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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue determinar la eficacia de “savia de Musa
acuminata” (platano) como Dbactericida sobre cepas de Mycobacterium
tuberculosis, elaborando concentraciones al 90%, 75%, 50% y 25%, utilizando el
método de MOODS, el cual consistio trabajar en un medio liquido con el caldo de
Mildebrook + el extracto puro de “savia de Musa acuminata”, obteniendo como
resultados que en las concentraciones seleccionadas hay crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis observadas mediante un microscopio éptico, ademas
se encontr6 UFC >=2, lo cual determina resistencia a dicho microorganismo; sin
embargo, al trabajar 10 cepas diferentes por duplicado hubieron resultados
indeterminados expresados en 1 unidad formadora de colonias (UFC). En
conclusién, se determind que no hay eficacia bactericida de “savia de Musa
acuminata” (platano) sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis a distintas

concentraciones.

Palabras clave: Savia de Musa acuminata, Mycobacterium tuberculosis, método

de MOODS, eficacia bactericida.
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ABSTRACT

This investigation’s objective was to determine the bactericidal effectiveness of
“savia de Musa acuminata” (banana) on Mycobacterium tuberculosis strains by the
preparation of four concentrations: 90%, 75%, 50% and 25%, using the MOODS
method, in which it was used a liquid medium with Mildebrook broth + “savia de
Musa acuminata” pure extract, obtaining as results that the selected
concentrations had Mycobacterium tuberculosis growing, which were observed by
optic microscope. Besides, it was found UFC >=2, showing it was resistance to
this microorganism; however, when we worked with 10 different strains by
duplicated there were undetermined results expressed by 1 UFC. In conclusion, it
was determined there is no bactericidal effectiveness of “savia de Musa
acuminata” (banana) on Mycobacterium tuberculosis strains at different

concentrations.

Key words: Savia de Musa acuminata, Mycobacterium tuberculosis, MOODS

method, bactericidal effectiveness.
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l. INTRODUCCION

1.1. Realidad problemética

Desde hace muchos afios se mostro6 cierto interés en el cultivo de platano, no solo
por su significancia econdmica, sino porque es una fruta que forma parte de la
dieta de las personas y permite suministrar energia por su alto contenido de
hidratos de carbono que son asimilables, pero con bajo contenido en proteinas y

lipidos?.

En la actualidad ha cobrado importancia como una terapia alternativa al uso de
medicamentos sintéticos producidos en la industria farmacéutica, en respuesta a
la constante resistencia que se produce frente a antibiéticos de amplio espectro,
motivo por el cual se busca nuevos compuestos, con diferente mecanismo de
accion y con actividad antimicrobiana, citotoxica, anti-inflamatoria, analgésica y

antimalarica. 2

La medicina alternativa se considera un conjunto de disciplinas terapéuticas en
paises desarrollados y no desarrollados; por tal motivo los médicos estan
adoptando terapias de medicina complementaria y alternativa generando el
término medicina integrativa. Estudios recientes han determinado que en
Norteamerica gastan por afio aproximadamente 13 700 millones de doélares en
servicio de medicina alternativa. Lo cual representa casi la mitad de los gastos

anuales en servicios médicos de los Estados UnidosS.

Actualmente la mayoria de la poblacion a nivel mundial ha optado por la medicina
alternativa para tratar diversas enfermedades, y esto se sustenta a nivel
econémico ya que son mas accesibles y mas comodos que los productos de
farmacia. Por ejemplo Pert cuenta con mas de 4400 especies de plantas las

mismas que son utilizadas por los ciudadanos segin sus experiencias.*

Una de las propiedades que la medicina alternativa ofrece es el efecto antibiético
que ejerce en ciertas enfermedades como en el caso de la tuberculosis la cual es

de incidencia creciente a nivel mundial, la cual representa un severo problema de



salud publica, actualmente conocemos que la tuberculosis pulmonar es una

enfermedad 100% curable y prevenible®.

Una practica comun es que los pacientes dejan de tomar los medicamentos tan
pronto como los sintomas disminuyen, y en consecuencia, se produce el
desarrollo de mecanismos de resistencia del micobacterium tuberculosis. Por lo
tanto, hay necesidad de buscar y desarrollar nuevos agentes antituberculosos
asequibles en respuesta a los casos de tuberculosis que se producen,
correspondiendo el 80% a las personas entre los 15 a 29 afos. Hay
aproximadamente 250 000 especies de plantas superiores de todo el mundo, sélo
el 15% han sido estudiados fitoquimicamente y el 6% han sido seleccionados

para diversas actividades biolégicas®

La tuberculosis actualmente es un problema de salud publica, siguen aumentado
los casos a nivel mundial; y entre ellos cabe resaltar que de 8, 6 millones de
pacientes con tuberculosis fallecieron 1,2 millones y de ellos la tercera parte
correspondi6 a pacientes con VIH’. Es asi que estudios han demostrado la
eficacia de productos de origen natural, casos como savia de musa acuminata
(platano), perteneciente a la familia musaceae que ademas de su valor nutritivo,
es eficaz frente a la tuberculosis, y posee propiedades anticancerosas y

antiinfecciosas®.

La savia se ha utilizado en diferentes paises como Bolivia, Mexico y Colombia
para tratar la enfermedad pulmonar, tenemos por ejemplo la versién del Doctor
Roberto A. de la UPCH, neumdlogo quien refiere que hace 20 afios tuvo
conocimiento del uso de la savia en el tratamiento de la tuberculosis por una

monja, en Pativilca.?

1.2. Trabajos previos

Zakaira Z.° (Malasia, 2011), realiz6 el presente estudio para evaluar la de Musa
acuminata. El extracto metandlico de musa acuminata mostré una buena actividad
antimicrobiana contra los microorganismos ensayados con zona de inhibicion que
van desde 12 mm a 22 mm y los valores de MIC que van desde 1,562

mg/(mililitro)mL a 12,5 mg/(mililitro)mL. Demostré que el extracto metandlico de



musa acuminata no es toxico y el valor LC 50 obtenido fue 9,97 mg/(mililitro)mL
por encima del punto de nivel de toxicidad 1,0 mg/ml de corte. Ademas revel6 que
el extracto metanodlico de Musa acuminata es una buena fuente de antioxidantes
como hidroxitolueno butilado (BHT), con un valor LC 50 de 7,63 mg /ml. Realizo
un tamizaje fitoquimico y confirmé6 la presencia de compuestos activos como
glucésidos, taninos, saponinas, fenoles, esteroles y flavonoides en el extracto

metandlico de la flor M. acuminata.

Camacho M. et al. (Mexico, 2008)¢ Evaluaron el efecto antimicobacteriano en la
medicina tradicional mexicana de nueve plantas utilizadas para el tratamiento de
la tuberculosis y otras enfermedades del sistema respiratorio. Aplica un disefio de
investigacion experimental. Officinale Nasturtium mostro la mejor actividad (MIC =
100 g / mL). musa acuminata dio un MIC de cerca de 200 ug/mL contra el bacilo
de la tuberculosis. Estos datos sefalan la importancia de las pruebas bioldgica de

extractos contra la droga-resistentes a micobacterium tuberculosis aislados.

Terrazas K. et al (Bolivia, 2004 )!°. Evaluaron el efecto de savia de musa
acuminata. sobre el crecimiento de mycobacterium tuberculosis. En la primera
modalidad, realizando la siembra en el medio de Lowenstein Jansen
inmediatamente después de haberse puesto en contacto las diluciones
respectivas, se observd un desarrollo maximo en dilucion 1/1000 de la savia. Sin
embargo en diluciones mas concentradas 1/3.3, 1/10 y 1/33.3, se observa un
efecto inhibidor de la savia sobre Mycobacterium que parece hacerse evidente a

medida que va disminuyendo la concentracion de savia.

Fernandez F. et al (Cuba, 1997)!!. Evaluaron los compuestos de la fraccién
fenolitica y el extracto directo de hojas de savia, de esta manera se evalud la
eficacia de estos preparados en la peroxidacion lipidica, y observaron reduccion
de la peroxidacién con los dos preparados. En ambos casos se evidencia la
inhibicion de la formacion de SRATB, el cual en 20 minutos de incubacion
disminuye significativamente (p<0.05), con el aumento de la concentracion de la

fraccién fendlica y solidos totales.



Ortiz .S® (Per(, 2012), evalia el efecto de savia de Musa acuminata
complementado con kanamicina y etionamida sobre Mycobacterium tuberculosis.
Para esto utiliza 18 cobayos jovenes, los cuales fueron divididos en tres grupos
A, B y C quienes fueron infectados por via peritoneal, con una unica cepa del
Mycobacterium tuberculosis (multidrogo resistente) MDR. Después de un mes
aproximadamente de infeccién, se mostraron asténicos y con niveles altos de
monocitos en actividad. Se observo en los grupos Ay B el nimero de monocitos a
los dias evidenciandose 10 en 100 campos, sin embargo con 10 dias ya se
observa una diferencia significativa (p<0,001), y con 15 dias es altamente
significativo (p<0.0001). por lo que podemos inferir, que esta observacion

microscopica es sindnimo de prondstico de curacion.

Saravia V. et al. (Peru, 2011).*? Evaluaron el efecto de la savia liofilizada de
musa acuminata “platano de seda” sobre la activacion“in vitro” de macréfagos
peritoneales y la produccion de anticuerpos. El efecto de la savia liofilizada de
musacuminata sobre la activacion “in vitro” de macrofagos peritoneales se
determind en base al indice fagocitico, observandose que el sistema experimental
B que contenia macrofagos estimulados con 8,75 ug/mL de savia tuvo un mayor
indice fagocitico (45,2%), en comparacion con el experimental A estimulado con
16,3 ug/mL(36,8%) y el control (21,2%). Al comparar los sistemas experimentales
con el control se encontré diferencia significativa (P<0,05), por lo que podemos
decir que la savia tiene efecto inmunopotenciador. La savia liofilizada permite el

aumento de respuesta de los macrofagos, y el titulo de anticuerpos

1.3. Teorias relacionadas al tema

La savia de musa acuminata extracto del pseudotallo del platano el cual
corresponde al orden de las monocotiledoneas, clase Escitaminales, familia
Musaceas, subfamilia Mosoideae, Strelitroideae y Heliconoideae. La subfamilia
Mosoideae esta constituida a su vez por los géneros Musa y Ensete. A su vez el
género Musa esta compuesta por cuatro secciones: Australimusa, Callimusa,
Rhodochlamys y Eumusa.!! De la seccién Eumusa deriva las especies de Musa

acuminata y Musa balbisiana.



Musa acuminata al mezclarse con ejemplares de Musa balbisiana, es decir del
mismo género pero de especie diferente dieron origen a platanos y guineos; los

cuales requieren ser sembrados en suelos de origen fluvial, fértiles, y neutros.*

Entre sus propiedades farmacolodgicas se enfatiza su efecto bactericida el a sus
compuestos quimicos como: Esteroides, taninos, fructosanos, antocianinas,

terpenoides, aminoacidos libres, polifenoles, amina alcaléidica, polihidroxifenoles.®

Posee también compuestos importantes con funcionalidad de defensa entre éstos
se destacan las ligninas, flavonoides, compuestos fendlicos y al menos 25
fitoalexinas como reserveratrol, musanolones vy fitotoxinas de tipo fenilfenalenona.
Estos elementos tienen una variedad de funciones de tipo estructural en las
plantas: en la membrana celular, la formacion de pigmentos en frutas y flores, y el
desarrollo de actividad directa contra la infeccion de hongos y bacterias. Posee
ademas proteinas relacionadas con la patogénesis (PR), entre las mas estudiadas
estan las quitinasas, glucanasas y la ativaciéon de la fenilalanina amonia liasa
(PAL) 5.

Las quitinasas y las endo-beta-1,3-glucanasa degradan polisacéaridos en la pared
celular del patégeno invasor, y en la mayoria de los casos pueden ser
categorizadas como proteinas PR, ya que su expresion a menudo esta inducida
por una infeccion. Se menciona también que pueden detener el crecimiento y
proliferacion del patégeno directamente por hidrolisis de quitina, volviendo las

células susceptibles a lisis.*®

Savia de Musa acuminata posee propiedades antibioticas, analgésico,
antioxidantes y por sus componentes fendlicos permite la inhibicibn de la
formacion de radicales libres y degradacion oxidativa de los lipidos, a su vez se
atribuye su efecto antiinflamatorio a los antioxidantes presentes.'. Tiene ademas
la propiedad de ser potenciador de la inmunidad debido a que permite sintesis de
las proteinas que forman parte de la membrana de los fagocitos?'®

Respecto al mecanismo de accion se atribuye su efecto que provoca a nivel de la
pared celular, donde permite el ingreso de sus componentes ya menci

onados, y al ser implementado con algun antibiético facilita su penetracion 8.



Al inicio se produce inhibicién de la apoptosis permitiendo la multipliaccion intensa
de los bacilos de Koch a nivel macrocitico, a su vez este origina un bloqueo de la
funcién de la bomba de ATPasa, la misma que permite disminuir el PH del medio
intracelular en el fagolisosoma; finalmente provoca la muerte de los macréfagos, y

por tanto el bacilo invade otros monocitos®.

La lisis de los bacilos permitiria la liberacion de nuevos antigenos, los que serian
fagocitados por las células presentadoras de antigenos, originando el
determinante antigénico dominate, el mismo que seria presentado a los linfocitos
THO (T helper 0), los cuales se activan y con IL12 (interleucina 12), permitiria la
diferenciacion de estos linfocitos a TH1(T helper 1) estos se caracterizan por
sintetizar INF (interferébn) gama responsable de la activacion de los genes de la
explosion respiratoria, generando radicales toxicos de oxigeno, como H202
(peréxido de hidrégeno), OH (hidroxilo), O2 (oxigeno diatémico), NO (mondxido
de nitrégeno); éste ultimo destructor de los bacilos de koch. Conforme disminuyen
los antigenos microbianos y los monocitos van aclarando la presencia de los
restos microbianos, y se muestran en estado de reposo®.

En el sistema Inmunoldgico la savia permite la lisis de las bacterias porque
establece coaccidon ligando-receptor entre los receptores de la célula y los
compuestos de la savia; ademas estos componentes de la savia son ingeridos
rapidamente; por tanto la respuesta dependera de la cantidad de receptores
ocupados y la velocidad de con que se asocie'®.

En la superficie del macréfago la savia tiene la propiedad de aumentar la
expresion antigénica en respuesta a la liberacion de interferon gama que permite

la expresion del complejo mayor de histocompatibilidad.*?

Se ha comprobado que la savia protege de la quimioterapia el sistema linfoide y
eritroide.!! Ademas como ya se sabe el extracto de Savia de Musatiene
propiedades anti-inflamatorio, lo cual protege del dafio tisular y resorcién mineral

Osea en artritis reumatoide18.

A nivel del bazo la savia es un inductor de la respuesta inmune porque conforme
la dosis es mas concentrada los foliculos de la pulpa blanca se hallan mas

reactivos?’.



Es asi como hacen mencion en un estudio sobre el efecto cicatrizante que tiene

la suspensién del fruto de la musa inducidas por medicamentos.!8

A nivel gastrointestinal los taninos que se encuentran en la pulpa tienen un efecto
protector sobre las Ulceras, ademas es eficaz frente a diarreas infecciosas,

flatulencias, y célicos'®

A nivel cardiovascular no permiten la produccion de endotelina-1, la cual es

responsable de la vasoconstriccion.*®

El caso de los flavonoides que ademas de ser antioxidantes tiene un efecto
protector en patologias como porejemplo infecciones viricas, diabetes mellitus,
cancer, debido a que cataliza el transporte de electrones y permite la depuracién

de radicales libres20

Mycobacterium tuberculosis pertenece a la familia Mycobacteriaceae, del orden
actinomicetales y al género Mycobacterium; es un bacilo aerdbico, inmovil no
esporulado, ligeramente curvo intracelular obligado, no movil con un diametro de
1-4 x 0.3 x 0.6 um. Con insuficiente actividad catalasa, capacidad de reducir los

nitratos a nitritos y acumular niacina.?!

El genoma de Mycobacterium tuberculosis H37Rv contiene aproximadamente
4,000 genes, 200 de los cuales codifican las enzimas que tienen que ver con el
proceso matabdlico de &cidos grasos, ademas estos genes permite codificar la
glicina y las proteinas PE (prolina-acido glutdmico) y PPE (prolina-prolina y acido

glutdmico), las cuales son secuencias de aminoacidos.

Es una bacteria gram positiva. La envoltura de Mycobacterium tuberculosis esta
formada por capsula, pared celular, membrana plasmatica, motivo por el cual
tiene una interaccion directa con la respuesta inmune!l. Los principales
componentes responsables de sus caracteristicas antigénicas son los glicolipidos

y &cido micélico.??

El espacio periplasmico separa la pared celular de la membrana por cuatro
capas, la mas interna es el peptidoglicano el cual le confiere la rigidez y forma de
la bacteria®?. Esta capa contiene un elevado porcentaje de lipidos (50-60%) que

le da la propiedad hidrofébico!® y la hace resistente, ademas esta formada por un



complejo molecular grande peptidoglucano (MAGP), &cidos micélicos vy

arabinogalactano®®

La membrana celular es similar respecto a las caracteristicas bioquimicas de
otros tipos de membrana, pero lo que le caracteriza es que tiene moléculas de
lipoarabinomanana (LAM), la cual cumple un rol importante en la génesis de la

tuberculosis.?t

En cuanto al esquema de tratamiento estd constituido por cuatro medicamentos,
los cuales se administran en dos fases?®. Pero ahi radica la importancia que se
debe tener en cuenta respecto a las reacciones adversas de éstos farmacos? los
cuales originan, anemia, agranulocitosis, trombocitopenia; rifampicina que origina
fiebre, insuficiencia Hepatica; etambutol provoca neuritis éptica lo cual no permite
identificar los colore rojo del verde; pirazinamida induce a insuficiencia Hepatica
que puede progresar hasta muerte por necrosis hepatica; estreptomicina,

afectacion vestibular del VIII par craneal®®.

Las definiciones conceptuales consideradas en el presente estudio fueron:

Eficacia antimicrobiana?’: Es el proceso por el cual una sustancia origina la

destruccion de ciertos microorganismos y a su vez la inhibicion de su crecimiento.
Dilucién?’: Es la reduccion de una sustancia concentrada en una disolucion

Cepa estandar?’: es una poblacion de células de una misma especie

descendiente de una Unica célula.

Antibiograma:?® Es una prueba in vitro que define la sensibilidad de los gérmenes

a una variedad de agentes antimicrobianos.
Positivo: >=2 UFC

Negativo: No crecimiento (0 UFC)
Indeterminado: 1 UFC

Contaminado: Crecimiento de bacterias y hongos



1.4. Formulacién del problema

¢ Tiene la savia de Musa acuminata “platano” eficacia bactericida
sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis en un estudio in

vitro?

1.5. Justificacion del estudio

La tuberculosis es una enfermedad crénica cuyo agente causal en el
Mycobacterium tuberculosis, altamente transmisible, con altas tasas de incidencia
en el mundo y con una proyeccion de la OMS hacia el afio 2020 de mil millones
de infectados, de los cuales morirdn36 millones y cada afio aumenta las tasas de
enfermedad por cepas resistentes; siendo varios los factores que predisponen la

infeccion por estas cepas, que demanda un fuerte costo en su tratamiento.

Por tal motivo es interesante el estudio de las diferentes propiedades terapéuticas
de productos herbales y la importancia que tiene en publicar las variedades de
plantas disponibles en el territorio peruano, las cuales tienen menos efectos
adversos que productos de la industria ademas son de bajo costo para quienes no

tienen los recursos necesarios.

El antecedente del uso empirico de savia de Musa acuminata en tuberculosis
pulmonar nos hace pensar que seria importante su publicacion siempre y cuando
tenga la aprobacion cientifica de las sociedades de investigacion para permitir su

aplicacion en el ser humano.

Motivo por el cual, se realiza el presente trabajo de investigacién por la
preocupacion que origina la incidencia de tuberculosis pulmonar y con el fin de
generar nuevos conocimientos, los cuales serviran de bases para préximas
investigaciones de profesionales de la salud, en especial en la elaboracién y
manejo de la utilidad de determinadas plantas medicinales como es el caso de
savia de Musa acuminata, que podria emplearse como tratamiento futuro para

tuberculosis pulmonar.



1.6.

Hipotesis

H1: La savia de Musa acuminata “platano” si tiene eficacia bactericida en cepas

de Mycobacterium tuberculosis, estudio in vitro.

HO: La savia de Musa acuminata “platano” no tiene eficacia como bactericida en

cepas de Mycobacterium tuberculosis

1.7.

Objetivos

1.7.1.

1.7.2.

General

Determinar la eficacia de la savia de Musa acuminata
“‘platano” como bactericida sobre cepas de

Mycobacterium tuberculosis, estudio in vitro.

Especificos

Establecer la eficacia bactericida de la savia de Musa
acuminata “platano” con diferentes diluciones sobre
cepas de Mycobacterium tuberculosis

Determinar el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis
basada en las UFC (unidades formadoras de colonias)
observadas en el método MODS (Ensayo de
Susceptibilidad de Medicamentos de Observacion
Microscépica) segun las diferentes diluciones.

Determinar la sensibilidad o resistencia de la savia de
Musa acuminata “platano” mediante el nimero de UFC de
cepas de Mycobacterium tuberculosis.

Determinar el método mas adecuado para observar el
crecimiento de los cordones de Mycobacterium

tuberculosis.

10



Il. METODO

2.1.

2.2.

Disefio de investigacion:

Experimental puro con postprueba Unicamente

RGu: X1 - O1
RG2: X2 - O2
RGa: X3 - Os
RGa: Xa - Os4

Donde:

R: Asignacion al azar

G: Pozos de dilucién con Mycobacterium tuberculosis

X1-4:  Tratamiento con savia de Musa acuminata a
concentraciones (90%, 75%, 50%, 25%)

O14: Observacién post tratamiento con savia de Musa acuminata
a concentraciones (90%, 75%, 50%, 25%)

Variables, operacionalizacion:

Variable independiente:

e Extracto de savia Musa acuminata “platano”

Variable dependiente:

e Crecimiento bacteriano de Mycobacterium tuberculosis

11



Escala de

Variable Definicién Conceptual Definicién operacional Indicadores L
medicion
Para realizar diluciones se aplico
Extracto de la ) sobre una placa de 24 pocillos, en el e 90%
_ Es un fluido transportado por | ; _
savia Musa . . primero se coloc6 200ul de savia y se e 75% Cuantitativa
. los tejidos de conduccion de | . _
acuminata diluyo en 800ul de caldo middlebrook e 50% Discreta
] las plantas®? . 5
“platano” 7H9, a partir de esta concentracion e 25%
se realiz6 las demas®?.
Se valor6 la eficacia bactericida
o L ... |segun la interpretacion de los EFICAZ: No
Crecimiento | Es la biparticion (fision
_ o hallazgos en los pozos®2: crecimiento
bacteriano de | binaria) es el proceso por el N Cualitativa
) . . Positivo: >=2 UFC (0 UFC) _
Mycobacterium | cual una célula se divide para _ o ordinal
_ ) _ Negativo: No crecimiento (0 UFC) NO EFICAZ:
tuberculosis | formar dos células iguales®. . B
Indeterminado: 1 UFC >=2UFC
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2.3.

Poblacién y muestra:

2.3.1.

2.3.2.

Poblacion: Esta formada por 10 cepas de
Mycobacterium tuberculosis, las mismas que se
encuentran conservadas en viales bajo refrigeracion en el

laboratorio de Referencia Regional la Libertad.

2.3.1.1. Unidad de analisis: Cepa conservada en el

laboratorio de Referencia de Truijillo.

2.3.1.2. Unidad muestral: Pozos del MODS.

Muestra

2.3.2.1. Tamarfio de muestra:

A través de la siguiente férmula se obtuvo el nimero de ensayos

a realizar:

2
(ZOC/2 + Zﬁ) (P,Q1 + P,0Q3)

N =
(Py — P;)?

Donde:

n = NUmero de repeticiones a efectuar en cada investigacion

Zaj, =196
Zp =0.84
P, =0.50
Q=1-P
P, =0.20
Q=1-P,

Calculando la muestra, se obtiene un minimo de 20 repeticiones

13



2.4. Meétodo y ficha de recopilacién de datos, validez y

confiabilidad

2.4.1. Adquisicion de las cepas: Las cepas conservadas
fueron obtenidas del Laboratorio de Referencia Regional
La Libertad. Para evaluar la eficiencia del extracto de
savia de Musa acuminata se emplearon diez cepas, entre
cepas de referencia y cepas nativas aisladas de personas
afectadas por tuberculosis pulmonar de la region La
Libertad (ANEXO 1)

2.4.2. Procedimiento:

2.4.2.1. Obtencion del extracto, savia Musa acuminata.
Las muestras vegetales fueron obtenidas del Distrito de Simbal.

La savia de musa acuminata fue extraida del pseudotallo de la planta de platano,
el cual pasé previamente por un proceso de lavado con agua destilada para
eliminar los restos de polvo y tejido muerto. Luego se procedié a desinfectar con
hipoclorito de sodio 0.1 % la zona donde se realiz6 el corte del pseudotallo para la
extraccion de la savia con el fin de reducir la posibilidad de contaminacion del
extracto.

Se procedié a realizar un corte transversal de abajo hacia arriba en el pseudotallo
a una altura de un metro en relacién al suelo se coloco el tubo de polipropileno
estéril de 50 ml en el lugar del corte a fin de colectar el extracto protegiéndolo de
la luz del sol con papel aluminio para evitar la oxidacion.

La savia de pseudotallo obtenida se coloco en un frasco estéril de vidrio ambar de
100 ml de capacidad 10 ml de esta savia en 10 ml de etanol al 96° e
inmediatamente la sustancia fue llevada en cadena de frio al laboratorio de

Referencia Regional La Libertad.
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2.4.2.2. Preparacion del extracto, savia Musa acuminata.

Se procedid a centrifugar el extracto en tubos de Falcon a 3500 rpm durante 10
minutos repitiendo el procedimiento 3 veces separando el latex, sustancia viscosa
en la parte superficial del tubo mediante una gasa estéril, luego con una pipeta se
extrajo el sobrenadante, quedando el sedimento que al igual que el latex fue
eliminado, de manera que se obtuvo un liquido transparente y limpio de color
canela, el cual fue filtrado a través de papel filtro (whatman 40), y filtrador de
agua. Finalmente el liquido libre de residuos sélidos fue fraccionado en tubos de
falcon y congelado (-20 °C) hasta su utilizacion en el experimento.

La savia de platano fue utilizada en su forma original, por lo cual fue fraccionada
segun las concentraciones que se utilizd en el presente estudio al 90%, 75%,

50%, 25% de principios activos totales.

2.4.2.3. Preparacion de las concentraciones del extracto de savia de

Musa acuminata.

Para la preparacion de las concentraciones de trabajo del extracto de savia de
Musa acuminata incluidas en el estudio se utilizd como diluyente el medio de
cultivo Caldo Middlebrook 7H9.

Para realizar las diluciones de la solucion stock del extracto de savia se utilizé una
placa de poliestireno estéril de 24 pocillos de fondo plano. En un primer pozo
(Pozo A) se colocé 200 ul de la solucion stock y se diluyé en 800 pl de caldo
Middlebrook 7H9 para obtener una concentraciéon de 10 000 pg/ml; a partir de
esta concentracion se realizé las deméas concentraciones que se describen en la
siguiente tabla. (ANEXO 2)

De las diluciones obtenidas se dispensd 100 pl de cada concentracion (pozos A,
B, C y D) en los pozos de la placa segun la distribucién del grafico N° 1 para
obtener las concentraciones finales de 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml y 125
png/ml Estos pozos fueron inoculados posteriormente con 900 upl de caldo
Middlebrook 7H9 conteniendo la cepa problema. Las placas se colocaron dentro
de bolsas transparente de cierre hermético tipo zyploc y conservadas en
refrigeracion hasta la inoculacion de las mismas. (ANEXO 3)
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Todo el procedimiento de preparacion y diluciéon del extracto se llevé a cabo en la
sala de preparacion de medios de cultivo del Area de Micobacterias del
Laboratorio de Referencial Regional La Libertad y se emple6 una cabina de

seguridad bioldgica Tipo Il Clase A2 Marca Labconco Modelo Logic de 4 pies

2.4.2.4. Preparacion del medio de cultivo

El medio de cultivo empleado para evaluar la efectividad del extracto de savia de
platano fue el medio base Caldo Middlebrook 7H9, especifico para el crecimiento
de M. tuberculosis; enriquecido con el suplemento OADC (acido oleico, albumina,

dextrosa y catalasa).

Para la dilucion del extracto de savia de platano se emple6é un tubo de
polipropileno estéril de 50 ml en el cual se coloc6 10,8 ml de caldo Middlebrook
7H9 méas 1,2 ml de suplemento OADC y para la evaluacion de la eficacia del
extracto se utilizd 4,5 ml de Middlebrook 7H9 y 0,5 ml de suplemento OADC

dispensado en tubos de vidrio estériles de 13 x 100 mm

2.4.2.5. Preparacion del inoculo estandarizado de Mycobacterium

tuberculosis

Se ingres6 al ambiente privado, en donde se tuvo en cuenta previamente todas
las medidas de bioseguridad, haciendo uso de gorro, mandil, mascarilla N95,

doble guante y botas.

Las cepas de mycobacterium tuberculosis se encontraban congeladas en viales

los cuales contenian 4 ml de solucion salina y por cada ml 18 millones de UFC.

Para evaluar la eficacia del extracto de savia de platano se utilizé una suspensiéon
bacteriana de cada una de las cepas de Mycobacterium tuberculosis, con una

turbidez ajustada al tubo N° 1 de la escala Mc Farland.

Para lo cual se emplearon cultivos jovenes de las cepas a evaluar de 3 a 4
semanas de incubacion sembradas en medio Lowenstein Jensen. Con ayuda de

una asa bacteriologica estéril se procedié a hacer una colecta de las colonias del
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cultivo que fueron colocadas en las paredes internas de un tubo de vidrio estéril
de 16 x 150 mm conteniendo 5 ml de agua destilada estéril a fin de disgregar las
colonias hasta obtener una suspension bacteriana. Se procedié a colocar el tubo
en un agitador tipo Vortex por un minuto y se dejé en reposo la suspension
bacteriana por un lapso de 30 minutos a fin de que las particulas mas gruesas

sedimenten.

Luego se transfirié cuidadosamente el sobrenadante de la suspension bacteriana
en otro tubo de vidrio estéril de 16 x 150 mm y se fue diluyente con agua destilada
estéril hasta obtener la turbidez del tubo N° 1 de la escala Mc Farland que

equivale a una concentracion de 3 x 108 UFC/ml de suspension.

Posteriormente, se inoculd 5 pl de esta suspension bacteriana estandarizada en
un tubo de 5 ml de caldo Middlebrook 7H9 para luego ser inoculada en las placas

gue contienen las concentraciones del extracto de savia de M. acuminata.

Este procedimiento se realiz6 en la sala de Alto Riesgo del Area de Micobacterias
del Laboratorio de Referencia Regional La Libertad, la cual cuenta con sistema de
recambio de aire (presion negativa) que brinda una barrera de contencién contra
riesgos bioldgicos. La manipulacién de los cultivos asi como la evaluaciéon de la
eficacia del extracto de sabia de platano se realizé dentro de una cabina de
seguridad biologica Tipo Il Clase A2 Marca Labconco Modelo Logic de 6 pies
ubicadas en esta sala y para el ingreso al ambiente fue necesario el uso
obligatorio del equipo de proteccién personal bajo la supervision del personal

responsable del area.

2.4.2.6. Evaluacion de la eficacia del extracto de savia de Musa

acuminata frente a Mycobacterium tuberculosis

Para la evaluacion de la eficacia del extracto de savia de Musa acuminata se
inoculé 900 ul de caldo Middlebrook 7H9 contiendo la cepa problema en los seis
pozos de la placa de incubacion, considerandose el primer pozo como Control y
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del segundo al sexto pozo las concentraciones a evaluar: 1000 pg/ml, 500 pg/ml,
250 pg/mly 125 pg/ml (Grafico N° 1).

Cada cepa se inoculd por duplicado y se incub6 a 37°C por un periodo de 14 a 21
dias. La lectura se realiz6 utilizando un microscopio de luz invertida con el objetivo
de 10X y 40X. La primera lectura se realizo el quinto dia de incubacién y las
lecturas posteriores se realizaron cada dos dias hasta evidenciar el crecimiento

de las micobacterias.

Para evaluar la eficiencia del extracto de savia de Musa acuminata frente a
Mycobacterium tuberculosis se considerd las lecturas obtenidas de los pozos
control vs los pozos con las concentraciones evaluadas. Para tal fin, se tomé en
cuenta los criterios de evaluacion para considerar una cepa sensible o resistente
del Método de Susceptibilidad por Observacién Microscépica MODS, en donde se
considera cultivo de micobacteria positivo 0 una cepa resistente a un determinado
agente antimicobacteriano cuando se observan mas de dos UFC en el pozo
(ANEXO 4)

2.4.2.7. Instrumento: Los datos fueron descritos en fichas donde se observa

las concentraciones, y el crecimiento de Mycobacterium (ANEXO 5).

2.4.2.8. Validacién de instrumento: La ficha de recoleccién de datos fue
evaluado por tres expertos (ANEXO 06). La sensibilidad fue

evaluada mediante el proceso de observacion.

2.5. Métodos de analisis de datos

La informacioén recolectada fue tabulada en Microsoft Excel.

El andlisis de los resultados se dio mediante el proceso de observacion del
crecimiento segun presencia de cordones de mycobacterium tuberculosis. Por
altimo se utilizo el andlisis descriptivo a través de la realizacion de cuadros,

graficos y promedios obtenidos.
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2.6. Aspectos éticos

Las superficies de trabajo deben descontaminarse una vez al dia o cuando
se produzca derrame de alguna sustancia contaminante.

Todo material contaminado debe ser eliminado o depositado en aparatos
cerrados que seran esterilizados antes de su lavado o eliminacion como
basura.

Se prohibe: beber, comer, fumar, maquillarse en las areas restringidas.
Usar delantal, con el cual no debe concurrir a otras actividades.

Al terminar los procedimientos debe haber un lugar cercano para lavarse
las manos

Debe evitarse provocar aerosoles con el material contaminado.

Realizar aseo general del laboratorio en un horario que no tenga que ver
con los procedimientos a realizar.

El laboratorio no debe tener insectos o roedores.

Recibir un especial entrenamiento para la manipulacion de estos
organismos.

El personal debe ser sometido a inmunizacion

Acceso facil a elementos que permitan la descontaminacion de la piel u
otra region del cuerpo.

Comunicar al Jefe del Laboratorio ante cualquier accidente.

Debe usarse campanas de bioseguridad.

Realizar descontaminacion quimica de los laboratorios.

19



[l. RESULTADOS

Tabla N° 01: EFICACIA BACTERICIDA DE SAVIA DE MUSA ACUMINATA

NUMERO DE NO HUBO
EFICACIA
CEPAS EFICACIA
2 0 1
4 0 1
6 0 1

10 0 1

12 0 1

14 0 1

16 0 1

18 0 1

20 0 1




Tabla N° 02: EFICACIA BACTERICIDA DE SAVIA MUSA ACUMINTA SEGUN

DILUCIONES.
DILUCIONES EFICACIA NO EFICACIA
90% NINGUNA 20
75% NINGUNA 20
50% NINGUNA 20
25% NINGUNA 20

Tabla N° 03: CRECIMIENTO DE MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SEGUN

UFC
DILUCIONES
UFC 90% 75% 50% 25% RESULTADOS
>=2 11 14 16 17 POSITIVO
0 0 0 0 0 NEGATIVO
1 3 2 1 1 INDETERMINADO
SOBRECRECIMIENTO 4 4 3 3 CONTAMINADO

TABLA N° 04: INTERPRETACION DE LOS HALLAZGOS EN LOS POZOS.

DILUCIONES _
UFC 90% 75% 50% 25% INTRPRETACION
>=2 11 14 16 17 RESISTENTE
0 0 0 0 0 SENSIBLE
1 3 2 1 1 INDETERMINADO

SOBRECRECIMIENTO 4 4 3 3 CONTAMINADO
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IV. DISCUSION

La savia del platano se le ha atribuido diversas propiedades medicinales, siendo
utilizado en una forma u otra como remedio popular por innumerables personas.
El presente estudio se ha realizado para determinar si el uso de savia de platano,
usado como medicina tradicional para el tratamiento de la tuberculosis tiene una
justificacion cientifica

El estudio se baso en la aplicacion del método de MODS, el cual es un cultivo

directo de muestras de esputo en medio liquido, que detecta Mycobacterium

tuberculosis y a su vez evalla la susceptibilidad frente a isoniacida y rifampicina.

Con el objetivo de evaluar el efecto antimicrobiano del extracto de savia de Musa
acuminata “platano” sobre cepas de Mycobacterium tuberculosis, se usé cuatro

concentraciones de 90, 75, 50 y 25 %.

En la (tabla 1 y 2) se puede evidenciar claramente que no hay eficacia
significativa ni a mayor concentracién ni a menor concentracion de savia de Musa
acuminata, lo cual difiere del proyecto de investigacion realizado por el Dr. Ortiz
en el afilo 2008 quien demuestra en 6 cobayos que a 30 dosis de savia de Mus
acuminata observd resolucion anatomopatolégico, ademas de BK y cultivos
negativos, y complementado con kanamicina — Etiionamida con solo 16 dosis se
observé el mismo resultado, por lo que concluye que solo con savia de musa
acuminata logra matar a Mycobacterium tuberculosis MDR y complementado con
kanamicida y etionamida son microbicidas eficaces y se reduce el tiempo de
tratamiento. Entonces la diferencia de tales resultados tendria que ver con el
namero de cepas a, ya que el Dr. Ortiz trabajo con una cepa estandar a
diferencia del proyecto de investigacion donde se usaron 10 cepas diferentes?®.

En la (tabla 3) corresponde a la lectura de Mycobacterium tuberculosis segun las
UFC (unidades formadoras de colonias), donde se evidencia que con las 4
diluciones establecidas el mayor porcentaje es de >=2 UFC, el proceso de
contaminacion y casos indeterminados lo cual significa que hay 1 UFC lo que
podria sugerir cierto efecto con cepas sensibles al esquema y talvez por un

proceso de sobrecrecimiento de otras bacterias u hongos origino el crecimiento de
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Mycobacterium tuberculosis, ya que Terrazas en el afio 2004 al realizar diluciones
de 1/3.3, 1/10 y 1/33.3 se dio cuenta que mientras mas concentrada era,
observaba un efecto inhbitorio de la savia de Musa acuminata sobre

Mycobacterium tuberculosis™®.

En la (tabla 4) se puede observar que segun el crecimiento de las UFC (unidades
formadoras de colonias) segun las concentraciones de 90%, 75%, 50% y 25%, es
el porcentaje mas alto (>=2), lo cual sugiere que es resistente savia de musa
acuminata frente a mycobacterium tuberculosis, lo cual difiere de Fernandez F. et
al, quienes en 1997 realizaron un estudio de cohorte donde observaron la
reduccion de la peroxidacion lipidica con el extracto de savia de musa

acuminatall.

Respecto al método aplicado para el estudio de la eficacia bactericida de savia de
musa acuminata frente a mycobacterium tuberculosis el que permitié realizar la
lectura fue un medio aolido, ya que el método de MOODS por ser un medio
liquido se observé al momento de combinar el caldo de Mildebrook con la savia
origind un aspecto lechoso, lo cual dificultdé observar el crecimiento de los

cordones3?,

V. CONCLUSIONES

- No hay eficacia bactericida de savia de Musa acuminata sobre cepas de
Mycobacterium tuberculosis, como se puede observar en los resultados las
10 cepas trabajadas por duplicado.

- Se trabaj6 con cuatro diluciones 90%, 75%, 50% y 25%, de las cuales no
se observo ni a mayor concentracion de savia de Musa acuminata algun
efecto significativo en la limitacion del crecimiento de Mycobacterium
tuberculosis.

- Se determind el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis mediante el
conteo de las UFC donde se observé que en las cuatro diluciones hubo
>=2 UFC interpretandose como crecimiento bacteriano.
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VI.

Segun las UFC se determinoé finalmente la resistencia que demuestra savia

de Musa acuminata frente a Mycobaterium tuberculosis.

RECOMENDACIONES

Continuar con la investigacion y trabajar con una cepa estandar sensible, y
segun el resultado realizar un estudio tanto con cepas sensibles como
resistentes.

El estudio se baso en trabajar el extracto puro de savia de musa acuminata
a diluciones de 90%, 75%, 50% y 25%, pero hay estudios donde
mencionan savia iofilizada con resultados positivos frente a otras bacterias,
motivo por el cual seria interesante aplicarlo frente a mycobacterium
tuberculosis.

Aplicar un método que utilice el peso seco de savia musa acuminata para

no tener dificultad al momento de realizar la lectura.
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VIII.

ANEXOS

ANEXO N°01

Cepa?2 ATCC 3000 resistente a Isoniacida

ATCC 1312 resistente a Isoniacida y
Cepa 4
Rifampicina

Cepa 6 Cepa salvaje MDR

Cepa 8 Cepa salvaje sensible

Cepa 10 Cepa salvaje resistente a Isoniacida
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ANEXO N°02:

Tabla N° 01: Preparacion de la concentracion de extracto de savia de Musa

acuminata.
Concentracion final Solucién Stock Diluyente
de trabajo del de savia de Caldo
S extracto de savia de Musa Middlebrook

Musa acuminata acuminata 7H9
pg/ml pl pl

A 10000 200 800

B 5000 100 900

C 2500 50 950

D 1250 25 975

ANEXO N° 03:

Grafico N° 1: Distribucion de las cepas problemas y concentraciones finales del
extracto de savia de Musa acuminata en las placas de incubacion

Pozo 1000 500 250 125
Control pg/ml ug/ml ug/ml ug/ml

Cepal
Repeticion 1
Cepal
Repeticion 2
Control
Negativo
Cepa 2
Repeticion 1
Cepa 2
Repeticion 2
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ANEXO N° 04:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

OBSERVACION DE CRECIMIENTO SEGUN PRESENCIA DE
CORDONES

CODIGO A:90 % B:75 % C:50% D:25%

10 SI SI SI SI

12 Si Si SI SI

14 SI SI SI SI

16 Si Si SI SI

18 SI SI SI Sl




INTERPRETACION DE LOS HALLAZGOS EN LOS POZOS

2 2UFC 2UFC 2UFC 2UFC

4 1UFC CONT 2UFC 2UFC

6 2UFC 2UFC 2UFC 2UFC

8 1UFC 1UFC 2UFC 2UFC

10 CONT 2UFC 2UFC 2UFC

12 2UFC CONT 2UFC 2UFC

14 2UFC 2UFC CONT CONT

16 CONT 2UFC 2UFC 2UFC

18 2UFC 2UFC 2UFC 2UFC

20 2UFC 2UFC 2UFC 2UFC
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INTERPRETACION DE LOS
CULTIVOS

CODIGO A:90 % B:75 % C:50% D:25%

2 Sl Sl Sl SI

4 SI Sl Sl Sl

6 SlI Contaminado Contaminado Contaminado

8 Contaminado Contaminado Contaminado Contaminado

10 SI SI SI Si

12 SI SI SI SI

14 Contaminado Contaminado Contaminado Contaminado

16 Sl SI SI SI

18 SI SI SI Si

20 Sl Sl Sl Sl
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INTERPRETACION DE LOS HALLAZGOS

EN EL POZO
CONCENTRACIONES
CODIGO A:90 % B:75 % C:50% D:25%
1 Resistente Resistente Resistente Resistente
2 Resistente Resistente Resistente Resistente
3 Resistente Resistente Resistente Resistente
4 Indeterminado Contaminado Resistente Resistente
5 Contaminado Contaminado Resistente Indeterminado
6 Resistente Resistente Contaminado Resistente
7 Indeterminado Indeterminado Indeterminado Resistente
8 Indeterminado Indeterminado Contaminado Resistente
9 Resistente Contaminado Contaminado Contaminado
10 Contaminado Resistente Resistente Resistente
11 Resistente Resistente Resistente Resistente
12 Resistente Resistente Resistente Resistente
13 Resistente Resistente Resistente Resistente
14 Contaminado Resistente Contaminado Contaminado
15 Indeterminado Contaminado Resistente Resistente
16 Contaminado Resistente Resistente Resistente
17 Resistente Resistente Resistente Contaminado
18 Resistente Resistente Resistente Resistente
19 Contaminado Resistente Contaminado Resistente
20 Resistente Resistente Resistente Resistente
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OBSERVACION DE UN POZO

INTERPRETACION DE LOS HALLAZGOS
EN LOS POZOS

>=2UFC
NO CRECIMIENTO (0 UFC)
CRECIMIENTO DE 1 UFC

SOBRE CRECIMIENTO DE BACTERIAS /

HONGOS

POSITIVO
NEGATIVO
INDETERMINADO

CONTAMINADO

COMBINADO LOS HALLAZGOS EN AMBOS

INTERPRETACION GENERAL DE LOS

POZOS CULTIVOS
Ambos pozos positivos POSITIVO
Ambos pozos Negativos NEGATIVO

Uno o 2 pozos indeterminados
un pozo positivo y otro pozo negativo
un pozo positivo y otro pozo indeterminado

uno o 2 pozos contaminados

INDETERMINADO

INDETERMINADO

INDETERMINADO
CONTAMINADO

OBSERVACION DE LOS POZOS QUE

INTERPRETACION DE LOS HALLAZGOS EN

CONTIENEN DROGAS LOS POZOS
No hay crecimiento 0 UFC SENSIBLE
crecimiento de >=2 UFC RESISTENTE

Crecimiento de solo 1 UFC

crecimiento de bacterias y hongos

INDETERMINADO
CONTAMINADO
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