos

Se trabaj6 con una ficha de registro en donde se registré toda la informacion a partir
del proceso de recoleccidn de datos considerando cada una de las unidades de analisis
correspondientes al grupo blanco, grupo control (sensible y resistente) y los
respectivos grupos de tratamiento (extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii
Lamb. 10%,25%, 50% y 75 %).

Para efectos de la investigacion, se realizo fichas en el cual se registro los datos
obtenidos (ver anexo 6.2 a), b), ¢) y d)). El instrumento establece para ambos

microrganismos de estudio por separado.

3.8. Validacion de los instrumentos de recoleccion de datos
La ficha de registro de datos desarrollada fue evaluada y estandarizada por un grado
de confianza de 99.8% calificada por tres especialistas en investigacion Dr. Q.F
Jhonnel Samaniego Joaquin, Dr. José Oruna Lara y Dr. Mg. Victor Chero Pacheco
con la finalidad de valorar la idoneidad de la estructura y contenida acorde a los

objetivos de la investigacion.

3.9. Procedimientos de recoleccion de datos
La recoleccion de datos sera experimental (intervencidn), no participativa, ya que los
investigadores solo recopilaron informacién y tomaran notas para la construccion de

procesamiento estadistico, descrita a continuacion.

3.9.1. Obtencidn de la savia Musa cavendishii Lamb.

Las muestras vegetales fueron recolectadas del Centro Poblado Naranjal del
Distrito de San Ramon, Provincia de Chanchamayo, Departamento de Junin.

La savia de Musa cavendishii Lamb. (platano morado) fue extraida del
pseudotallo del platano, el cual pasara previamente por un proceso de lavado con
agua para eliminar los restos de polvo. El corte se realizo en el pseudotallo para
la extraccion de la savia con el fin de reducir la posibilidad de contaminacion del
extracto. El corte se realizé a una altura de un metro en relacion al suelo. Con

ayuda de un embudo se colocé en un frasco de vidrio estéril ambar de 4 L de
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capacidad, la sustancia fue llevada al laboratorio de la Universidad Maria

Auxiliadora’®. (Ver anexos Figura 11).

3.9.2. Obtencidn del extracto hidroalcohdlico de la savia Musa cavendishii Lamb.
Una vez recolectada la savia del platano, se procedidé a pesar el contenido
recolectado. Inmediatamente, se vertio en un frasco de vidrio &mbar para macerar
la muestra durante 30 dias en alcohol al 70%. Después de la maceracion se coloco
el extracto hidroalcohdlico en el rotavapor a una temperatura de 40°C. A partir
del resultado del extracto se realizara el tamizaje fitoquimico y la aplicacion de
los tratamientos en las diferentes concentraciones®. (Véase anexo 9.4 Esquema
N°1 obtencion del extracto hidroalcoholico de la savia Musa cavendishii Lamb
y figuras 12-14).

3.9.3. Solubilidad
En tubos de ensayo se rotularon con los nombres de los solventes de diferente
polaridad. Se adicion6 a cada tubo de ensayo 0.5 mg de extracto hidroalcohdlico
y en cada tubo se afiadi6 1mL de solvente (Agua destilada, suero fisiolégico,
etanol 96 %, etanol 70 %, metanol, acetato de etilo, cloroformo, acetona, éter y
éter de petrdleo). Se agitd cada tubo de ensayo para observar los resultados de
solubilidad por un tiempo maximo de 10 minutos®. (Ver anexos: formato en 6.2

cy figura 15).

3.9.4. Tamizaje fitoquimico para la identificaciobn de metabolitos secundarios
Para la identificacion de los metabolitos secundarios (alcaloides, esteroles,
flavonoides, saponinas, taninos) de Musa cavendishii Lamb, se utilizé el analisis
cualitativo que esta basado en la observacién visual de cambio de color y/o la
formacion de precipitados después de adicionar un reactivo®. (Ver anexos:

formato en 6.2 d y figuras 16 y 17).
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3.9.5. Método microbioldgico

3.9.5.1. Identificacion de la cepa
Las cepas han sido identificadas por los siguientes meétodos

microbioldgicos:

Tincion de Gram.- Aporta dos ideas béasicas para la definicion de las
bacterias: el color que adquieren tras la tincion y la forma que presentan
las células bacterianas. En lo relativo a la coloracion tenemos:

- Gram positivo: color azul-violeta.

- Gram negativo: color rojo-rosado.

La tincion Gram consiste en una técnica de tincién que utiliza 4
componentes: un colorante béasico (cristal violeta), un mordiente (lugol),
un decolorante (alcohol cetona) y un colorante de contraste (safranina o

fucsina).

De cada colonia aislada resuspendida en 500 pl de suero fisioldgico se
coloc6 una gota en la lamina porta objeto con asa de siembra
bacterioldgica. (Véase anexo 9.4 Esquema N°2 y figuras 18 y19). Luego,
se procedio de la siguiente manera:

Se fijé la cepa en la lamina porta objeto flambeando con un poco de calor
del mechero. Luego, se adiciond una gota de cristal violeta por 1 minuto,
y se enjuago suavemente con agua destilada.

Después, se agregd una gota de lugol por 30" y luego se enjuagd
ligeramente con agua destilada.

Posteriormente, se coloco unas gotas de alcohol 96° por 15" y se enjuago.
Finalmente se agregd unas gotas de safranina por 30" a 1 minuto, se
enjuago y se dejd secar.

Para observar las cepas al microscopio, se colocé una gota de aceite de

inmersion encima de la muestra fijada.
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Con la utilizacién de la técnica de tincion Gram, se consiguio identificar a
las cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes
ATCC 19615. En el caso de la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923,
se observé en el microscopio cocos de color azul/violeta que muestra una
pared Gram positiva, forman grupos de células semejantes a racimo de

uvas de 2 en 2 o en forma de cadenas cortas.

SIS -
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R O B <
a)Staphylococcus oureus ATCC 25923 b)Staphylococcus aureus ATCC 25923
Observacion, microscopio objetivo 10X Observacion, microscopio objetivo 40X

Figura 2. Observacion al microscopio S. aureus en objetivo 10X y 40X
Fuente: Elaboracion propia

Para el caso de la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 se
observo cocos de color azul-violeta que determinan ser Gram positivos,
ademas se disponen en cadenas cortas o semi largas formados de 4 a 10

bacterias aproximadamente.
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a) Streptococos pyogenes ATCC 19615 b) Streptococos pyogenes ATCC 19615
Observacion, microscopio objetivo 10X Observacion, microscopio objetivo 40X

Figura 3. Observacion al microscopio S. pyogenes en objetivo 10X y 40X
Fuente: Elaboracién propia

Catalasa.- Prueba que permite identificar la presencia de la enzima
catalasa. Esta enzima esté presente en la mayoria de los microorganismos
gue poseen citocromos, donde las bacterias que sintetizan catalasa
hidrolizan el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno gaseoso que se
libera en forma de burbuja®:.

La prueba se realizé agregando una gota de peréxido de hidrégeno sobre
la muestra en una ldmina porta objeto de vidrio. Es positiva si se observa

un burbujeo intenso.

Streptococcus pyogenes Staphviococcus aureus
ATCC 19615 ATCC 25923

Figura 4: Prueba de catalasa para S. aureus y S. pyogenes
Fuente: Elaboracion propia
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Oxidasa.- La reaccién de la oxidasa se debe a la presencia de un sistema
citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo el cual es
reducido por el oxigeno molecular para producir el peroxido de hidrogeno
segun la especie bacteriana, el oxigeno actia tanto como aceptor final de
electrones en la cadena transportadora de electrones. Asimismo, la
presencia de oxidasa va ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta
degrada el peroxido de hidrégeno que se produce como consecuencia de

la reduccion del oxigeno y cuya acumulacion es toxica®:.

Medios de cultivo selectivo:

Agar salino manitol (SM, MS “mannitol saline”, Medio de Chapman)

Es un medio selectivo para estafilococos debido a la alta concentracion
de cloruro sodico (75 g/L). Los estafilococos incorporan manitol como
fuente de carbono y rojo fenol como indicador, lo que permite aprovechar
la correlacién que existe entre la patogenia y la capacidad fermentadora
del manitol de los estafilococos para establecer un diagnostico presuntivo
y sirve, por lo tanto, como indicativo de la presencia de Staphylococcus
aureus. Los estafilococos patdégenos fermentan el manitol y producen
colonias amarillas. Nos sirvio para identificar la cepa de S. aureus y para
el aislamiento de las mismas en colonias®2.

Agar sangre.- Medio de cultivo altamente nutritivo, adecuado para el
cultivo de una gran variedad de microorganismos incluyendo aquellos de
mayores exigencias para su desarrollo. Su formulacién permite la
recuperacion de la mayoria de los patégenos de importancia clinica. La
utilizacion del medio Agar sangre fue favorable para la identificacion de

S. pyogenes, también para el aislamiento de las mismas en colonias®.

Preparacién de las placas con medio de cultivo:
Se dispens6 agar Manitol Salado, Agar sangre y agar Mueller-Hinton
cada uno segun célculos referidos por el fabricante en un frasco de vidrio

con tapa rosca de 250mL, se agrego agua destilada para diluir el medio
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3.9.5.2.

de cultivo. Una vez diluida se colocé la cinta indicadora de autoclavado
en la tapa del frasco identificando el tipo de medio a autoclavar a 121°C
durante 20 minutos, después se sacé cuidadosamente y se traslado a la
campana de bioseguridad para esperar que enfrié a una temperatura de 45
a 50 °C. Finalmente, se vertio de 20 a 25 ml de agar (4mm) fundido en
placas petri estériles de 100mm de didmetro para el caso de Agar sangre
y Agar Mueller-Hinton suplementado con sangre, se esperd que baje a
una temperatura de 35-40°C, es ahi donde se agregd la sangre por las
paredes del frasco después se agito cuidadosamente y se dispensoé en las
placas petri. Para eliminar la humedad las placas se colocaron en la
campana de bioseguridad por un promedio de 15 a 30 min a una

temperatura de 37°C. (Véase anexo 9.4 Esquema N°3 y figuras 21-24).

Determinacion del efecto antibacteriano:

La determinacion de la actividad antibacteriana se evalud por la técnica
de Difusion en Agar utilizando el medio Agar Mueller-Hinton para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Agar Mueller-Hinton
suplementado con Sangre para Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Esta técnica es una prueba rapida, practica y reproducible.

Preparacion de los discos con el extracto hidroalcohdlico

Se utilizo 5 placas petri esterilizadas y rotuladas a concentraciones del
10%, 25%, 50%, 75% Yy el blanco. Con el uso de un perforador
previamente esterilizado se procedié a perforar 22 discos del papel
whatman esterilizado (UV) para cada concentracion. Se pesd en una
balanza analitica el extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb
concentrado, luego se traslad6 a la campana de bioseguridad para hacer
las diluciones de 10%, 25%, 50%, 75% las cuales se colocaron en las
placas petri antes mencionadas. Se colocaron los discos perforados con la
ayuda de una pinza en las concentraciones preparadas, se espero 4 horas

aproximadamente para el secado y la absorcidn de las concentraciones.
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Finalmente, se observo en el microscopio si los discos habian absorbido
el extracto. (Véase anexo 9.4 Esquema N°4 y figuras 25-28).

Preparacion del indculo

De una placa con cultivo de cada microrganismo de estudio se selecciond
3 colonias bien aisladas y de igual morfologia con crecimiento entre las
18 y 24 horas, preferentemente de un cultivo puro. Cada colonia se
transfirié tocando la parte superior de cada una con el asa bacterioldgica
a un tubo que contenga de 3-4 cm? de caldo estéril de Mueller-Hinton
(Véase anexo 9.4 Esquema N° 4 y figuras 29-32). Se prepar6 3 tubos por
cada microrganismo de estudio. Se incubd el cultivo a 35°C en una estufa
por un tiempo prudencial de 2 a 8 horas hasta que se produzca un
crecimiento moderado. Diluir el cultivo con solucion salina estéril o caldo
estéril hasta obtener una turbidez equivalente al tubo 0.5 de la escala de
McFarland lo cual corresponde aproximadamente a 108 microorganismos

viables por mL.

Siembra de la muestra

1. Se sumergid un aplicador de algodon estéril, dentro de la suspensién
del microorganismo en estudio.

2. Se colocd el aplicador por encima del nivel del contenido del tubo y se
roto contra las paredes del mismo para remover el exceso del in6culo.

3. El inoculo se sembr6 uniformemente en tres direcciones sobre la
superficie del medio con el aplicador. Se evit6 indculos muy concentrados
0 muy diluidos.

4. La superficie del medio sembrado se dejé que sequé durante 5-20
minutos, manteniendo la placa con la tapa cerrada.

5. Utilizando pinzas estériles se colocd los discos de antibioticos y de los
extractos en sus diferentes concentraciones sobre la superficie del agar;
se presiond los discos ligeramente sobre el agar para asegurar un contacto

uniforme.
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6. Se colocaron los discos con el extracto en la periferia y 1 control
positivo en el centro dejando entre disco y disco un espacio uniforme
(aproximadamente de 2 cm.); para evitar que las zonas de inhibicién
queden imbricadas®*.

El instrumento se establece para ambos microrganismos de estudio por
separado. (Véase anexo 9.4 Esquema N°5, figuras 33-38 y figuras 39 y
40).

Utilizando un Vernier calibrado se midio el crecimiento del
microorganismo alrededor del disco de papel Whatman (halos de
inhibicion) impregnado con las diferentes concentraciones de los
extractos y los antibioticos de referencia utilizados como control positivo
y negativo. (Véase anexo 9.4 figuras 41 y 42).

Finalmente, se procedio a registrar los datos obtenidos en la ficha de
registro elaborada para ambos microrganismos de estudio (instrumento
de recoleccién de datos), de forma visual y manual y en las horas

establecidas. (\Véase anexo 9.4 figura 43).

3.9.5.3 Tipos de halos de inhibicion que se puede desarrollar
Para determinar la sensibilidad de la bacteria hacia un antibiotico, se
mide el diametro de la inhibicion producida por el antibidtico. La
manera correcta de hacer la medicion es midiendo con el vernier el radio
del halo de inhibicion y multiplicandolo por 2, cotejarlo con la tabla
estandarizada por bacteria y antibio6tico proporcionada por Emarin SDA
S.A,
En la lectura de la prueba de sensibilidad se interpreta los resultados
como:
Resistente (R): Indica una lectura de 6mm que es el tamafio del disco
por tanto, no hay halo de inhibicion o si existe, su didmetro es muy
estrecho.
Sensible (S): Indica que hay un halo amplio libre de crecimiento
bacteriano alrededor del sensidisco.
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3.9.5.4 Antibidticos utilizados como referencia (sensible y resistente).
Amoxicilina.- Es un antibiotico semisintético derivado de la penicilina.
Se trata de un amino penicilina. Actla inhibiendo la Gltima etapa de la
sintesis de la pared celular bacteriana uniéndose a unas proteinas
especificas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) encontradas en
la pared celular. La amoxicilina impide la formacion de la pared
bacteriana provocando la lisis de la bacteria. Su farmacocinética se
absorbe en un 75 a 90 % en el tracto gastro intestinal (TGI), provocando
concentraciones superiores a nivel de plasma y tejido, su buena
distribucion, pasa al liquido pleural, peritoneal y sinovial, liquido
cefalorraquideo a menos que estén las meninges inflamadas; sus
excreciones son por los senos maxilares, bronquiales, oido medio. Se
excreta por via renal sin cambio un 80 % de la dosis oral después de 6 h
de su administracion. Presenta contraindicaciones tales como
hipersensibilidad a la amoxicilina, penicilina o algiin componente de su

formulacion®®7,

HO

N H

Figura 5. Estructura quimica de la Amoxicilina.
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos 38 - NF 33. (2015)

La amoxicilina se utiliz6 en discos de sensibilidad para antibiograma a
una concentracion de 25ug como antibidtico resistente para las cepas de
S. aureus, su fecha de vencimiento diciembre 2021, se mantuvo

refrigerado a una temperatura de 2 a 8°C.
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Eritromicina.- Es un antibidtico de la familia de los macrdlidos,
trabaja impidiendo la sintesis de proteinas en las bacterias. Ejerce su
accion antimicrobiana mediante la asociacion a la subunidad 50S
ribosomal de los microorganismos sensibles y por medio de la
inhibicién de la sintesis proteica sin afectar la sintesis de &cidos
nucleicos. Su biodisponibilidad es de 30 a 65%, depende de la sal, se
distribuye en los tejidos y fluidos, habiendo concentraciones elevadas
en el higado, bilis y bazo, y pocas concentraciones en Liquido Céfalo
Raquideo, se une de 70 al 90% a proteinas plasmaticas. Su metabolismo
hepatico, mayor al 90% y es excretada en bilis®®>’.
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Figura 6: Estructura quimica de la Eritromicina
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos 38 - NF 33. (2015)

La eritromicina fue utilizada en discos de sensibilidad para antibiograma
a una concentracion de 15ug como antibi6tico resistente para en caso de
las cepas de S. pyogenes y sensible para las cepas S. aureus, su fecha de
vencimiento es julio 2020, se mantuvo refrigerado a una temperatura de
2a8°C.
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Penicilina G sodica.- Son antibidticos del grupo de los betalactamicos
utilizados permanentemente en el proceso de infecciones causadas por
bacterias sensibles. Las penicilinas son derivados del é&cido 6-
aminopenicilanico, difiriendo entre si segun la sustitucion en la cadena
lateral de su grupo amino. Actla destruyendo a las bacterias e
inhibiendo su crecimiento; sélo puede destruir a los organismos que
estan creciendo y multiplicandose, no a los que se encuentran en estado
latente. Su farmacocinética alcanza concentraciones plasmaticas de pico
a los 15 o 30 minutos luego de su administracion. Se une a proteina
plasmatica en un 45 a 68%. Asimismo, es rapidamente excretada en
orina, cerca del 60 a 90% en 1 hora. Efectiva contra un amplio espectro
de microorganismos como los neumococos, los estreptococos, los
gonococos, los meningococos, el bacilo Clostridium tetani causante del

tétanos y la espiroqueta responsable de la sifilis®,>’.

Figura 7: Estructura quimica de penicilina G Sodica
Fuente: Farmacopea de los Estados Unidos 38 - NF 33. (2015)

La penicilina fue usada en discos de sensibilidad a una concentracion de
10Ul como antibiotico sensible a las cepas de S. pyogenes, su fecha de
vencimiento diciembre 2021, también se mantuvo refrigerado a una

temperatura de 2 a 8°C.
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3.10.

3.11.

Componente ético de la investigacion

La presente investigacion se enfoca en evitar la contaminacion bacteriana, para ello
se utilizé los medios obligatorios para no perjudicar a las personas que trabajan y
transitan en dicho ambiente. Se utilizé las medidas de proteccion especificas de
bioseguridad y vestimenta durante toda la ejecucion de la investigacion teniendo en
cuenta que se trabajo con cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes.
Ademas, se realizaron controles internos ambientales en todo el proceso
experimental. Al final se respetd los resultados que fueron encontrados durante la

ejecucion del proyecto.

Procesamiento y andlisis de datos

El andlisis de datos utilizado para esta evaluacion fue el analisis de varianza ANOVA
del programa estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS 21) y la
comparacion de medias de Duncan. Los datos recolectados permitieron la elaboracion
de una matriz a partir de la cual se desarrollo el andlisis estadistico de varianza
factorial dando a conocer medidas de tendencia central y tomando en cuenta el
andlisis inferencial que se constituy6 los valores de significancia respectivos que

serén de utilidad para la contratacion de hipotesis.
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4. RESULTADOS

4.1. Prueba de solubilidad.
Se realizd la prueba de solubilidad en la muestra del extracto hidroalcohdlico de la
savia de Musa cavendishii Lamb (platano morado) mostrando los siguientes
resultados:
El extracto hidroalcohdlico indic6 mayor solubilidad para los compuestos polares,
principalmente para el agua, etanol 96% y etanol 70%, seguido de una menor
solubilidad con el metanol. Ademaés, también mostro ser poco soluble con la Acetona.
(Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohélico de Musa cavendishii

Lamb (platano morado)

Solvente Resultado
Agua destilada +++
Etanol 96% +++
Etanol 70% +++
Metanol +

Acetato de etilo -
Cloroformo -
Acetona +
Eter -

Eter de petr6leo -

Leyenda: -:Insoluble, +: Poco soluble, ++ : Soluble, +++ : Muy soluble
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4.2. Tamizaje fitoquimico para la identificacion de metabolitos secundarios
Para la identificacion de los metabolitos secundarios (alcaloides, esteroles,
flavonoides, saponinas, taninos) de Musa cavendishii Lamb (platano morado), se
utilizo el analisis cualitativo que esta basado en la observacion visual de cambio de
color y/o la formacién de precipitados después de adicionar un reactivo especifico
como muestra la tabla 2, con reacciones positivas y negativas para algunos

metabolitos presentes en el extracto de Musa cavendishii Lamb (platano morado).

En el andlisis fitoquimico, se observa en la tabla 2 abundante concentracion de

alcaloides, compuestos fendlicos y saponinas; seguida de una moderada

concentracion de flavonoides, monosacaridos, glicosidos, aminoacidos, gomas,

mucilagos, taninos y pocas cantidades de azucares, con ausencia de esteroideos.

Tabla 2. Analisis fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb (platano

morado).
Metabolitos Reactivo Reaccion Observacion Resultado
Secundarios

Blanco del | 1 mL de extracto hidroalcohdlico | Coloracién Marrén

extracto sin caracteristica del claro

reactivos extracto

Molish 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Formacion de un ++
+ 4 gts de reactivo + 10 gts de halo rojo
Acido sulfurico concentrado

Fehling 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitado rojo +

Monosacéridos + (1 ml de fehling A + 1 ml de ladrillo

fehling B), llevar a calor

Benedict 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitado rojo +
+ 1 ml de reactivo Benedict, ladrillo
ebullicion

Fehling 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitado rojo ++
+ (1 ml de Acido sulfdrico ladrillo
concentrado llevar que hierva,

Glicssidos neutralizar con l_\IaOH y.hacer

actuar con reactivo Fehling

Benedict 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitado rojo +
+ 1 ml de reactivo Benedict, ladrillo
ebullicion
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Ninhidrina | 0.5 ml de extracto hidroalcohélico | Coloracién ++
acidificado con HCl al 1% + 3 gts | rojizas, vioetas,
Aminoacidos de solucion ninhidrina al 1% amarillentas o
calentar 5min. rojizas
anaranjadas
Cloruro 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitados, +++
férrico + 2 gts de cloruro férrico al 1% coloraciones
Compuestos azuladas-
fendlicos — - AT verdosa; -
Acido 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Coloracion roja -
sulfarico + 2 gts de &cido sulfurico
concentrado
Shinoda 0.5 ml de extracto hidroalcoholico | Coloraciones -
+ limaduras de magnesio metalico | anaranjado o rojo
y 2 a 3 gts de HCI concentrado
Cloruro 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | coloraciones ++
Flavonoides férrico + 2 gts de cloruro férrico al 1% azuladas-
verdosas
Acido 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Coloracion roja, -
sulfarico + 2 gts de &cido sulfarico amarillo, guinda,
concentrado anaranjado
Clorurode | Tb 1:a 0.5 ml de extracto + 5gts Formacion de
gelatina-sal | de NaCl a 5% precipitado en el
Th 2: a 0.5 ml de extracto + segundo y tercer
i ; +
solucion de gelatina al 1% tubo
Th 3: 2 0.5 ml de extracto +
Taninos cloruro gelatina-sal
Acetato de | 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | Precipitado pardo ++
plomo + 3 gts de acetato de plomo al 5%
Cloruro 0.5 ml de extracto hidroalcohdlico | coloraciones ++
férrico + 2 gts de cloruro férrico al 1% azuladas-
verdosas
Acido 0.5 ml de extracto hidroalcohélico | Coloracion roja, -
sulfarico + 2 gts de &cido sulfarico amarillo, guinda,
concentrado anaranjado
Saponinas Espuma En tub. 2 ml de extracto Espuma +++
hidroalcohdlico diluir 5 veces el persistente por 30
volumen en agua y filtrar, agitar x | minutos
30 segundos
Lieberman- | A 0.5 ml de extracto Coloracion azul o -
Esteroides Burchard hidroalcohdlico + 2-3 gts de azul verdosa
reactivo Lieberman-burchard
Dragendorf | A 0.5 ml de extracto Precipitado color +++
f hidroalcohdlico + 2-3 gts de naranja o marron
Alcaloides reactivo Dragendorff
Mayer A 0.5 ml de extracto Precipitado ++
hidroalcohélico + 2-3 gts de blanco o
reactivo de Mayer. amarillento
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Wagner A 0.5 ml de extracto Precipitado +++
hidroalcohélico + 2-3 gts de marron
reactivo Wagner
Cloruro de | A 0.5 ml de extracto Precipitado -
Mercurio hidroalcohdlico agregar cloruro blanco o
de mercurio al 5% amarillento
Acetato A 0.5 ml de extracto Coloracion rosada ++
Gomas Bésico de | hidroalcohdlico agregar 2-3 gts de | o purpura
Plomo acetato basico de plomo.
Acetato A 0.5 ml de extracto Coloracion rosada ++
Mucilagos neutro de hidroalcohdlico agregar 2-3 gts de | o pUrpura
Plomo acetato neutro de plomo.

Leyenda: -:Ausencia, +: Leve, ++ : Moderado, +++ : Abundante.

4.3. Método microbiolégico

Determinacion de la actividad antibacteriana

Se evaluo la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdélico de la savia de Musa

cavendishii Lamb. en concentraciones de 10%, 25%, 50% y 75% frente a la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC

19615 en diferentes tiempos siendo 24, 48 y 72 horas. Mediante el analisis de varianza

factorial se encontré diferencias significativas entre las cepas ensayadas, entre las

dosis del extracto y las horas de crecimiento de las colonias. De igual manera se

demuestra que la cepa y el tratamiento tienen interaccion, es decir, el tratamiento

difiere entre las cepas ensayadas o no tienen el mismo efecto en ambas.
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Tabla 3. Anélisis de varianza del halo de inhibicion promedio del extracto hidroalcoholico
de Musa cavendishii Lamb. frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 a las 24, 48 y 72 horas.

Fuente de Variacion SC GL CM FC VAT_OR
Cepa 103,714 1 103,714 29,858 ,000
Tratamiento 30436,106 6 5072,684  1460,377 ,000
Hora 53,143 2 26,571 7,650 ,001
Cepa / Tratamiento 1173,841 6 195,640 56,323 ,000
Cepa/ Hora 14,159 2 7,079 2,038 ,132
Tratamiento / Hora 18,116 12 1,510 435 ,949
Cepa / Tratamiento / 10,286 12 ,857 247 ,996
Hora
Error 1167,111 336 3,474
Total 32976,476 377

FV (Fuente de Variabilidad), SC (Suma de Cuadrados), GL (Grado de Libertad), CM
(Cuadro Medido), FC (F Calculado) y P Valor (Valor de probabilidad).

Hi = Existe diferencias entre los promedios de halos de inhibicion en las diferentes muestras.
Ho= No existe diferencias entre los promedios de halos de inhibicion en las diferentes

muestras.

En la tabla 3, podemos observar el valor de la probabilidad de ,000 que es menor a 0.5 lo
cual se puede rechazar la hip6tesis nula y aceptar la hip6tesis inicial donde existe diferencias
significativas entre las cepas ensayadas, entre las diferentes dosis del extracto y las horas de
crecimiento de las colonias. Del mismo modo se muestra que la cepa y tratamiento tienen
interaccion, es decir, el tratamiento difiere entre las cepas ensayadas o no tienen el mismo

efecto en ambas cepas.
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Luego se determind las diferencias entre tratamientos dividiendo la data en dos ensayos, uno
para cada cepa ensayada respectivamente, para determinar las diferencias entre los

tratamientos.

Tabla 4. Anélisis de varianza del halo de inhibicion promedio por tratamientos frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

FV SC GL CM FC P-VALOR
Tratamiento 19178.921 6 3196.487 888.435 0.000
Hora 6.222 2 3.111 0.865 0.423
Tratamiento vs. Hora 14.222 12 1.185 0.329 0.983
Error 604.444 168 3.598

Total corregido 19803.810 188

FV (Fuente de Variabilidad), SC (Suma de Cuadrados), GL (Grado de Liberad), CM (Cuadro
Medido), FC (F Calculado) y P Valor (Valor de probabilidad).

Hi = Existe diferencia en el halo de inhibicion promedio por tratamientos en las cepas
Staphylococcus aureus.
Ho= No existe diferencia en el halo de inhibicion promedio por tratamientos en las cepas

Staphylococcus aureus.

En cuanto a la eficacia antibacteriana in vitro del extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, aceptamos la hipotesis
inicial debido a que se encontré diferencias entre las dosis ensayadas (Tabla 4)
independientemente de la hora y la evaluacion del crecimiento de las colonias bacterianas;
sin embargo, entre las mismas no se encontro diferencias respecto a los antibioticos utilizados

como controles.
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Tabla 5. Comparacion del halo de inhibicion promedio por tratamientos frente a
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Tratamiento Halo de inhibicion
Blanco 6.0 a
Extracto 10% 6.0a
Extracto 25% 6.0a
Extracto 50% 8.4Db
Extracto 75% 9.0b
Amoxicilina 219¢c
Eritromicina 34.1d

*Promedios unidos por la misma letra son estadisticamente similares (p<0.05)

Segun la prueba de comparacién de medias de Duncan (p<0.05) en la Tabla 5, los promedios
unidos por la misma letra son estadisticamente similares, para los tratamientos con extractos
al 75% evidenciaron un halo de inhibicion de 9.0mm similar a los extractos de 50% con un
halo de 8.4mm, evidenciando menor actividad antibacteriana, mientras que los extractos al

10% y 25% no mostro actividad antibacteriana (Ver anexos 9.4; figuras 25-28).

45.00
40.00
35.00
30.00

25.00
20.00
15.00
10.00
o0 ] H B i i
0.00

Amoxicilina Blanco  Eritromicina Extracto Extracto Extracto Extracto
control - control + 10% 25% 50% 75%

Tratamientos

Halo de inhibicion (mm)

Figura 8. Halo de inhibicion promedio por tratamientos frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923
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En la figura 8 podemos observar dentro de los antibidticos ensayados que la Eritromicina es
uno de los macrdlidos que evidenci6 efecto inhibidor frente a la cepa de S. aureus con
34.1mm de halo de inhibicion, siendo un control positivo predilecto. No obstante, el control
negativo Amoxicilina generé 21.9mm de halo de inhibicion, mostrando que esta cepa no es
resistente a este antibiotico. Por otro lado, el ensayo demostro que el extracto al 50% y 75%
tuvo menor actividad antibacteriana en comparacion a la Eritromicina (Ver anexos 9.4 figura
42).

Tabla 6. Analisis de varianza del halo de inhibicién promedio por tratamientos frente a
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Fv SC GL CM FC P-VALOR
Tratamiento 12431.026 6 2071.838 618.606 0.000
Hora 61.079 2 30.540 9.118 0.000
Tratamiento vs. Hora 14.180 12 1.182 0.353 0.977
Error 562.667 168 3.349
Total corregido 13068.952 188

FV (Fuente de Variabilidad), SC (Suma de Cuadrados), GL (Grado de Liberad), CM (Cuadro
Medido), FC (F Calculado) y P Valor (Valor de probabilidad).

Hi = Existe diferencia en el halo de inhibicion promedio por tratamientos en las cepas
Streptococcus pyogenes.

Ho= No existe diferencia en el halo de inhibicion promedio por tratamientos en las cepas
Streptococcus pyogenes.

En relacion sobre la eficacia antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de Musa
cavendishii Lamb. frente a Streptococcus pyogenes ATCC 19615 aceptamos la hipoétesis
inicial debido a que el valor de probabilidad es menor a 0.05 se hallo diferencias entre las
dosis ensayadas Yy entre las horas de evaluacién del crecimiento de las colonias bacterianas
(Tabla 6).

53



Tabla 7. Comparacion del halo de inhibicion promedio por tratamientos frente a

Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Tratamiento Halo de inhibicion
Blanco 6.0a
Extracto 10% 94D
Extracto 25% 110c
Extracto 75% 116¢c
Extracto 50% 12.0c
Eritromicina 15.9d
Penicilina 32.8e

*Promedios unidos por la misma letra son estadisticamente similares (p<0.05)

En relacién a los halos de inhibicion ensayados (Tabla 7), el extracto al 50% dio halos de
inhibicién de 12.0mm siendo esta la de mayor tamafio entre los extractos, mientras que el
extracto al 10% exhibio halos de 9.4mm, siendo favorable la actividad antibacteriana en
comparacion con los halos que se evidenciaron con las cepas de S. aureus (Ver anexos 9.4:
figuras 25-28).

Tabla 8. Comparacion del halo de inhibicion promedio por tratamientos frente a

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 segun las horas de control

Hora Halo de inhibicion
24 horas 13.33 a
48 horas 1441 b
72 horas 14.63 Db

*Promedios unidos por la misma letra son estadisticamente similares (p<0.05)

Se observo actividad antibacteriana con mayor eficacia inhibitoria entre las 48 y 72 horas,
con halos mas altos que a las 24 horas, dentro de las primeras 24 horas expuso un halo de
13.33mm, pero en las posteriores 48 y 72 horas se observé un ligero incremento del tamafio

de halo de inhibicion de 14.63mm (Tabla 8).
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Figura 9. Halo de inhibicion promedio por tratamientos Streptococcus pyogenes

ATCC 19615
La penicilina evidencié mayor efecto inhibidor frente a la cepa de S. pyogenes con 32.8mm
de halo de inhibicién, mostrando la efectividad del control positivo. Sin embargo, la
Eritromicina con 15.9mm de halo de inhibicién demostré que este antibidtico no es
considerado como un control negativo para esta cepa comercial. En cuanto a los extractos
del 10%, 25% y 75% tuvieron halos de inhibicion entre 9-11mm, pero cabe resaltar que el
extracto de 50% tuvo un halo de 12mm mostrando una mayor actividad antibacteriana en

comparacion de los otros extractos. (Figura 9) (Ver anexos 9.4 figura 41).
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5. DISCUSION

Los microorganismos como Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes poseen
caracteristicas particulares de virulencia y resistencia contra antibiéticos, lo cual
constituye un grave problema de salud afectando a las personas y generando diversas
enfermedades infecciosas en la piel, tejidos blandos, algunos 6rganos y sistemas, esto es,
gracias a que su distribucion se extiende a nivel mundial y el impacto en la

morbimortalidad es considerable a nivel comunitario e intrahospitalario®®.

Segun estudios realizados en Espafia las bacterias mas importantes como flora transitoria
de la piel son S. aureus y S. pyogenes, por ello estan implicadas en infecciones cutaneas.
Tal es asi, hasta un 20-40% de adultos sanos presentan colonizacion nasal por S. aureus,
y un 20% perineal, pero solo contaminan de forma transitoria el resto de zonas del

organismo®.

En la prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb
(platano morado), los compuestos polares solubles fueron el agua, etanol y metanol segln
se visualiza en la Tabla 1 del presente estudio. Amparandose dichos resultados con el
estudio de Tasayco N. (2017), donde analiz6 las mismas pruebas de solubilidad en la
especie de Musa acuminata comprobando que la mayor solubilidad en este género fue en
solventes polares (agua, etanol y metanol). Lo que nos revelaria la presencia de
compuestos fenolicos de alta polaridad en nuestro extracto, los cuales nuestros resultados

son confirmados por el estudio de Tasayco N°.

En relacion al ensayo de analisis fitoquimico segin se muestra en la Tabla 2, el extracto
hidroalcohodlico de Musa cavendishii Lamb (platano morado) posee metabolitos
secundarios como saponinas, fenoles y alcaloides en abundancia, gomas, mucilagos,
flavonoides y taninos en moderada concentracidon. Se conoce que los taninos poseen la
destreza de constituir complejos con proteinas y polisacaridos, ademas de estar
relacionado con la actividad antibacteriana. La presencia de este metabolito en el extracto

de Musa cavendishii Lamb podria favorecer la inhibicion bacteriana en nuestro estudio,
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estos resultados se apoyan con el estudio de Sumathy, et al (2011) que fue mencionado
por los autores Bonilla J y Gonzales E (2017), quienes demostraron que el extracto liquido
de Musa acuminata posee un efecto bactericida contra Staphylococcus aureus donde

revelan la presencia de saponinas, taninos y flavonoides'’.

La presencia de los metabolitos secundarios antes mencionados en la savia del género
Musa de manera particular posee componentes activos como: los glucosidos, que crean
un medio hipertonico para la bacteria y los taninos que se agrupan a los esteroides de las
saponinas, de esta forma estos pasan al interior de la bacteria ocasionando astringencia de
la célula bacteriana. En cuanto a los fenoles y flavonoides a pesar que se encargan de
desnaturalizar las proteinas de la membrana celular, no necesariamente es letal para
Staphylococcus aureus cuya pared celular es muy resistente por la gran cantidad de
peptidoglucano que contiene. Los metabolitos mencionados estan fuertemente
relacionados con el efecto antibacteriano, informacion ratificada en los estudios realizados
por Bonilla J y Gonzales E (2017), quienes demostraron que el extracto liquido de Musa

acuminata posee un efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus®’.

Otros investigadores afirman que los terpenos, saponinas, flavonoides, alcaloides, gomas
y mucilagos de una u otra forma tienen inferencia en sus propiedades antibacterianas. Los
flavonoides, se definen por tener diversas actividades como antioxidante, antiinflamatoria,
antiviral, antibacteriana, papel protector contra enfermedades cardiovasculares, cancer y

diversas enfermedades?®.

Existen diferentes investigaciones desarrolladas sobre las propiedades medicinales del
género Musa en diferentes partes del mundo. En nuestro pais se han reportado
investigaciones con Musa paradisiaca y Musa acuminata, pero en la region Junin,
Chanchamayo selva central, la savia de Musa cavendishii Lamb (platano morado) lo usan
como medicina tradicional a través de aplicacion directa sobre infecciones, y esta planta
tiene diferentes propiedades las cuales aiin no ha sido investigada a fondo. Teniendo en
cuenta, la informacién brindada por los pobladores de las propiedades medicinales que
tiene dicha planta, nuestro estudio demostro el efecto antibacteriano del extracto de Musa
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cavendishii Lamb (platano morado) frente a las dos cepas de S. pyogenes y S. aureus,
siendo la primera cepa la que evidencid actividad antibacteriana favorable al 50% de
extracto con halos de inhibicion de 12.0mm. Sin embargo, podemos afirmar que la savia
del platano tendria menor actividad antibacteriana en comparacion a los medicamentos
sintéticos (Tabla5y 7).

En relacién a los resultados obtenidos para las cepas Staphylococcus aureus ATCC 25923
segun la tabla 4 existe diferencias entre las distintas concentraciones del extracto,
independientemente de la hora de evaluacion. En la tabla 5 se observa que las
concentraciones del 50% formaron halo de inhibicion de 8.4mm y los de 75% halos de
inhibicidn de 9.0mm.Estos resultados se asemejan a los que presenté Noles T. (2018), el
cual investigd sobre la capacidad antibacteriana de los taninos del platano verde frente a
Staphylococcus aureus ATCC: 12600, exhibiendo halos de inhibicion entre los 7mm para
el extracto acuoso y 12 mm para el extracto etandlico tanto de la cascara y el fruto,

mostrando que el género musa tiene minima actividad antibacteriana frente a S. aureus®®.

Verificando los resultados de la presente investigacion en cuanto a las cepas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 segun la figura 8, las concentraciones del extracto de
50% y 75% mostraron menor tamafio de halos de inhibicién en comparacion con los
antibidticos utilizados como controles, estos resultados son parecidos a los que reportaron
Yarlequé M y Wong J (2018), el cual estudiaron el efecto antibacteriano in vitro de
apitoxina de Apis mellifera frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, y su
comparacion con ceftriaxona, meropenem y penicilina benzatinica, donde el efecto
antibacteriano de la apitoxina comercial fue menor en comparacion a los antibidticos
betalactamicos utilizados. A pesar que los extractos y/o productos naturales estan
teniendo efecto antibacteriano si lo comparamos con la efectividad de los antibioticos

sintéticos se observa que tiene menor efecto para la cepa de S. aureus®’.

Los resultados hallados segun la tabla 5 y 7 muestra que a mayor concentracion del
extracto, considerando extractos al 50% y 75%, forman mayor tamafio de halo de

inhibicion. En la primera concentracion muestra 12.0mm y para el segundo 9.0mm
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desarrolladas en ambas cepas del presente estudio, estos resultados son estadisticamente
similares a los que evidencio Mayorga J. (2017), realizando un estudio in vitro del efecto
inhibitorio del extracto de la Musa paradisiaca frente a Porphyromona gingivalis, donde
concentro el extracto en 25%, 50% y 100% donde la tltima concentracion fue el que formo
un halo inhibitorio importante frente a Porphyromona gingivalis, notandose un halo de
inhibicion con un valor superior de 13mm dandonos a entender que a mayor concentracion

del extracto del género Musa tendra efectos mas favorables'?.
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6. CONCLUSIONES

Existe eficacia en la actividad antibacteriana del extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (Platano morado) frente a la cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Se determind cualitativamente los principales metabolitos secundarios mediante analisis
fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado),
encontrando mayor cantidad de compuestos fendlicos, alcaloides y saponinas, lo cual se
podria considerar que de una u otra forma tienen inferencia en sus propiedades

antibacterianas.

En las cepas de S. aureus ATCC 25923, los extractos al 50% con halo de inhibicion de
8.4 mmy al 75% con halos de inhibicion de 9.0 mm tiene poca efectividad inhibitoria en

comparacion a los antibioticos utilizados en este estudio.

En la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 el extracto al 50% mostr6é un halo
de inhibicion de 12.00 mm, mayor a las demas concentraciones, y se vio incrementado
ligeramente entre las 48h y 72h con halo de inhibicion de 14mm demostrando que tiene
efectividad inhibitoria, pero es menor en comparacion a los antibidticos como la

penicilina que exhibi6 32.8 mm de halos de inhibicion.

La concentracion efectiva inhibitoria del extracto hidroalcohélico de Musa cavendishii
Lamb. (Platano morado) frente a la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 es al

75%, mientras que en la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615 es al 50%.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda hacer estudios con otros microrganismos que pueden ser hongos o
parésitos y asi poder evaluar su actividad cicatrizante, antiulcerosa, gastroprotector y
antinflamatorio ya que no existen referencias sobre estos temas en relacion a la savia de

Musa cavendishii Lamb. (platano morado).

Realizar estudios cuantitativos para identificar los metabolitos primarios y secundarios del
extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii Lamb. (platano morado), siendo entre las
mas selectivas la Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y la Cromatografia en
capa fina (TLC). Estas técnicas son las mas utilizadas en las investigaciones relacionados
a plantas medicinales donde se pueden identificar su estructura de cada metabolito
hallado.

También se puede realizar estudios con las hojas o frutos de Musa cavendishii Lamb.
(platano morado), donde algunos estudios reportan resultados méas favorables sobre su

actividad antibacteriana del género Musa.
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9. ANEXOS

9.1. Matriz de consistencia

Titulo: Actividad antibacteriana in vitro del extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb. (Platano morado) frente a la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923y la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOSTESIS VARIA!BLES METODOLOGIA
General General General Dependiente
Determinar la actividad El extracto hidroalcohdlico de Actividad Tipo de investigacion:

¢Tendra actividad antibacteriana in
vitro el extracto hidroalcoholico de
Musa cavendishii Lamb (platano
morado) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC
25923y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615?

antibacteriana in vitro del extracto
hidroalcoholico de Musa
cavendishii Lamb. (platano
morado) frente a la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC
25923y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

Musa cavendishii Lamb.
(platano morado) tiene actividad
antibacteriana in vitro frente a la
cepa Staphylococcus aureus
ATCC 25923y la cepa
Streptococcus pyogenes ATCC
19615

antibacteriana
(Staphylococcus
aureus) y
(Streptococcus

pyogenes).

Especificos Especificos Especificos Independientes
(Cuéles son los metabolitos | Determinar cualitativamente los|El extracto hidroalcohdlico de | Extracto
secundarios principales del extracto | principales metabolitos secundarios | Musa cavendishii Lamb. (platano | hidroalcohdlico
hidroalcohdlico de Musa | mediante tamizaje fitoquimico del | morado) presenta metabolitos | de Musa
cavendishii Lamb (platano | extracto hidroalcohodlico de Musa | secundarios principales. cavendishii
morado)? cavendishii Lamb. (platano | El extracto hidroalcohdlico de | Lamb.

¢Cudl es el efecto inhibitorio del
extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb (platano morado)
en concentraciones de 10%, 25%,
50% y 75% frente a las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923 y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615?

¢(Cudl serda la concentracion
efectiva inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de Musa

cavendishii Lamb (platano morado)
frente a la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y la cepa de
Streptococcus pyogenes ATCC
19615?

morado).

Identificar el efecto inhibitorio del
extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (Platano morado)
en concentraciones de 10%, 25%,
50% y 75% frente a las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923 y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

Identificar la concentracién efectiva
inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (platano morado)
frente a la cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923 y la cepa de
Streptococcus  pyogenes ATCC
19615

Musa cavendishii Lamb. (platano
morado) en las concentraciones
del 10%, 25%, 50% y 75%
presenta diferencias en su efecto
inhibitorio frente a las cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923 y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

La concentracién efectiva
inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de Musa
cavendishii  Lamb.  (platano
morado) en la concentracién del
75% frente a las cepas de

Staphylococcus aureus ATCC
25923y lacepade Streptococcus

pyogenes ATCC 19615.

Este estudio sera tipo experimental, prospectivo
y longitudinal.

Nivel de investigacion:

Explicativa

Disefio de la investigacion:

Experimental observacional.

Método microbiolégico:

Antibiograma de discos

La prueba de sensibilidad utilizara la técnica de
Difusion en Agar (Método de Kirby-Bauer).
Poblacién y muestra:

Poblacién: plantaciones de Musa cavendishii
Lamb. y la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615.

Muestra: Extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishii Lamb. (platano morado).
Muestra experimental.- Esta constituida por
colonias de la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923y la cepa de Streptococcus
pyogenes ATCC 19615 con morfologia
conveniente.

Instrumentos de recoleccion de datos:
Reqistro, en el cual se registraran los datos
obtenidos como se menciona en el (Anexo 6.2
a) S. aureus y 6.2 b). S. pyogenes.
Procesamiento y analisis de datos: Sera
empleado el programa SPSS version 21.
Anélisis de varianza ANOVA.
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9.2. Instrumentos de recoleccidn de datos

Anexo 9.2 a) Staphylococcus aureus

Determinacion de Halos de Inhibicion frente a la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus

Extracto de

Extracto de

Extracto de

Extracto de

g Blanco M. M. M. M. Eritromicin | Amoxicilina
g cavendishii | cavendishii | cavendishii | cavendishii | a control + control -
S o § _ Lar_nb. 10% Lamb. 25% Lamb. 50% Lamb. 75% _ _
Sl = tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
';“ % o h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm h)/mm
Z|O|Z (24| a8 [72]24]a8]72 244872244872 2448722414872 48 | 72
G1
1 |G1
1 G1
G2
2 |G2
G2
G3
3 |G3
G3
Concentracion efectiva Inhibitoria frente a la cepa ATCC 25923 Staphylococcus aureus
Extracto de | Extracto de | Extracto de | Extracto de
o Blanco M._ ) M._ ) M._ B M._ B Eritromicina | Amoxicilina
= cavendishii | cavendishii | cavendishii | cavendishii control + control -
£ " Lamb. 10% | Lamb. 25% | Lamb. 50% | Lamb. 75%
E’_ 2 § tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
s S_L h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm h)/mm (h)/mm
> 8 Z (24| 48 |72 (24|48 |72 |24 48|72 |24 |48 |72 |24 |48 |72|24 (48| 72 |24 | 48 | 72
Gl
1|G1
5 Gl
G2
2 G2
G2
G3
3 |G3
G3
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Anexo 9.2 b) Streptococcus pyogenes

Determinacion de Halos de Inhibicion frente a la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Extracto de | Extracto de | Extracto de | Extracto de Penicilina _ N
= Blanco M._ B M._ 3 M._ B M.. | & sodica Eritromicina
S cavendishii | cavendishii | cavendishii | cavendishii control + control -
g o Lamb. 10% | Lamb. 25% | Lamb. 50% | Lamb. 75%
§ = k= tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
o
- ‘—; o h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm h)/mm
Z|O| Z(24] a8 [72]24]48]72 (244872244872 24]a8[72]2448][72]24 48] 72
G1
1 G1
2 G1
G2
2 |G2
G2
G3
3 |G3
G3
Concentracion efectiva Inhibitoria frente a la cepa de Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Extracto de | Extracto de | Extracto de | Extracto de
Penicilina . -
o M. M. M. M. .- Eritromicina
2 Blanco - N _— . ... | G Sodica
S cavendishii | cavendishii | cavendishii | cavendishii control + control -
g 2 Lamb. 10% | Lamb. 25% | Lamb. 50% | Lamb. 75%
:é— E S tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo tiempo
[a
u % o h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm (h)/mm h)/mm
Z|O| “|24] a8 [72]24]48]72 (244872 2448722448 [72]24]48]72]24 (48] 72
G1
1 |G1
2 Gl
G2
2 G2
G2
G3
3 |G3
G3

70




Anexo 9.2 ¢) Ensayo de Solubilidad del extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishii
Lamb.

Solvente Resultado

Agua destilada

Suero fisiologico
Etanol 96%
Etanol 70%

Metanol

Acetato de etilo

Cloroformo

Acetona
Eter

Hexano

Leyenda: -: Insoluble, +: Poco soluble, ++ : Soluble, +++ : Muy soluble

Anexo 9.2 d) Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii

Lamb.

Metabolito Reaccion Resultado
Alcaloides y Aminas terciarias | Dragendorff
Alcaloides Mayer
Aminoécidos, sales de amonio o

- Ninhidrina
y anilina
Taninos Gelatina - sal
Naftoguinonas, antraquinonas,
Bortraguer
antronas o antranoles.
Catequinas Vainilla— Acido
d clorhidrico
Flavonoides Shinoda
Esteroides y glicosidos Liberman -
triterpenicos burchar
Monosacaridos Molish
Saponinas, esteroides y
. . ; Espuma
saponinas triterpenoides

Leyenda: -: Ausencia, +: Leve, ++: Moderado, +++ : Abundante.
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9.3 Fichas de validacion de registro de datos

ANEXON®.
' VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

: : Menos de 50 50-60-70—-80—-90-100
1.; En qué porcentaje estima Usted Gt () L3 L) (1 4080
que con esta prueba se lograra el . b
objetivo propuesto?
2. (En qué porcentaje considera - ) (P ) (o)
que los items estan referidos a f :

-1

los conceptos del tema?
3. (Qué porcentaje de los i () (O CY () 0) )0
items planteados son suficientes i
para lograr los objetivos?
4. (En qué porcentaje, los items € 4 Gy 2008 COEs
de la prueba scn de facil comprensién?
5. {En qué porcentaje los items Q) ) L3I0
siguen una secuencia logica? : i
6. ;En qué porcentaje valora Usted () S TC) T e 0D

que con esta prueba se obtendran datos

similares en otras muestras?

SUGERENCIAS

i ZQué items considera Ustéd que deberfan agregarse?
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ANEXON°.
' VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

] 4 Menos de 50 50-60-70—-83—90-100
1.; En qué porcentaje estima Usted (0 e Yy (702000
que con esta prueba se logrard el . i
objetivo propuesto?
2. ;En qué porcentaje considera - € CRACY C) ) ) x>
que los items estan referidos a ‘
los conceptos del tema?
3. ¢Qué porcentaje de los ] 9 ) 060 Q056D
items planteados son suficientes s
para lograr los objetivos?
4. (En qué porcentaje, los items ) : LECR LI O G
de la prueba scn de facil comprension?
5. (En qué porcentaje los items ) EACIREOREE R 00
siguen una secuencia logica? -
6. (En qué porcentaje valora Usted () A) €3 Cr L) £ R

que con esta prueba se obtendran datos

similares en otras muestras?

SUGERENCIAS

1:. ZQué items considera Ustéd que deberian agregarse?
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ANEXON°.
' VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Después de revisado el instrumento, es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

; . Menos de 50 50—-60-70-80—-90-100
1.; En qué porcentaje estima Usted () 4 1) ey
que con esta prueba se lograra el ;
objetivo propuesto?
2. (En qué porcentaje considera 3 ) (J eyt x4 tdl
que los items estén referidos a %
los conceptos del tema?
3. ¢ Qué porcentaje de los i ) SRR N
items planteados son suficientes i
para lograr los objetivos?
4. (En qué porcentaje, los items (5) ; DR RS (O TTRE  oh
de la prueba scn de facil comprensién?
5. ¢En qué porcentaje los items (68) (SRR G
siguen una secuencia logica? ‘ g
6. (En qué porcentaje valora Usted (@ JOE Y0 CUME IX

que con esta prueba se obtendrén datos

similares en otras muestras?

SUGERENCIAS

1 ZQué items considera Ustéd que deberfan agregarse?
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9.4 Certificado de la planta y de ambas cepas de estudio.

[ — UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

(4 - ke s
(A S Universidad del Perd, DECANA DE AMERICA r
/M VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
VICERRECTORADO DE
TRVESTIGACION Y PDSGRADG MUSEO DE HISTORIA NATURAL

INVESTIGACION ¥ POSGRADO

“Afio de la lucha contra la corrupcion y la impunidad”

CONSTANCIA N°325-USM-2019

LA JEFE (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA
NATURAL, DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA

CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta con fruto) recibida Mari Renee Tovar Baca, Zoila Silvia
Jaimes Garay y Elena Andrea Valverde Reynaga , estudiantes de la Universidad Maria
Auxiliadora; ha sido estudiada y clasificada como: Musa rubra Wall. Ex Kurz. y tiene la
siguiente posicién taxondmica, segln el Sistema de Clasificacion de Cronquist (1988).

DIVISION: Magnoliophyta
CLASE : Liliopsida
SUBCLASE: Zingiberidae
ORDEN: Zingiberales
FAMILIA: Musaceae
GENERO: Musa
ESPECIE: Musa cavendishii Lamb.

Nombre vulgar: “platano morado”
Determinado por: Dra. Joaquina Alban Castillo e Isabeu Cruz

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para fines de

estudios.
Lima, 09 de octubre de 2019
~ \ A
/ = /oy |
[ | 4 firsge
WAE / |
- / '5' §
IR SYVEL § QU&Q w k
\JOAQUINA ALBAN CASTILLO
HERBARIO SAN MARCOS (USM)
i/
JAC/ddb
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O Microbiologics:

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2021/3/31

Microorganism Name: Streptococcus pyogenes (group A) Release Information:

Catalog Number: 0385 Quality Control Technologist: Carol J Stanoch
Lot Number: 385-179** Release Date: 2019/4/30

Reference Number: ATCC® 19615™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colon types both are circular, convex, entire edge; one is medium & SBAP
beta hemolytic, other is small and alpha hemolytic, turning to beta as culture
al

Mlcroscoplc Features: Method:

Gram positive cocci Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Catalase(3% Hydrogen Peroxide): negative

Bacitracin differential: Sensitive

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek® p anel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that differ from published results obtained by other methods.

. Refer to the enclosed product insert for instructi i ded use and fety information.

are t ble to a i culture

lACCREDITEDI

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed gg[?uerg\:rks of ATCC. Microbiologics, Inc.'is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®
\ Derivative ) -

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results B%ﬂ

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+) green
1.70 - 1.99 Low-confidence identification +) yellow
0.00 - 1.69 ®) red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match. or (3) a non-identification.
Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.
(©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Sample Name: Streptococcus pyogenes (group A)
Sample Description: 0385
Sample ID: 385-179

Sample Creation Date/Time:  2019-04-24T14:40:17.097 cjs/mlb

Applied MSP L

ibrary(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
o 385-179 Streptococcus pyogenes
(++4) (A)
Comments:

Species canis / dysgalactiae / pyogenes of the genus Streptococcus have very similar patterns: Therefore distinguishing their
species is difficult.
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O Microbiologics®

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

Specifications Expiration Date: 2020/10/31

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus Release Information:

Catalog Number: 0360 Quality Control Technologist: Kieshia L Negen
Lot Number: 360-419** Release Date: 2018/11/29

Reference Number: ATCC® 25923 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale white colonies, SBAP
smooth, opaque, beta hemolytic

Microscopic Features: Method:

Gram positive cocci occurring singly, in pairs and in irregular clusters Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1) Other Features/ Challenges: Results

See attached ID System results document. (1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): positive

(1) Coagulase (rabbit plasma - tube): positive
(1) Beta Lactamase (Cefinase Disk): negative
(1) Ampicillin (10 mcg - Disk Susceptibility): 27 - 35 mm
(1) Penicillin (10 units - Disk Susceptibility): 26 - 37 mm
(1) Oxacillin (1 mcg - Disk Susceptibility): 18 - 24 mm

%db/#/vﬁw

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitek@ganel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, may
produce results that differ from published results obtained by other methods.

., Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

Individual products are tr ble to a gnized culture

()

IACCREDITED'

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT #2655.02

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are
ATCC Licensed \* tra[?emarks of ATCC. Microbiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®
\ Derivative )

Cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

|ACCREDITED'

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286

78



Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results an

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) yellow
0.00 - 1.69 (-) red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match is (1) a
(A) high-confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence
identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-
(B) confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence identification in
which the genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

©) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Sample Name: Staphylococcus aureus subsp. aureus
Sample Description: 0360
Sample ID: 360-419

Sample Creation Date/Time:  2018-11-21T09:07:19.931kiIn
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library 1.0, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
o5 360-419 Staphylococcus aureus
(+++) (A)
Comments:
N/A
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9.5 Esquema de los procedimientos

ESQUEMA N° 1

Obtencidn del extracto hidroalcoholico de Musa cavendishii Lamb (platano morado)

Recoleccion de Se recolecto 4,091.84
Muestra Litros de Savia de Musa
cavendisshii Lamb.
Se llevé el tallo,
flores 'y fruto de Identificacion
Musa cavendisshii L.
Lamb. al Museo de Taxonomica e
Historia Natural de .| Semaceré 4 Litros de Savia
UNMSM v "] de Musa cavendisshii
Maceracién en L Lamb. en 70% de alcohol.
Etanol 70°
\ 4
Se coloco a rotavapor
a una temperatura de Extracto en
40°C Rotavapor

\4
Extracto hidroalcoholico de
Musa cavendishii Lamb
(platano morado)

Muestra del platano
morado que fue llevada al
Museo de Historia Natural
de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos para
su respectiva identificacion
taxonomica.

Figura 10. Muestra de Musa cavendishii Lamb (platano morado)
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Etapas de la recoleccion de la Savia del platano morado:
a) Cortarun trozo de tronco del tallo del arbol de platano morado

b)  Lucgo dejar cacer la savia en un frasco limpio oscuro

¢) Extraer cantidad suficiente aproximadamente 4 litros

Figura 11. Etapas en la recoleccion de la savia de Musa cavendishii Lamb (platano morado)

a) La savia extraida del b) Se peso con una ¢) Luego se trasvaso a una d) Maceracion  del
platano fue llevada al balanza electronica botella oscura para macerar €Xtracto hidroalcoholico

. . de Musa cavendishi Lamb
laboratorio ~ de  la sSiendo untotalde 4091. con alcohol al 70 % concentrado fue por un

el 84 litros haciendo ~ un  extracto periodo de un mes. Siendo
un}\ersxdad pore. e hidroalcohdlico de Musa fecha de inicio 14/10/19,
pesada. cavendishi Lamb se utilizo 2 litros de

alcohol al 70 %.

Figura 12. Proceso de maceracion de la savia de Musa cavendishii Lamb (platano
morado)
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El 19 de noviembre 2019 se filtro el extracto  Una vez filtrada se coloco al rota vapor a una
hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb de la savia  temperatura de 40 °C una cantidad aproximada
del plarano morado que estaba en maceracion por un  de 500 mL, asi aumentando poco a poco para
periodo de un mes. obtener extracto hidroalcohdlico de Musa
cavendishi Lamb concentrado

Figura 13. Filtracion del extracto hidroalcohélico Musa cavendishii Lamb (platano morado)

; p T : .
Para apoyar al rota vapor ‘se coloco en una fuente de pirex a la iwle P st AT

estufa a una temperatura de 45 °C una cantidad aproximada de
300 mL por varios dias, asi aumentando poco a poco para obtener
extracto hidroalcohoélico de Musa cavendishi Lamb concentrado.

Lot L d

Figura 14. Proceso de concentracién al extracto hidroalcohdélico Musa cavendishii Lamb
(platano morado)
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Prueba de solubilidad al
extracto  hidroalcoholico de
Musa cavendishi Lamb. en la
figura vemos los resultados

Listos para realizar prueba de solubilidad al extracto
hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb.

Figura 15. Prueba de solubilidad extracto hidroalcoh6lico Musa cavendishii Lamb

Pruecbas de marcha fitoquimica
cualitativa ~ preliminar  para la
identificacion de metabolitos
secundarios.

Figura 16. Anélisis fitoquimico del extracto hidroalcoholico Musa cavendishii Lamb
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Figura 17. Observacion del andlisis fitoquimico del extracto hidroalcohélico Musa
cavendishii Lamb (platano morado).
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ESQUEMA N° 2

Identificacion de la cepa (Diagrama de flujo para Tincion Gram)

Cultivo de la muestra biol6gica
activa diluida en suero fisioldgico

v

Encender el mechero

v

—

Esterilizar el asa de siembra con calor

v

Coger una lamina portaobjeto estéril

v

Con el asa de siembra coger una gota de
solucidn salina con la muestra biolédgica
activa y ponerla sobre la Iamina
portaobjeto

v

Dejar secar

v

Agregar cristal violeta
y esperar 1 min

v

v

—— Agregar lugol y
esperar 30"

\ 4

Agregar alcohol de
96° y esperar 15"

'

Agregar safranina y esperar 30"
a 1 min, enjuagar y dejar secar.
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Observar al
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Identificacion de las Bacterias:
Tincion de Gram: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
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Tincion de la muestra
Tincion de Gram:
Extension y fijacion de la muestra
Fuente: Anécdotas de laboratorio

http://anecdotaslaboratorista.blogspot.com/2014/10/la-tincion-

gram.html

Figura 18. Procedimiento tincion Gram en ambas cepas de estudio

Identificacion de las Bacterias:
Tincion de Gram: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615,
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a)Staphylococcus  oureus

d) Streptococos pyogenes

ATCC 25923

Observacion, microscopio
ob{'ctivo 10X cocos de
color azulivioleta que
muestra una pared Gram
positiva. forman grupos de
células semejantes a racimo
de uvas de 2 en 2 o en
forma de cadenas cortas

R}C ‘:Sté:g;%ococcus aureus

Observacion, microscopio
objetivo 40X cocos de color

/violeta que muestra
una pared Gram positiva.
forman grupos de celulas
semejantes a racimo de uvas
de 2en 2 o en forma de
cadenas cortas

c) Streptococos pyogenes
ATCC 19615

Observacion, microscopio
objetivo 10X cocos Gram
positivos que se disponen
en cadenas cortas o semi
largas formados de 4 a 10
bacterias aproximadamente

ATCC 19615

Observacion, microscopio
objetivo 40X cocos Gram
positivos que se disponen
en cadenas cortas o semi
largas formados de 4 a 10
bacterias
aproximadamente.

Figura 19. Tincion Gram realizada en ambas cepas de estudio
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Prueba de Catalasa: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

La prueba se realiza
agregando una gota de
peroxido de hidrogeno sobre
la muestra en una ldmina
porta objeto de vidrio. Es
positiva si se observa un
burbujeo intenso

Streptococcus pyogenes Staphylococcus aureus
ATCC 19615 ATCC 25923

Figura 20. Prueba de catalasa realizada en ambas cepas de estudio
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Diagrama de flujo para preparar medios de cultivo (Agar Manitol Salado, Agar Mueller-Hinton

y Agar sangre)

Limpieza del ambiente,
materiales y equipos

\ 4

ESQUEMA N° 3

Realizar los calculos para cada medio
de cultivo segln indicacidon del

\4

Pesar el agar
en la balanza

fabricante
\ 4

Adicionar cantidad de agua segun los
calculos, agitar hasta deshacer los
grumos

Adicionar acido

clorhidrico 0
hidréxido de
sodio

El pH esta
dentro del rango

Calentar tapado hasta
completa disolucion

\ 4

Esterilizar en autoclave a
120 °C por 20 minutos

!

Verter el agar completamente
preparado en las cajas petri
previamente esterilizada.

»
L
A

y

Esperar dentro de la
campana a que solidifique.

NO

Encender la cabina de
bioseguridad

Temperatura
adecuada de 45-
50°C

!

Esta solido

S|

Tapar y almacenar
nara Sitl 1sn.

Fin

Para el caso de Agar

sangre  verter la
sangre cuando el
medio este a una

temperatura 35-40°C
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Medios dé ciliive Pesar todos los medios de  Agregar agua segiin los

o Agar base sangre cultivo cilculos a cada medio
o Agar Mueller-Hinton o Agar base sangre de cultivo
o Agar manitol salado o Agar Mueller-Hinton o Agar base sangre

o Agar manitol salado o Agar Mueller-Hinton

o Agar manitol salado

Figura 21. Preparacion de medios de cultivo

Diluir bien y colocar la cinta Esterilizar en autoclave a
indicador de autoclave. 121°C por 21 min.

o Agar base sangre o Agar base sangre

o Agar Mueller-Hinton o Agar Mueller-Hinton
o Agar manitol salado o Agar manitol salado

Autoclave

Figura 22. Homogenizacion, dilucion y autoclavado de medios de cultivo
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Una vez autoclavada llevar los medios Se vertio los medios preparados en la cajas de

de cultivo a la cabina de bioseguridad placas Petri dentro de la cabina de bioseguridad
o Agar base sangre o Agar base sangre

o Agar Mueller-Hinton o Agar Mueller-Hinton

o Agar manitol salado o Agar manitol salado

Figura 23. Enfriado y plaqueado de medios de cultivo

Esperar que solidifique y este libre de humedad.
o Agar base sangre

o Agar Mueller-Hinton

o Agar manitol salado

Figura 24. Enfriado de medios de cultivo dentro de la campana de bioseguridad
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ESQUEMA N° 4

Diagrama de flujo preparacion de caldo Mueller-Hinton y preparacion de los discos con las
concentraciones del extracto hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb. (platano morado)

Limpieza de
materiales y equipos

¢ Esterilizar (UV x 30min) los discos
preparados con papel whatman N° 4
y materiales para hacer las
diluciones en la campana de

Realizar los célculos del caldo M.
Hinton, yodo y yoduro de potasio

segun indicacion del fabricante. ¢
l Coger el extracto hidroalcohdlico
/ Pesar en la / de Musa cavendishi Lamb
balanza c/u concentrado.
v
\ - Pesar en la
Caldo M. Hinton En una fiola de 25mL balanza analitica
en un frasco 1.79¢ Yodo 0.08g + yoduro de
en 20mL de agua. potasio 0.1g en 20mL de l
agua.
¢ Dentro de la campana de
Diluir y hervir hasta v bioseguridad realiza}r las diluciones
e bullir por 1 min o en las concentraciones de 10%,
Diluir 25%, 50% y 75%.
¢ completamente ¢
Enfriar entre 45- 50°C Luego esperar que se impregne el

extracto en los discos por 30 min
para quitar el excedente del extracto.

NO ¢

Ajustar El pH estd _ .
dentro del rango Dejar secar en la misma campa
por un tiempo prudencial (libre de
humedad
S| )
Adicionar en tubos estériles Listo para
con tapa 2mL de caldo y 2 mL ser utilizado

de yodo y yoduro, haciendo 4
ml de caldo nutritivo

v

Listo para
ser utilizado
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Discos de papel whatman N° 4
seleccionados ~ para  las

diferentes concentraciones. ; 2 ;
bioseguridad con filtro UV por 30 min.

Se peso el extracto

Se esterilizo todo el material y discos de papel hidroalcohdlico de Musa
whatman N° 4 seleccionados para las diferentes  cavendishi Lamb
concentraciones dentro de la campana de concentrado en una

balanza analitica.

Figura. 25. Preparacion de extractos impregnados en discos de papel Whatman N° 4

i [ Se
Luego se embebio las diluciones

Se realizo las diluciones  exiracto hidroalcohdlico de Musa
extracto  hidroalcohdlico  cqvendishi Lamb dentro de cajas
de  Musa  cavendishi  de placas Petri previamente
Lamb. rotuladay estéril.

retiro
hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb
y se dejo secar por un tiempo prudencial
hasta que este libre de humedad,
totalmente seco.

el exceso del extracto

Figura 26. Diluciones de extracto impregnados en discos de papel whatman al 10%,
25%, 50% y 75%
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Se tomo un disco de papel whatman
impregnado con el extracto hidroalcoholico
de Musa cavendishi Lamb. al 10% para ser
observada al microscopio en objetivo de 10X
y 40X

Se tomo un disco de papel whatman
impregnado con el extracto hidroalcoholico
de Musa cavendishi Lamb. al 25% para ser
observada al microscopio en objetivo de 10X
y 40X

Figura 27. Observacion al microscopio extractos impregnados en discos de papel
whatman al 10% y 25%

Se tomo un disco de papel whatman
impregnado con el extracto hidroalcohdlico
de Musa cavendishi Lamb. al 50% para ser
observada al microscopio en objetivo de 10X
y 40X

Figura 28. Observacién al microscopio extractos impregnados en discos de papel

Whatman al 50% y 75%
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de papel whatman

Se tomo un disco
impregnado con el extracto hidroalcohélico
de Musa cavendishi Lamb. al 75% para ser
observada al microscopio en objetivo de 10X
y 40X




Se peso yodo (0.08g) para Se peso yoduro de potasio Se adiciono 20 mL de agua desionizada para

ser diluida en 20 ml de (0.1g) para ser diluida en luego agitar hasta diluir completamente.
20 ml de  agua

agua desionizada, Jomors

Figura 29. Procedimiento para preparar el caldo de cultivo Mueller-Hinton

Agregar 20 mL de agua desionizada al
caldo Mueller-Hinton (1.79), diluir con la
ayuda de una bagueta y sobre la cocinita
cléctrica para hervir hasta ebullir.

Se peso caldo Mueller-Hinton (1.79) segin
indicacion del fabricante para 20 mL de agua
desionizada.

Figura 30. Preparacion del caldo de cultivo Mueller-Hinton
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v

Agregar 20 mL de agua desionizada al caldo Mueller-Hinton (1.79), diluir con la
ayuda de una bagueta y sobre la cocinita eléctrica para hervir hasta ebullir, luego
dejar enfriar a una temperatura de 45-50°C.

Figura 31. Preparacion del caldo de cultivo Mueller-Hinton controlando T°y pH

Procedimiento para prepara el caldo de cultivo Mueller-Hinton

Trasvasar 2 mL caldo Mueller-Hinton y 2 mL del preparado de yodo y yoduro de
potasio en tubos de ensayo estériles con tapa con la ayuda de pipeta graduada.

Figura 32. Preparacion del caldo de cultivo Mueller-Hinton colocando en tubos de ensayo
estéril
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ESQUEMA N° 5

Diagrama de flujo de la técnica de Difusion en Agar (Método de Kirby-Bauer).

Inicio
Limpieza del ambiente,
materiales y equipos

\ 4
Utilizar  cultivos que  fueron
sembrados e incubados con 18 a 24 h
de anterioridad.

\ 4
Preparacion del inoculo

T~

Inocular colonias aisladas de S. Inocular colonias aisladas de S.

aureus en el caldo Mueller- pyogenes en el caldo Mueller-

Hinton previamente preparados Hinton previamente preparados
Incubar en la

05  suspension
estufa entre 2 a 8h MeFarland  de prueba

\ 4

Ajustar la turbidez con el patron
equivalente al tubo 0.5 de la escala
de McFarland

................. o T~

Realizar control de : Inocular sobre la placa de agar Inocular sobre la placa de agar
calidad de los *— Mueller-Hinton (S. aureus) Mueller-Hinton  suplementado  con
medios de cultivo. con hisopo estéril, para sangre (S. pyogenes) con hisopo
----------------- ' crecimiento homogeneo. estéril, para crecimiento homogeéneo.

' Realizar control de

N

Dejar secar entre 5-20 min.

|
, \ 4

1 . .
. calidad de los | Colocar los discos de antibidticos y los o H——

. H "—» . s -
discos. extractos con una pinza estéril.

Incubar en la estufa
entre 24-72h

. I
Realizar lectura de ;

las  zonas de | Medir  apropiadamente los  halos
- - - -7 P -
inhibicion. > formados con un vernier.

Anélisis de Datos
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Antibiograma método difusion en disco o Kirby Bauer: Colonias aisladas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

a)Staphylococcus aureus ATCC 25923 b) Streptococos pyogenes ATCC 19615

Aislamiento a partir de un cultivo
puro. no mas de 18 a 24 horas de
crecimiento se tomara de 1 a 2
colonas

Aislamiento a partir de un cultivo puro,
no mas de 18 a 24 horas de crecimiento
se tomarade 1 a 2 colonas

Figura 33. Crecimiento de colonias aisladas tanto de S. aureus y S. pyogenes

Sembrado de colonias identificadas de Sembrado de colonias identificadas de
Staphvlococcus aureus ATCC 25923 en Streptococcus pyogenes ATCC 19615 en agar
agar manitol salado para ser incubadas manitol salado para ser incubadas en un
en un estufa por un periodo del8 a 24 h. estufa por un periodo del8 a 24 h.

Figura 34. Sembrado de colonias aisladas para incubar entre las 18 y 24h tanto de S.
aureusy S. pyogenes
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Incubacion de 18-24 horas para
aislar colonias morfologicamente
similares, colocarlo en caldo
Mueller-Hinton las 3 colonias por
separado en cada tubo se tapo con
parafilm, luego se incubo durante
5h con 30 min para S. pyogenes y
6h para S. aureus.

Figura 35. Inocular las colonias que fueron incubadas en caldo Mueller-Hinton S.
pyogenes

| W

‘I

" I

= W
~ A . -

v

Identificacion en los medios de cultivo para colocar los
discos de antibiograma

Agitar antes de inocular lo que se incubo.
Introducir un hisopo estéril para inocular

cnow >3

Hacer el estriado con el hisopo inoculado sobre el medio
de cultivo indicado para cada cepa de estudio.

Figura 36. Sembrado de las colonias incubadas S. pyogenes con agar Mueller-Hinton
suplementado con sangre.
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Antibioticos en discos
sensibilidad y las diferentes Colocd los discos de sensibilidad guardando una distancia

concentraciones de extracto adecuada con una pinza estéril después que hay secado el
hidroalcohdlico ~ de  Musa estriado.

cavendishi Lamb. impregnados

en los discos.

Figura 37. Colocacion de extractos en discos y los antibioticos de control sobre la
siembra con cepas de S. pyogenes

Luego tapar y scllar con Se dejo en la incubadora durante 24, 48 y 72 horas

parafilm para evitar la siguientes, para hacer los controles respectivos.
contaminacion.

Figura 38. Incubacion en una estufa a temperatura de 35°C durante 24, 48 y 72 horas
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Las tres colonias de S / .
aureus incubadas por 6
horas lista para ser
inoculada en el medio de
cultivo indicado.

Se inoculd con un hisopo
estéril una colonia de S.
aureus incubadas sembrar en
tres placas Petri con agar
Mueller-Hinton

Inoculé sobre la superficie
seca de agar Mueller-Hinton
estriando en 3 direcciones, se
dejo secar por 20min

Figura 39. Sembrado de las colonias incubadas de S. aureus con agar Mueller-Hinton

Se coloco los discos de sensibilidad vy el extracto guardando una
distancia prudente con una pinza estéril.

Despues se tapo y se puso parafilm alrededor de cada placa para
evitar la contaminacion

Se dejo en la incubadora
durante 24, 48 y 72 horas
siguientes, luego se hizo
los controles respectivos.

Figura 40. Colocacion de extractos en discos sobre la siembra en placas con cepas de S.
aureus
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Resullad_os: para la cepa Slre;xocqccus progenes A'TCC 19615 se hizo el registro segiin la fichade [ octura  de  los
recoleccion datos previamente validados por un periodo de 24, 48 v 72 horas AT RS
Antibiéticos utilizados halos de inhibicion
Penicilina control (+): 32.8 mm utilizando el
Entromicina (-): 15.9 mm vernier

Blanco: 6mm

extracto hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb. al 10%: 9.4 mm

extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb. al 25%: 11.0 mm

extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb. al 50%: 11.6 mm

extracto hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb. al 75%: 12.0 mm

Figura 41. Lectura de resultados en 24, 48 y 72 horas de S. aureus con la ayuda de un
vernier

Resultados: para la cepa Streprococcus pyogenes ATCC 19615 se Lectura de los halos
hiZQ el registro seg!’m la ficha de recoleccion datos previamente de inhibicién
validados por un periodo de 24, 48 y 72 horas o
Antibiéticos utilizados utilizando el
Eritromicina (+) : 34.1 mm vernier.
Amoxicilina (-): 21.9 mm

Blanco : 6mm

extracto hidroalcoholico de Musa cavendishi Lamb. al 10%: 6mm

extracto ludroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb. al 25%: 6mm

extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb. al 50%: 8 4mm

extracto hidroalcohdlico de Musa cavendishi Lamb. al 75%: 9mm

Figura 42. Lectura de resultados en 24, 48 y 72 horas de S. pyogenes con la ayuda de un
vernier
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Lectura de los halos de inhibicion utilizando el vernier, registro de datos obtenidos en la ficha
de registro.

Figura 43. Lectura de los controles realizados

Figura 44. Materiales, equipos y reactivos utilizados
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