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RESUMEN

Se ha visto el uso de plantas en la medicina tradicional, estos compuestos no han sido estudiados a profundidad frente a
microorganismos hospitalarios. El presente trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto inhibitorio in vitro del extracto
liquido de Musa acuminata (platano var. Seda) a concentraciones de 5, 10, 20, 30 %v/v sobre Staphylococcus aureus re-
sistente a meticilina y evaluar la toxicidad del extracto de Musa acuminata sobre Artemia salina. Se utilizaron cinco cepas
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina aisladas de pacientes con infecciones de vias respiratorias y extracto li-
quido de Musa acuminata. EIl nimero de observaciones experimentales fue 75 para el efecto inhibitorio y de 120 para la
toxicidad. El efecto inhibitorio se determin6 siguiendo la metodologia de siembra por el método de extension en superficie
y el bioensayo de toxicidad con nauplios de Artemia salina. A concentraciones de 5,10, 20, 30%v/v de savia de platano se
obtuvo 6,3x106; 4,3x106; 2,3x106 y 0 UFC/mL respectivamente, la diferencia entre ellos fue estadisticamente significativa.
El extracto de Musa acuminata (platano var. Seda) sobre Artemia salina registro una relacion promedio entre la concen-
tracion de exposicion y la LC50 de 22.553 %v/v (2.255 mL), lo cual es relativamente inocuo. Se concluye que el extracto
de Musa acuminata (platano var. Seda) a las concentraciones de 5, 10, 20, 30 % v/v tuvo tiene efecto inhibitorio frente a
las especies de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina y no es toxico para Artemia salina.

Palabras clave: pruebas de sensibilidad microbiana, concentraciéon minima Inhibitoria, Musa acuminata , Staphylococcus
aureus.

IN VITRO INRIBITORY EFFECT OF THE LIQUID EXTRACT OF
MUSA ACUMINATA AGAINST STAPAYLOCOCCUS AUREUS
METRHICILLIN RESISTANT AND TOXICITY ASSESSMENT (N
ARTEMIA SALINA

ABSTRACT

The use of plants in traditional medicine has been seen, these compounds have not been studied in depth against hospital
microorganisms. The present work aimed to determine the in vitro inhibitory effect of the liquid extract of Musa acuminata
(banana var. Silk) at 5, 10, 20, 30% v / v on methicillin-resistant Staphylococcus aureus and evaluate the toxicity of Musa
acuminata about Artemia salina. Five strains of methicillin-resistant Staphylococcus aureus infections from patients with
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respiratory tract infections and Musa acuminata liquid extract will be used. The number of experimental observations was
75 for the inhibitory effect and 120 for the toxicity. The inhibitory effect was determined following the sowing methodology
by the method of surface extension and the bioassay of toxicity with Artemia saline nauplii. At volumes of 5.10, 20, 30% v
/ v of banana sap, 6.3x106 were obtained; 4.3x106; 2.3x106 and 0 CFU / mL respectively, the difference between them
was statistically significant. Musa acuminata extract (banana var. Silk) on Artemia saline determined an average ratio bet-
ween the exposure concentration and the LC50 of 22,553% v / v (2,255 mL), which is relatively harmless. It is concluded
that the extract of Musa acuminata (banana var. Silk at complications of 5, 10, 20, 30% v/ v had an inhibitory effect against
methicillin-resistant Staphylococcus aureus species and is not toxic to Arfemia salina.

Keywords: Microbial Sensitivity Tests, Minimum Inhibitory Concentration Musa acuminata, Staphylococcus aureus.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria que forma parte de
la flora normal del tracto respiratorio superior del humano y
de los animales; como flora normal se le ha encontrado en
hisopados de fosas nasales y de faringe en personas apa-
rentemente sanas (1,2). Como patégeno es aislado con
frecuencia en los hospitales.En los hospitales del MINSA'y
Essalud representd el 18,4% de aislamientos en el 2008,
mientras Alvarado report6 el 75,2% de aspirados del tracto
respiratorio (3). En Lambayeque, un estudio realizado en el
servicio de Neonatologia del Instituto de Salud del Nifio
(Lima, Pert) para determinar los gérmenes mas frecuentes
causantes de infecciones encontrandose Staphylococcus
spp., Klebsiella sp., Acinetobacter sp. y Pseudomonas ae-
ruginosa (4).

Una complicacion de los casos de infecciones por S. aureus
es su resistencia a los antimicrobianos, asi se reporta la re-
sistencia en aislados hospitalarios del 32% de las cepas a
meticilina, 35% a gentamicina, 10% a amikacina, 58% a ci-
profloxacina (5). De las cepas aisladas en hospitales, las
cepas resistentes de S. aureus a meticilina (SARM) estén
en rangos del 75,6% hasta el 82,8% (3), estas ademas
poseen elevada resistencia a antibiéticos como eritromicina
(79,7%), clindamicina (77,7%), ciprofloxacina (74,2%) y pe-
nicilina (98,3%) y a otros en porcentajes también elevados
5).

En Lambayeque-Perd, se utiliza el extracto liquido (“leche”)
de Musa acuminata (platano var. Seda) para el tratamiento
de la tos y para ayudar en el restablecimiento de los
pacientes con tuberculosis (6). En Trujillo-Peru estudios
recientes mostraron que diversos extractos de Musa
acuminata (platano var. Seda) lograron mejorar la calidad
de vida de pacientes con tuberculosis (6). Ademas de ello,
es conocido que el agua producto del hervor del “platano
de freir’” permite una mayor produccion de secrecion lactea
en las parturientas (conocimiento popular).

Estudios realizados para determinar la toxicidad del extracto
liquido de Musa acuminata (platano var. Seda), no mostraron
resultados positivos a dicho efecto, aun asi no se tiene re-
ferencias de la toxicidad de Musa acuminata var. Seda
sobre Artemia salina el cual es un crustaceo muy sensible

=

a un amplio rango de compuestos quimicos con actividad
bioldgica (7), por lo que se ha propuesto su uso en
bioensayos para evaluar la toxicidad de extractos de plantas.
El presente trabajo tiene, como objetivo general, determinar
el efecto inhibitorio in vitro del extracto liquido de Musa
acuminata (platano var. Seda) frente a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) y evaluar su efecto
toxico.

METODOS

Para el efecto inhibitorio del extracto liquido de Musa acu-
minata “platano” la muestra fue de 25, que interactuaron
con cinco cepas bacterianas de Staphylococcus aureus re-
sistentes a meticilina a cuatro concentraciones (5, 10, 20,
30, % v/v) del extracto liquido de Musa acuminata (platano
var Seda), més un control. Considerando 3 repeticiones,
correspondié a un total de 75 unidades experimentales.
Para la evaluacién de la toxicidad, la poblacion y muestra
fueron 40 cistos de Artemia salina, obtenidas de la interaccion
entre las 4 concentraciones y 10 nauplius por concentracion.
Considerando 3 repeticiones dio un total de 120 unidades
experimentales.

Material Botanico

Savia de Musa acuminata (platano var. Seda) 500 mL. Las
plantas de 4 meses y medio de edad en fase vegetativa-
reproductiva fueron obtenidas del Fundo Villa Mercedes
que pertenece a la Rama Guanabal - Ferrefiafe, Perd.
Material Microbiol6gico

Cinco cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes
(SARM) aisladas de pacientes con infecciones de vias res-
piratorias del Hospital Docente Belén- Lambayeque, Perd.
Cistos de Artemia salina “Camarén salino” certificados ob-
tenidos comercialmente.

DETERMINACION DEL EFECTO INHIBITORIO IN VITRO
DEL EXTRACTO LiQUIDO MUSA ACUMINATA (PLATANO
VAR. SEDA) A CONCENTRACIONES DE 5, 10, 20, 30 %
VIV FRENTE A STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESIS-
TENTE A METICILINA (SARM).

A. Obtencion del extracto liquido

Para la obtencion de la savia, se realizé una limpieza del
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pseudotallo de la planta y se quitaron con cuidado las
vainas foliares que recubren el pseudotallo hasta dejarlo
expuesto. Nuevamente se limpiaron con alcohol al 96 %.
Se dejo secar y con un solo golpe y a 30 centimetros del
suelo se corto el pseudotallo, enseguida, a través de un
embudo limpio se dejo pasar el extracto liquido hacia un
frasco de vidrio esterilizado de 500 mL obteniéndose un
promedio de 10 mL por planta.

B. Tindalizacion del extracto liquido

Esta técnica de esterilizacion que consistid en elevar la
temperatura del extracto liquido Musa acuminata (platano
var. Seda), entre 90 y 100 °C durante media a una hora,
por tres dias consecutivos en bafio maria. Entre cada etapa
de calentamiento se incubé el producto a 37 °C. En las
etapas de calentamiento se destruyen los microorganismos,
pero permanecen las esporas, las cuales germinaran en
las etapas de incubacion, para que nuevamente se destruyan
los microorganismos germinados en la segunda o tercera
etapa de calentamiento. Luego se comprobd la esterilidad
del producto para lo cual se realizé una siembra en agar
comun y medios selectivos enriquecidos. Al cuarto dia se
realizo la lectura de las placas que han sido sembradas
con el producto ya tindalizado.

C. Estandarizacion del inoculo bacteriano

Las cepas reactivadas de Staphylococcus aureus resistente
a meticilina se estandarizaron por nefelometria con el tubo
N° 1 del nefelémetro de Mc Farland. A partir de esta
dilucién se realizaron 6 diluciones sucesivas para obtener
una concentracion equivalente a 3 x 102 bacterias UFC/mL,
del tubo 10-6 se extrajo 0.5 de inoculo correspondiente a
30 bacterias (UFC), las cuales se sembraron en placas
Petri; de este modo se trabajé con una biomasa estandar
en todos los ensayos.

D. Obtencion de las concentraciones del extracto liquido
de Musa acuminata (platano var. Seda)

Se diluyé en bafio maria el Agar Nutritivo. Una vez diluido
el medio se mezclé y se homogenizo con el extracto liquido
en un tubo estéril. Obtenida la concentracion correspondiente
en dicho tubo, se vaci6 esta cantidad en placas Petri
estériles. Se dejé solidificar el medio de cultivo en las
placas Petri. Se incubaron y se colocaron en estufa por 24
horas para el control de esterilidad.

E. Efecto inhibitorio in vitro del extracto liquido de
Musa acuminata (platano var. Seda) frente a Staphylo-
coccus aureus resistente a meticilina

Acada placa Petri se le colocd 0,5 mL del inéculo bacteriano
obtenido anteriormente. Por medio de una espatula de Dri-
gaslky estéril se extendié el inoculo bacteriano por toda la
superficie de la placa Petri. Se realiz6 lo mismo con todas
las concentraciones y repeticiones a investigar, incluido la
placa control, la cual solo contuvo el indculo bacteriano.
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Posteriormente se llevaron las placas a incubacion a 37
°C/24 horas. Transcurrido el tiempo se realizd el conteo de
unidades formadoras de colonia en cada placa sembrada.

DETERMINACION DEL EFECTO TOXICO DE MUSAACU-
MINATA (PLATANO VAR. SEDA) SOBRE ARTEMIA
SALINA

A. Obtencion de las concentraciones de la solucion
para el bioensayo.

En un recipiente esterilizado se colocd el extracto puro de
Musa acuminata con el cual se procedié a realizar diluciones
con agua de mar esterilizada segun las concentraciones a
estudiar.

B. Cultivo de Nauplius de Artemia salina

Para el test se distribuyeron en forma homogénea y suave
en una placa Petri, 100 mg de huevos de Artemia salina
certificados, que se colocaron en aproximadamente 12 mL
de agua de mar natural. Los cistos fueron incubados a tem-
peratura ambiente expuestos por una hora a una fuente lu-
minosa y luego a 24 horas en oscuridad. Luego de la incu-
bacion se transfirié la mayor cantidad posible, con ayuda
de una pipeta Pasteur, los nauplius en estado instar | (orga-
nismo recién nacido) a una placa con medio fresco, y se in-
cubaron a 25 °C por 24 horas mas en oscuridad hasta que
los nauplius alcanzaron el estado de instar Il. Para facilitar
la transferencia de los nauplius, se colocd una fuente
luminosa al extremo de la placa Petri para atraerlas, ya que
estas son fototacticas. Al cabo de las 24 horas estuvieron
listas para ser utilizadas como organismos de ensayo.

C. Bioensayo con Artemia salina

Se expuso 10 nauplius de Artemia salina a las cuatro con-
centraciones del extracto liquido de Musa acuminata, mas
un control, con 3 réplicas, cada una incluy6 al control. Se
incubo por 24 horas a temperatura ambiente. Con un este-
reoscopio se observo y conté el nimero de larvas muertas.
Lectura: las larvas se consideraron muertas si al cabo de
40 segundos de observacion no presentaron movimiento
alguno y se anotaron los resultados en la hoja de registro
de datos.

RESULTADOS

Al estudiar el efecto inhibitorio in vitro del extracto liquido
de Musa acuminata (platano) frente a Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) se encontraron los
resultados los cuales demostraron que el crecimiento del
numero de colonias de las cepas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) fueron decreciendo conforme
aumentaba la concentracion de la solucion del extracto
liquido de Musa acuminata (platano var. Seda). Se observd
que hubo completa inhibicién en las concentraciones de
30% v/v en las cepas 3, 4 y 5. Los resultados también mos-
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Concentracifin UFC por cepa de SARM

de I(?% v/v) cepal cepa2 cepa3d cepad cepa 5
5% 4,213x10° 5,93x107 6,3x10° 7,6x10°  2,9x107
10% 2,84x108 4,16x107 4,3x10° 4,6x10° 1,223x10°
20% 1,16x107 1,56x107 3,3x10° 2,3x105 1,36x107
30% 3x10° 6x10° 0 0 0

Tabla 1: Promedio de unidades formadoras de colonia (UFC)
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)
por efecto del extracto liquido de Musa acuminata (platano
var. Seda), a diferentes concentraciones.

Figura 1: Unidades formadoras de colonia (UFC) de Staphy-
lococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) cepa 4,
por efecto del extracto liquido de Musa acuminata (platano
var. Seda).

traron una pequefia inhibicion en las concentraciones de
5% vlv en todas las cepas estudiadas, siendo las que mos-
traron una menor inhibicion las cepas 1y 2 (Figura 1).
Los resultados mostraron que existen diferencias estadisticas
significativas entre los promedios de las UFC segun cepa y
concentracion. Estos resultados permiten observar que las
cepas no presentan el mismo comportamiento frente al
extracto liquido de Musa acuminata (platano var. Seda),
asi mismo las concentraciones del producto influyen en el
efecto inhibitorio. Los promedios de las unidades formadoras
de colonia de SARM, obtenidos después de la prueba de
susceptibilidad bacteriana demostraron el efecto inhibitorio
del extracto liquido de Musa acuminata (platano var. Seda),
sobre cada cepa.

El promedio de las unidades formadoras de colonia (UFC)
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM)
expuestos a las diferentes concentraciones del extracto

d

liquido de Musa acuminata (platano var. Seda), (5%, 10%,
20% y 30% v/v), disminuy6 a medida que se incremento las
concentraciones, asi a la concentracion de 30% viv se
observé un crecimiento de 2x105 UFC, que significo una
mayor inhibicion con respecto a las demas concentraciones.
Se determind que las cepas de SARM interactuaron signi-
ficativamente con las concentraciones del producto a 30%
vivy 20% viv.

En la tabla 2 se expresa el nimero de Nauplius muertos
por efecto del tratamiento con Musa acuminata (platano
var. Seda) a diferentes concentraciones segun repeticiones,
asi se observa por ejemplo al 5% v/v en las 3 repeticiones
sobrevivieron todas; a la mayor concentracion (30% v/v),

Control C1=5% C2=10% C3=20% Ca=30%

agua de mar
R1 0 0 1 4 8
R2 0 0 0 4
Rs 0 0 2 5 8
R1, Rz, R3 = Repeticiones
C1,C2, C3, Ca= Concentraciones de Musa acuminata

Tabla 2: Numero de Nauplius de Artemia salina muertos con
extracto liquido de Musa acuminata (platano) a diferentes
concentraciones segun repeticion. Luego de 24 h de expo-
sicion.

en la primera y en la Ultima repeticion murieron 8, y en la
segunda repeticion murieron 7. Asi mismo la homogeneidad
del efecto de cada concentracion en las repeticiones |, Il 'y
Il determind que no hubo diferencia significativa entre el
numero de muertos obtenidos en las repeticiones de cada
concentracion de Musa acuminata (platano var. Seda).

La LC50 y la concentracion de exposicion (CE) del extracto
liquido de Musa acuminata (platano var. Seda), para lo cual
las tres repeticiones elaboradas formaron una sola réplica
dando como resultado un valor de 22.553 %v/v equivalente
a 2.255 ml, valor considerado como relativamente inocuo.
La interaccion entre el estimulo (dosis) o las concentraciones
5%,10%, 20%, 30 %v/v del extracto liquido de Musa
acuminata (platano var. Seda) frente a Artemia salina; asi
se tiene que al 10%v/v se obtuvo una respuesta de
mortalidad del 10% y al 30 %v/v se obtuvo una respuesta
de mortalidad cerca del 80%.

DISCUSION

En las ultimas décadas, los beneficios para la salud de M.
acuminata han recibido mucha atencién. Todas las partes
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de la planta, incluidas las frutas, la cascara, el seudotallo,
el cormo, las flores, las hojas, la savia y las raices, se han
utilizado en el tratamiento de muchas enfermedades en la
medicina tradicional (8,9). La revision de la literatura ha in-
dicado el uso de M. acuminata en el tratamiento de diversas
enfermedades como fiebre, tos, bronquitis, disenteria, in-
fecciones alérgicas, infecciones de transmision sexual y al-
gunas de las enfermedades no transmisibles (8,10,11). La
presente investigacion constituye la primera en el departamento
de Lambayeque-Peru en estudiar el efecto inhibitorio de
Musa acuminata (platano var. Seda) sobre Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, asi mismo evaluar la toxicidad
de Musa acuminata (platano var. Seda) sobre Artemia
salina “camaron de salmuera”.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mostraron
que el extracto liquido de Musa acuminata (platano var.
Seda) tuvo efecto inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, estos resultados son similares
alos resultados de otro estudio en el que se estudié varias
especies de Musa sp. y su accion contra patégenos que
causan infecciones nosocomiales resistentes a multiples
farmacos (12). Esto se afirma en base a los hallazgos del
estudio fotoquimico de Cueva et al. (13) que determind los
componentes mas caracteristicos, encontrandose proteinas,
gomas, mucilagos, saponinas, almidén, resinas, taninos,
compuestos reductores, coumarinas, flavonoides, esteroides
y triterpenoides, algunos de los cuales tienen importancia
desde el punto de vista farmacolégico y que influirian en la
inhibicién de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(14), asi mismo se ha demostrado en la investigacion de
Ortiz (6) que las especies de la familia Musaceae poseen
€en su savia componentes quimicos no alimenticios como
los fructosanos, acido fenolico, antocianinas, terpenoides,
esteroides alcaloides aislados como la amina alcaloidea y
alcaloides inddlicos. Ademas la savia de platano esta cons-
tituida por agua en un 85%, en el extracto de savia de la
hoja se encontré una mezcla de polihidroxifenoles y taninos,
esto explicaria el efecto bactericida que presenta este
vegetal hacia diferentes grupos bacterianos tal es el caso
de bacterias Gram positivas como el género Staphylococcus
en especial la especie Staphylococcus aureus, el género
Streptococcus y multiples hongos.

La savia de Musa acuminata de manera particular posee
componentes activos como glucdsidos que crean un medio
hipertonico para la bacteria, pero no necesariamente letal
para Staphylococcus aureus cuya pared celular es muy re-
sistente por la gran cantidad de peptidoglucano. El extracto
liquido de Musa acuminata posee también taninos que
causan astringencia de la célula bacteriana, saponinas,
fenoles y flavonoides que desnaturalizan la membrana
celular. El efecto combinado de todos ellos causan la
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inhibicién bacteriana, y en mayor grado a un volumen del
20% a mas, resultados que son coincidentes con los Mathew
et. al (8) y con los de Gémez et al (15), quienes demostraron
que el extracto liquido de Musa acuminata posee un efecto
bactericida contra Staphylococcus aureus.

En esta investigacion se determiné que el efecto inhibitorio
del extracto liquido de Musa acuminata es dependiente de
las cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
esto explica por qué inhibidé mejor a una cepa que a otra; lo
cual posiblemente se deba a que cepas de dicha bacteria
pueden tener algunas diferencias estructurales relacionadas
con la presencia de un glucoconjugado en la pared celular,
el cual es de espesor variable segun la virulencia de la
bacteria constituyéndose en una barrera mecanica, asi
mismo por la membrana citoplasmica y sus proteinas las
cuales tienen permeabilidad selectiva al paso de diferentes
sustratos lo que influiria en la entrada de los compuestos
activos presentes en el extracto liquido de Musa acuminata.
Es importante sefialar también que dicho producto es
efectivo también contra otras bacterias patdgenas de las
vias respiratorias como Streptococcus pneumoniae (11),
cuyo efecto seria similar a lo ya explicado.

Por ofra parte, la poblacién folcléricamente hace uso
medicinal de algunas plantas sin conocer los efectos
adversos que pueden ocasionar. Muchas veces estos
efectos son dafios irreversibles, estos se pueden evitar es-
tudiando la toxicidad o no toxicidad de dichas plantas o sus
productos por medio de un procedimiento de tamizaje para
evaluar toxicidad general que no requiere de especializacion.
Es el bioensayo con Artemia salina que ha demostrado
poseer buena correlacion con el bioensayo de toxicidad
oral en ratones (13), lo que permite afirmar que ambas in-
vestigaciones contribuyen dando confianza de la utilizacion
del ensayo como una prueba alternativa para evaluar
toxicidad.

Este estudio evaluo la toxicidad del extracto liquido de
Musa acuminata (platano var. Seda) sobre Artemia salina
registrando una LC50 de 22.5532 % v/v lo que equivale a
2.255 mL, lo califica como relativamente inocuo coincidiendo
mucho con la investigacion realizada por Mathew et. al (8)
para Artemia salina de 9,97 mg/ml, asi pues, en general,
los resultados obtenidos en la presente investigacion
refrendan el uso empirico de la savia de platano para tratar
problemas de salud relacionados con infecciones del tracto
respiratorio, incluyendo la tuberculosis (6,16), sin el riesgo
de que pueda ser toxico.

CONCLUSION

El extracto liquido de Musa acuminata (platano var. Seda)
a las concentraciones de 5,10, 20, 30%v/v tuvo efecto inhi-
bitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus resistente a
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meticilina, obteniéndose una completa inhibicion a la con-
centracion del 30% v/v en las cepas 3, 4 y 5; asi también a
la misma concentracion se logré una menor inhibicion en
las cepas 1y 2 con un crecimiento final de 3x105 UFC/mL
y 6x105 UFC/mL respectivamente.

El extracto liquido de Musa acuminata (platano var. Seda)
(LC50/CE, 22.553%Vlv, 2.255mL) no tuvo toxicidad sobre
Artemia salina “camarén de salmuera”.
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