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RESUMEN

Obijetivo: Evaluar la Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago

major al 50% sobre Escherichia coli enteropatogena.

Material y método: Estudio de tipo experimental y prospectivo. Se utilizé el extracto
etandlico del Plantago major “Llantén mayor” y Escherichia coli enteropatdgena. Se ensayd
una concentracién de extracto etandlico al 50%, para determinar la susceptibilidad
antibacteriana por halo de inhibicion, la concentracién minima inhibitoria (CMI), expresada
en ug/ml. Para determinar la eficacia antimicrobiana se realiz6 el método de comparacion

con ciprofloxacino.

Resultados: Observamos que el extracto etanolico de Plantago major al 50% presento
eficacia antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli enteropatogena. En relacion a los halos
de inhibicion y comparado con la escala de Duraffourd (ANEXO 6), Escherichia coli
enteropatdgena mostro ser sumamente sensible a ciprofloxacino (40,87 mm) y muy sensible
frente al extracto etandlico de Plantago major al 50% (15,53 mm). No se encontro
crecimiento de colonias con el extracto etandlico del Plantago major al 50%, ni con el

control.

Conclusion: Demostramos que el extracto etandlico de Plantago major (llantén) al 50%

presenta eficacia antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli enteropatdgena.

Palabras claves: Eficacia del tratamiento, técnicas in vitro, extractos vegetales, Plantago

major.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the antibacterial efficacy in vitro of the ethanol extract of 50%

Plantago major on enteropathogenic Escherichia coli.

Material and method: Experimental and prospective type study. The ethanolic extract of
the Plantago major "Llantén mayor" and enteropathogenic Escherichia coli were used. A
50% ethanolic extract concentration was tested to determine the antibacterial susceptibility
by inhibition halo, the minimum inhibitory concentration (MIC), expressed in ug / ml. To
determine the antimicrobial efficacy, the comparison method with ciprofloxacin was
performed.

Results: We observed that the ethanol extract of Plantago major at 50% presented
antibacterial efficacy in vitro on enteropathogenic Escherichia coli. In relation to the
inhibition halos and compared with the Duraffourd scale (ANNEX 6), enteropathogenic
Escherichia coli showed to be extremely sensitive to ciprofloxacin (40.87 mm) and very
sensitive to the ethanol extract of 50% Plantago major (15, 53 mm). No growth of colonies

was found with the ethanol extract of 50% Plantago major, nor with the control.

Conclusion: We demonstrate that the ethanol extract of Plantago major (plantain) at 50%

has antibacterial efficacy in vitro on enteropathogenic Escherichia coli.

Palabras claves: Treatment Outcome, in vitro techniques, Plant extracts, Plantago major,

Enteropathogenic Escherichia coli.
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l. INTRODUCCION
1.1 ANTECEDENTES

Escherichia coli, es un bacilo anaerobio facultativo Gram negativo que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae,! que coloniza el intestino del ser humano y animales formando parte de
la flora normal, pero algunas Escherichia coli son patégenas que causan dafio intestinal y
extraintestinal, entre ellos la diarrea, gastroenteritis, meningitis neonatal, sepsis del recién
nacido, infeccion del tracto urinario y neumonias, siendo el microorganismo mas frecuente y

causante de infecciones vias urinarias. 2

Escherichia coli se clasifica en seis serotipos que son patogenos: E. coli Enteroinvasiva
(EIEC), E. coli Enteroagregativa (EAEC), E. coli Enterotoxigénica (ETEC), E. coli
Enteropatdgeno (EPEC), E. coli de adherencia difusa (ADEC), E. coli productoras de toxina
Shiga (STEC).

Escherichia coli se caracteriza porque produce reacciones positivas para indol, lisina
descarboxilasa, fermentacion del manitol, y produce gas a partir de la glucosa, oxidasa

negativa, fermentadora de lactosa y no produce acido sulfarico.®

Escherichia coli también se ha relacionado con mayor frecuencia como Enfermedad
Diarreica Aguda en nifios menores de cinco afios de edad 4, por lo que sigue siendo un

problema de salud en el mundo y sobre todo en paises sub desarrollados. °

Riveros y Ochoa et al, en el 2011 en Lima- Peru, realizaron un estudio global y calcularon
que 7,6 millones de nifios fallecen al afio, teniendo como causa principal las diarreas y
ademas encontraron que la Escherichia coli enteropatdgena se presentd mas en la
comunidad.® La via de transmisién es Fecal - oral, sea por los alimentos o aguas

contaminadas.’

La Escherichia coli enteropatdgena es méas frecuente en lactantes (menores de 2 afios) y
presenta una alta mortalidad sobre todo en paises en desarrollo, que se caracteriza por la
persistencia de diarreas que pueden estar acompariadas de vomitos y fiebre, con un periodo
de incubacion de 3 a 24 horas.®

La Escherichia coli enteropatégena (ECEP) se clasifica: tipico (tEPEC) que contienen

plasmido y codifica bfp y atipico (REPEC) que carecen de plasmido y no expresa bfp. %0



Esta bacteria se adhiere y esfacela a nivel del intestino ocasionando una alteracion en las
microvellosidades del enterocito, causando las diarreas.*

Weiler et al, realizaron un estudio entre los afios 2012 al 2015 en Paraguay, y llegaron a la
conclusion que la Escherichia coli enteropatégena fue el segundo patotipo més frecuente de
diarreas severa infantil en menores de 1 afio con extrema pobreza.*?

La ciprofloxacino es una fluoroquinolona de segunda generacion, es un bactericida,
inhibidor de la topoisomerasa Il y ADN girasa, de amplio espectro antimicrobiano sobretodo
en Gram negativos y de gran efectividad en las diarreas bacterianas.t3 4 1°

Yildirim, encontrd en su estudio que las principales reacciones adversas al ciprofloxacino
son fiebre, dolor, diarrea, ansiedad y nauseas.'® Ademas, que en pacientes menores de edad
que usaron ciprofloxacino se presentaron alteraciones musculoesqueléticas: artralgias, las
cuales desaparecieron al suspender dicho farmaco.’

Plantago major es una herbacea perenne, conocido como “llantén mayor”. Se considera
planta maleza,® ademas tiene propiedades antiinflamatorias y antibacterianas.*®

Sus principios activos del Plantago major: mucilagos, pectinas, flavonoides, taninos, un
glucosido denominado aucubosido (aucubina) y otro llamado catapol.?® Su principal
metabolito es la aucubina quién es responsable de la actividad antibacteriana.?

El origen del Plantago major es Europa y Asia, sobre todo en lugares con climas templados
y frios, y también estan distribuidos en América Latina.??

Caceres et al, demostro que el Plantago major presento efecto inhibidor sobre Escherichia
coli, usando su extracto etanélico al 50%, obteniendo halos de inhibicion de mas de 10 mm.%
Por otro lado, Moskalenko usoé el extracto de esta planta al 50% sobre Escherichia coli,

obteniendo halos de inhibicién menos de 10mm.?*

El Plantago major se emplea en la medicina tradicional desde tiempos antiguos.?® Ahora en
estos afios la medicina natural ha ido ganando terreno a nivel mundial, por su escasa

toxicidad, bajo costo y escasos efectos adversos.?
1.2 JUSTIFICACION

Plantago major, es de facil obtencidn y preparacion, y tiene propiedades cicatrizantes,
antiinflamatorias, bactericidas y antihemoliticas, su efecto no solo se debe a un solo
compuesto sino a la suma de varios. Ciprofloxacino, es un antibidtico usado frecuentemente

y efectivo para las diarreas bacterianas en adultos, sin embargo, pueden producir fiebre,
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diarreas, nauseas, alteraciones del sistema nervioso central; incluso se siguen estudiando
reacciones adversas que podrian estar relacionadas con el uso de este antibi6tico. Ademas,
en nuestro medio este farmaco no es usado en menores de 2 afios, donde Escherichia coli
enteropatdgena es frecuente, alto costo del antibidtico y sabor amargo en su presentacion de
suspension oral con escasa tolerancia. Por lo tanto, al evaluar la eficacia del extracto
etandlico de Plantago major al 50% y compararlo con ciprofloxacino, sobre Escherichia

coli enteropatdgena, aportaremos nuevas alternativas naturales terapéuticas.
1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA CIENTIFICO:

¢ Tiene eficacia antibacteriana in vitro el extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre
Escherichia coli enteropatogena?

1.4 OBJETIVOS:

1.4.1 OBJETIVO GENERAL:

e Evaluar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major

al 50% sobre Escherichia coli enteropatogena.

1.4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Establecer la susceptibilidad in vitro por halos de inhibicion del extracto etandlico de

Plantago major (Llantén mayor) al 50% sobre Escherichia coli enteropatogena.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico del Plantago

major al 50% en ug/ml sobre Escherichia coli enteropatdgena.

e Comparar la eficacia inhibitoria y susceptibilidad in vitro obtenida del extracto
etanolico del Plantago major al 50% con el farmaco Ciprofloxacino sobre Escherichia

coli enteropatdgena.
1.5. HIPOTESIS:

e HO: El Extracto etandlico de Plantago major (llantén) al 50% no tiene eficacia

antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli enteropatdgena.
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e H1: El Extracto etandlico de Plantago major (llantén) al 50% tiene eficacia

antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli enteropatdgena.
Il. MATERIAL Y METODO:
2.1. POBLACION, MUESTRA Y MUESTREO

2.1.1 POBLACION OBJETIVO: Conjunto de placas con coprocultivo de Escherichia coli

enteropatdgena.

2.1.2 POBLACION ACCESIBLE: Escherichia coli enteropatdgena no resistente a
Ciprofloxacino obtenida mediante coprocultivo de paciente con gastroenteritis bacteriana

del Hospital Belén de Trujillo.
2.2 CRITERIOS DE SELECCION
2.2.1 CRITERIOS DE INCLUSION:

e Hojas de Llantén mayor que presenten buenas condiciones segun Docente de la
Catedra de Farmacognosia del Departamento Académico de Farmacotécnia de la
Facultad de Farmacia y bioquimica de la Universidad Nacional de Trujillo, para

obtener el extracto etanolico de Plantago major.
2.2.2 CRITERIOS DE EXCLUSION:

e Placas Petri fracturadas al momento del desempaque.

e Frascos, discos y tubos de ensayo que se fracturen al momento del desempaque.
2.2.3 CRITERIOS DE ELIMINACION:

e Extracto etandlico que pueda deteriorarse durante la investigacion.
e Placas Petri fracturadas o estropeadas durante el experimento.

e Frascos, discos y tubos de ensayo que se fracturen durante el experimento.
2.3 MUESTRA

2.3.1 UNIDAD DE ANALLISIS: Cada placa de inhibicién con coprocultivo de Escherichia

coli enteropatdgena no resistente a ciprofloxacino y Plantago major.
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2.3.2 TAMANO MUESTRAL:

El nimero de muestra se calcula con la siguiente férmula estadistica:

2 (Zo + ZpPS?

n=
(X] - XZ)Z

Siendo n = el nimero de repeticiones a efectuar en cada investigacion.
Z a/2=1.96 para a=0.05

Z B=0.84 para p=0.20

S = (X1- X2).

€C .9

n= 15, siendo “n” el nimero de observaciones totales, por lo tanto, se utilizaran 15
repeticiones para la concentracion de Plantago major (Llantén mayor) del 50% al igual que

para ciprofloxacino 5ug.
2.4. DISENO DE ESTUDIO

El estudio sera de tipo experimental - prospectivo.

Escherichia coli enteropatégena

Plantago major l\ /l Antibidtico de

__(llantén mayor) Ciprofl control

oxacino
PM

50%
5ug
Obtencion del

extracto ‘
etandlico ‘

GA GB
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= DETERMINACION DE HALOS DE INHIBICION

= DETERMINACION DE CMI

PM: Plantago major.

Grupo A: Escherichia coli enteropatdgeno+ extracto etandlico de Plantago major 50%.

Grupo B: Escherichia coli enteropatdgeno + ciprofloxacino 5ug.

2.5. VARIABLES

: . : : Tipo vy
Variable Definicion operacional Indicador
Escala
INDEPENDIENTE
Extracto Sustancia obtenida de las hojas del Cuantitati
etandlico de | “llantén”, a través de un solvente | * 50% va
Plantago major | etanolico al 50%.
DEPENDIENTE
Capacidad para inhibir el crecimiento
Eficacia . .
bacteriano o producir la muerte del
antibacteriana ) ) .
microorganismo en condiciones
de Escherichia . . . »
experimentales, determinada mediante la | Diametros de
coli itati
medicién de los halos de inhibicién y | Halos inhibitorio: | Cuantitati
enteropatogena -
patog expresada en mm de acuerdo al diametro | mm va de
del halo. CMI: mg/dl razon.
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2.6 DEFINICION OPERACIONAL:

2.6.1 Independiente:

Extracto etandlico de Plantago major:

Sustancia obtenida de las hojas del “llantén”, a través de un solvente etandlico al 50%.
2.6.2 Dependiente:

Eficacia antibacteriana sobre Escherichia coli enteropatégena:

Capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano o producir la muerte del microorganismo

en condiciones experimentales, determinada mediante la medicion de los halos de inhibicién

y expresada en mm de acuerdo al diametro del halo.

2.7. PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

1. Se solicité autorizacion a la Facultad de Medicina de la universidad Privada Antenor

Orrego (UPAOQ) para ejecutar el proyecto y utilizar el laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia. Asi mismo se solicitd autorizacion a la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la universidad Nacional de Trujillo para la obtencion del extracto con

sus principios activos de Plantago major.

2. Se comproé 4 kg de llantén (Plantago major), que fue traido desde la ciudad de Huaraz.

Se escogio las hojas que estaban en buenas condiciones y se elimino las hojas que estaban
hongeadas o marchitadas. Luego las hojas se lavaron con agua potable y se desinfectardn
con 2 ml de Clorox® en 1 litro de agua. Después de desinfectar las hojas se colocé en
papeles Kraft y se dejo secar en la estufa de circulacion de aire a 40 °C. Luego las hojas
secas se molieron con molino y se pasé por el tamiz N° 0.75.

Del polvo de las hojas secas que se paso por el tamiz se pesd 150gr. Luego el polvo se
colocé en un frasco de vidrio &mbar y se agreg6 500 ml de etanol de 50° G.L., se
combino, se tapd el frasco y se macerd por 1 semana, batiéndose 15 minutos, dos veces
por dia. Pasado el tiempo de maceracion, se filtré en la bomba de vacio, con papel filtro
Whatman N° 1 y se obtendra el extracto etandlico, que luego éste se concentré en un

rotavapor hasta que se forme una masa siruposa, la cual se diluira con etanol al 50%. Al
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finalizar, los extractos etanolicos se guardaron en frascos pequefios de vidrio &mbar y se
colocaron en refrigeracion (4 — 8 °C), hasta que se utilicen.

Para la preparacion de los discos de sensibilidad, se tomaron 2 ml de cada extracto
etandlico y se distribuyé en 3 viales estériles proporcionalmente para luego incorporar
los discos de papel Whatman N°1 de 6 mm de diametro. Luego de 10 a 20 minutos, los
viales fueron llevados a 37° por 5 horas para su secado.

Escherichia coli enteropatdgena no resistente a ciprofloxacino se obtuvo realizando
coprocultivo a paciente con gastroenteritis bacteriana del Hospital Belén de Truijillo, la
identificacion se realizo en el laboratorio de microbiologia y parasitologia de la UPAO,
realizando prueba bioquimica en agar TSI, prueba de indol y oxidasa, la Escherichia coli
fue sembrada en agar de Mueller Hinton para mediante un antibiograma comprobar la no
resistencia a ciprofloxacino. Luego se conservo la cepa en agar TSA, para posteriormente
reactivarla utilizando caldo nutritivo.

Se prepard el in6culo en caldo de Mueller Hinton tomando colonias aisladas
seleccionadas de una placa de agar después de 24 horas de incubacion (en un medio
enriquecido, el agar soya tripticasa). Se ajusto la turbidez de la suspension al equivalente
1.5x108 UFC/ml al tubo estandar 0,5 de la escala de McFarland, luego se sembro en placas
Petri de Agar Muller Hinton sembrando igualmente sobre la superficie del agar y rotando
cada placa 30° alrededor de 10 veces.

Luego se utilizéd una pinza estéril para colocar los discos de ciprofloxacino 5 ug y el
extracto etanolico de Plantago major al 50%, a una distancia de 25 mm entre los discos,
sobre la superficie de las placas sembradas con Escherichia coli enteropatdgena. La
sensibilidad antimicrobiana se realizd mediante el metodo de la difusion del disco (Kirby
Bauer). Se utilizé el medio Mueller Hinton que se distribuyo en placas con una altura de
4 mm.

Estas placas se incubaron a 37°C por 24 horas, para luego interpretar los halos de
inhibiciéon y medir el diametro (mm) usando una regla al reves de la placa y comparando
con las tablas estandarizadas. (Anexo 4)

Para determinar el efecto inhibitorio se usé la dilucion de Plantago major al 50%. A la
vez se trabajo un grupo de control con ciprofloxacino 5 ug para los resultados tanto en el

grupo experimental como en este Ultimo grupo.
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10. Para obtener la concentracion minima inhibitoria (CMI), se prepararon tubos de ensayo
para la bacteria. A Un grupo de tubos con la concentracién al 50% se afiadi6 a cada uno
0.8 ml, luego se agregd 0.2 ml del microorganismo (en concentraciones semejantes al
tubo 0.5 de la Escala de Mac Farland). El segundo grupo de tubos se realizd un control
de ciprofloxacino 5 ug liofilizado, al cual se afiadié 1ml de indculo de la bacteria. Luego
se incubaron los tubos a 37°C por 24 a 48 horas. Se realizaron 15 repeticiones para
Plantago major y se sembré 0.1 ml del cultivo de cada tubo en placas con agar Muller
Hinton (es decir 15 placas para cada grupo) empleando el asa de Driglasky extendiendo
el indculo, las placas sembradas se colocaron en incubadora por 24 horas a 37°C.

Observando que no hubo crecimiento de colonias en ambos grupos de placas.
2.8. PLAN DE ANALISIS DE DATOS

Luego de la recoleccidn de datos, fueron ordenados en Excel 2013 para luego ser analizados
con el programa SPSS version 23. Para determinar la eficacia antimicrobiana se utilizo el
método de la comparacidn con el antibiotico control, los halos de inhibicion expresados en
nameros se agruparon en variables cuantitativas y fueron analizadas mediante promedios y
medidas de dispersion, luego se determind su comparacion. Se determind el efecto
antimicrobiano, utilizando el método de comparacion con los antibidticos, los halos de
inhibicion expresados en numeros se agruparon en variables cualitativas y se analizo
mediante promedios y medidas de dispersion. Se uso la prueba no paramétrica de Mann-
Whitney sefialando que las diferencias obtenidas por los halos de inhibicion sean diferentes
si la probabilidad de equivocarse es menor al 5%(p < 0,05). La prueba estadistica para CMI

se obvia por la presencia de ceros en todas las evaluaciones.
2.9. ASPECTOS ETICOS

Se solicité aprobacion previa para la ejecucion del proyecto de investigacion por parte del
comité de ética en investigacion de la Universidad Privada Antenor Orrego. Para la
realizacion de la investigacion se tuvo en cuenta los preambulos 11 y 13 de la declaracion
de Helsinki.?” Se tomé en cuenta los articulos 42 y 48 del codigo ética y deontologia del
Colegio Médico del Per(i.28 Asi mismo se evit6 ocultar o falsear datos, porque el investigador
domina los sistemas de citacion y sabe reconocer que las teorias han sido formuladas por

otros autores, y ademas deja en claro toda sospecha de plagio. (ANEXO 5)%

16



1. RESULTADOS

La susceptibilidad del antibidtico fue analizado a traves de halos de inhibicion y
comparado con la escala de Duraffourd (ANEXO 6), Escherichia coli enteropatdgena
es sumamente sensible a ciprofloxacino (40.87 mm). Asi mismo, Escherichia coli
enteropatdgena mostrd ser muy sensible frente al extracto etanélico de Plantago major
al 50% (15.53 mm). Ademas, los resultados fueron realizados con la prueba no
paramétrica de Mann-Whitney, determinando que existe diferencia significativa entre
los promedios obtenidos de los dos grupos, siendo el extracto de Plantago major al
50% el que obtuvo menor halo de inhibicién a comparacién del control (Tabla 1 y
Figura 1).

No se encontro colonias formadas con el extracto etanolico del Plantago major al
50%, ni con el control. No se usé prueba estadistica al no haber ningun valor (Tabla
2).
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Tabla 1

Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre

Escherichia coli enteropatgena a través del didmetro del halo de inhibicién

Grupo de estudio

Extracto etandlico de Plantago Control

major al 50%

Media 15.53 40.87
Desviacion estandar 1.13 1.64
Prueba de Mann- 7= 4705 p<0.01
Whitney
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Didametro mm

40,87
45
40
35
30 -
25
20
15 -
10
5

15,53

Extracto etandlico de Plantago Control
major al 50%

Grupo de estudio

Figura 1. Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Plantago major al 50%

sobre Escherichia coli enteropatogena a través del didmetro del halo de inhibicion
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Tabla 2

Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre

Escherichia coli enteropatogena a través a través de Unidades Formadoras de colonias.

Grupo de estudio

Extracto etanolico de Plantago Control

major al 50%

Media

Desviacion estandar

0.00

0.00

0.00

0.00

Prueba

No medible
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IV. DISCUSION

Actualmente, las enfermedades infecciosas causadas por Escherichia coli enteropatégena
presentan cuadros de diarreas persistentes acompafiadas de fiebre y vémitos, mas frecuente
en nifios menores de 5 afios que pueden llevar a la muerte, y representa un problema de salud
a nivel mundial sobre todo en paises en desarrollo.®> Asi mismo, se ha visto que los
antibidticos pueden producir cepas resistentes y limitar las respuestas de los farmacos.*3 Por
lo tanto el uso de plantas medicinales como el Plantago major se demuestra que tiene
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas, astringentes y antihemorrégicas, * y que la
mayoria de personas lo pueden utilizar por ser de facil obtencion, preparacion y de bajo

costo.

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia antibacteriana in vitro del extracto etanolico

de Plantago major al 50% sobre Escherichia coli enteropatogena.

En la presente investigacion se buscd establecer la susceptibilidad in vitro por halos de
inhibicion del extracto etandlico de Plantago major (Llantén mayor) al 50% sobre
Escherichia coli enteropatogena, lo cual se demostré en los resultados de la Tabla 1, que si
existe susceptibilidad del extracto etanolico de Plantago major al 50% sobre el crecimiento

de la Escherichia coli enteropatdgena de acuerdo a las repeticiones.

En relacion a los halos de inhibicién la media de 15.53mm al 50% segun la escala de
duraffourd (ANEXO 6) determina que es muy sensible, lo que indica que si hay eficacia

antibacteriana del plantago major al 50% sobre Escherichia coli enteropatdgena.

Al comparar el extracto etandlico de Plantago major al 50% si presentd halo de inhibicion,
pero fue inferior al halo de inhibicion del antibidtico control (ciprofloxacino 5ug), y al
evaluar los promedios del halo de inhibicidn, estadisticamente los promedios son diferentes,
como se demuestra en la Tabla 1 se usé la prueba no paramétrica de Mann-Whitney,

obteniéndose un valor de p < 0.01 afirmando que las varianzas son diferentes.

En ambos grupos de placas no se observaron colonias, sin embargo, no se puede confirmar
que la concentracion al 50% sea la concentracion minima inhibitoria, debido a que no se usé

otras concentraciones para la comparacion de los resultados.
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El Plantago major tiene sus principios activos como: mucilagos, pectinas, flavonoides,
taninos y un glucosido, siendo la aucubina el metabolito responsable de la actividad
antibacteriana, la cual contiene sustancias inactivas como polimeros de este compuesto y la
aucubina. En el proceso de catabolismo, por hidrélisis forma un dialdheido que actia como

bactericida y produce la desnaturalizacion de las proteinas de los microorganismos,2%:21: %0

En el estudio que realiz6 Caceres et al, demostraron que el extracto etandlico del Plantago
major al 50% presentd efecto inhibitorio sobre Escherichia coli y formo6 halos de 10 mm.
Sin embargo, Moskalenko también utiliz6 la misma concentracion y obtuvo halos de

inhibicién menos de 10mm.23 24

La eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre
Escherichia coli enteropatogena ha demostrado ser eficaz, como también en investigaciones
anteriores, realizadas con otras bacterias. Ademas, el Plantago major tiene propiedades

como: antiinflamatorio, astringente, antihemorragico y cicatrizante en heridas de piel.

Actualmente la medicina natural ha ido ganando lugar a nivel mundial, ya que poseen
propiedades beneficiosas. Los usos de estas plantas sirven de base para futuro en

investigaciones tanto in vitro como in vivo.
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V. CONCLUSIONES

El extracto etandlico de Plantago major (llantén) al 50% presenta eficacia
antibacteriana in vitro sobre Escherichia coli enteropatdgena.

La susceptibilidad antibiotica in vitro por halos de inhibicion de Plantago major al
50% sobre Escherichia coli enteropatdgena fue de 15.53 mm.

La concentracién minima inhibitoria del extracto etandlico Plantago major sobre
Escherichia coli enteropatdgena no se pudo demostrar.

La eficacia inhibitoria y susceptibilidad del Plantago major al 50% sobre
Escherichia coli enteropatdgena fue menor comparado al ciprofloxacino antibiético

de control.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda otras investigaciones sobre la eficacia antibacteriana de Plantago
major a otras concentraciones.

Se recomienda realizar estudios con otros productos naturales para determinar si
tienen eficacia antibacteriana para poder controlar infecciones causadas por
Escherichia coli enteropatogena.

Se recomienda realizar estudios in vivo en pacientes voluntarios con diagndstico de

Gastroenteritis bacteriana causada por Escherichia coli enteropatogena.
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ANEXO 1

FICHA SOLICITUD DE PERMISO
Solicitud de Permiso
Truijillo, 20 de marzo del 2018
Universidad Privada Antenor Orrego
Facultad de Medicina Humana
Decano de la Facultad de Medicina Humana: Dr Ramel Ulloa Deza
Asunto: Proyecto de Investigacion Cientifica

De mi mayor consideracién, me dirijo a usted para saludarle cordialmente y
solicitarle la autorizacion para la ejecucion del Proyecto de Investigacion: “Eficacia
antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre
Escherichia coli enteropatégena” de mi autoria, en el laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la Facultad de Medicina Humana que usted dignamente dirige.

Le agradeceria disponer de su consideracién para mi requerimiento con motivo de
que el proyecto de investigacion cuente con su permiso.

Agradeciendo su gentil atencion, quedo a espera de su respuesta

Atentamente

‘ \_\
N
e f_;
N
Ingri Mal{celi Cipra Gilian
ID: 000072649 — DNI: 46682694

l'r\Ul LA  pawane

RECIBIDO
0 MAR. 2018
155

essamresesansemtas

Se adjunta: Proyecto de Investigacion

HOra! v

Firma:
J
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ANEXO 2

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA

Trujillo, 23 de marzo del 2018

CONSTANCIA DE ASESORIA

Yo, MARILU ROXANA SOTO VASQUEZ, docente de la Catedra de Farmacognosia
del Departamento Académico de Farmacotecnia de la Facultad de Farmacia y
Bioquimica de la Universidad Nacional de Truijillo, con cédigo UNT 5727 y acreditada
como Docente Investigadora por CONCYTEC con niimero de registro REGINA: N°
1582.

Dejo constancia de haber asesorado al alumno INGRI MARICELI CIPRA GILIAN, en
las actividades de preparacion del extracto etanélico, preparacion de la concentracion
al 50% del Plantago major (Llantén), en el laboratorio de Farmacognosia de la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de La Universidad Nacional de Trujillo. Asimismo,
la concentracién de ensayo preparada seré utilizada para el desarrolio de la tesis
titulada: “Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al
50% sobre Escherichia coli enteropatégena”

Atentamente,

9. MARILO ROXANA SOTO VASQUEZ
Fhvestigadora de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
Laboratorio de Farmacognosia

Universidad Nacional de Trujillo
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ANEXO 3

/

| /P UPAQ | Museo de Historia Natural y Cultural

HERBARIO ANTENOR ORREGO (HAO)

CONSTANCIA N°11-2018-HAO-UPAO

El que suscribe, Director del Museo de Historia Natural y Cultural de la
Universidad Privada Antenor Orrego, deja:

CONSTANCIA

Que Ingri Mariceli Cipra Gilian, egresada de la carrera profesional de
Medicina Humana de la Universidad Privada Antenor Orrego, ha solicitado
la determinacién de material vegetal, el cual corresponde a la siguiente
especie:

Plantago major L. (Plantaginaceae)
El mismo que serd utilizado para la tesis titulada: “Eficacia antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre Escherichia coli
enteropatégena”. La muestra ha sido signada con el c6digo HAO n® 20031.

Se expide la presente constancia a solicitud del interesado para los fines que
correspondan.

Truijillo, 20 de marzo de 2018

Museo de Historia Natural y Cultural

——— - _—

UNIVERSIDAD PRIVADA ANTENOR ORREGO AvAmérica Sur 3145 Monserrate Trujillo - Per
www.upao.edupe Telf:[+51][044) 604444  Fax: 282900
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ANEXO 4

Tabla 1. Patrones estndar del halo de inhibicién, puntos de corte equivalente a la CMI para enterobacterias® y diametro del halo de inhibicion
para la cepa E. coli ATCC25922 empleada como control de calidad

Garga el Didmetr del halo de nhibicion (mm) Equm’l':"'}?:; 'E"h:'l“'wg,m” E. col

GRUPO Antimicrobiano disco (1g) ATCC 25922
"9 “Resistente Intermedia  Sensible  Resistente  Sensible intervalo ®
A Ampiciina** 10 <13 14-16 >17 >32 <4 16-22
Cefalotina “° 30 <14 1517 >18 >3 <8 15-21
Cefazolina ™" 30 <14 1517 >18 >3 <8 23-29
Gentamicina 10 <12 1314 >15 >B <4 19-26
B Amoicilinafacido clavulanico 200 <13 1417 >18 >16/8 <B/4 19-25
Ampiciina/sulbactam 10110 <11 12-14 =15 >32116 <B/4 20-24
Piperacilinaftazobactam 10010 <17 18-20 =21 >128/4 <16/4 24-30
Ticarcilinalacido clavulanico 7510 <14 15-19 =20 >128/2 <1612 25-29
Mezlocilina 75 <7 18-20 =21 128 <64 23-29
Ticarcilina 75 <14 15-19 =20 =128 <16 24-30
Piperacilina 100 <17 18-20 321 »128 <16 24-30
Cefamandal 30 <14 1517 >18 232 4 26-32
Cefonicid 30 <14 1517 18 >3 <8 2529
Cefuroxima (oral) 30 <14 15-22 223 »32 <4 20-26
Cefpodoxima 10 <17 18-20 221 =8 < 23-28
Cefixima 5 <15 16-18 19 >4 <1 2321
Cefoxitina 30 <14 1517 18 >3 <8 23-29
Cefotetan 30 <12 1315 16 >b4 <16 28-34
Cefmetazol 30 <12 13-15 Al b4 <16 26-32
Cefoperazona® 75 <15 1620 > 64 <16 28-34
Cefotaxima™” 30 <14 1522 >3 64 < 29-35
Ceffizoxima® 30 <14 15-19 =20 >3 <4 30-36
Ceftriaxona®® 30 <13 14-20 221 >64 <f 29-35
Cefepima 30 <14 15-17 >18 >32 <f 29-35
Imipenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 26-32
Meropenem 10 <13 14-15 >16 >16 <4 28-34
Amikacina 30 <14 15-16 7 »32 <16 19-26
Ciprofloxacino ** 5 <15 16-20 521 54 <1 30-40
Levofloxacino 5 <13 14-16 bl =8 <2 20-37
Trimetoprim/sufametoxazol ™ 12502375 <10 1115 >16 >§/152 <238 24-32

Elaborado con datos del NCCLS, 2000.
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ANEXO 5

l I PAO VICERRECTORADO DE INVESTIGACION

COMITE DE BIOETICA EN INVESTIGACION

RESOLUCION COMITE DE BIOETICA N°222-2018-UPAO
Trujillo, 02 de Abril de 2018

VISTO, el oficio de fecha 28 de Marzo del 2018 presentado por el Sr. Alumno(a), CIPRA
GILIAN, INGRI MARICEEI quien solicita autorizacién para realizacién de investigacion
CONSIDERANDO:

Que por oficio, el alumno CIPRA GILIAN, INGRI MARICEL! solicita se le de conformidad a
su proyecto de investigacién, de conformidad con el Reglamento del Comité de Bioética en
Investigacion de la UPAO.

Que en virtud de la Resolucién Rectoral N° 3335-2016-R-UPAO de fecha 7 de julio de
2016, se aprueba el Reglamento del Comité de Bioética que se encuentra en la pagina web de la
universidad, que tiene por objetivo su aplicaciéon obligatoria en las investigaciones que
comprometan a seres humanos y otros seres vivos dentro de estudios que son patrocinados por
la UPAO y sean conducidos por algin docente o investigador de las Facultades, Escuela de
Posgrado, Centros de Investigacion y Establecimiento de Salud administrados por la UPAO

Que en el presente caso, después de la evaluacion del expediente presentado por el
alumno, el Comité Considera que el mencionado proyecto no contraviene las disposiciones del
mencionado Reglamento de Bioética, por tal motivo es procedente su aprobacion.

Estando a las razones expuestas y de conformidad con el Reglamento de Bioética de
Investigacion:

PRIMERO: APROBAR el proyecto de investigacion “EFICACIA ANTIBACTERIANA IN VITRO DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE PLANTAGO MAJOR AL 50% SOBRE ESCHERICHIA COLI
ENTEROPATOGENA”.

SEGUNDQO: dar cuenta al Vice Rectorado de Investigacion.

Registrese, Comuniquese y Archivese.

Dr. José Gonzélez Cab

Secretario
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ANEXO 6

ESCALA DURAFFOURD

Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50% sobre

Escherichia coli enteropatgena a través a través de Escala de Duraffourd

Escala de Duraffourd Extracto etanolico de plantago Control
major al 50%

n.° % n.° %
Nula (-) 0 0.0 0 0.0
Sensible (+) 3 20.0 0 0.0
Muy sensible(++) 12 80.0 0 0.0
Sumamente sensible( 0 0.0 15 100.0
+++)
Total 15 100.0 15 100.0
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ANEXO 7
HOJA RECOLECCION DE DATOS
Eficacia antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Plantago major al 50%
sobre Escherichia coli enteropatégena

Halo de inhibicion Extracto etanélico Control
(mm) de Plantago major Ciprofloxacino 5ug
al 50%0

Halo 1

Halo 2

Halo 3

Halo 4

Halo 5

Halo 6

Halo 7

Halo 8

Halo 9

Halo 10

Halo 11

Halo 12

Halo 13

Halo 14

Halo 15

Fecha
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ANEXO 8
RECOLECCION DE DATOS
Concentracion minima inhibitoria in vitro del extracto etandlico de Plantago

major al 50% sobre Escherichia coli enteropatégeno

UNIDADES Extracto etandlico Control
FORMADORAS DE de Plantago major Ciprofloxacino 5ug
COLONIAS al 50%
(UFC/ml)

m1

m 2

m 3

m 4

mb5

m 6

m7

m 8

m9

m 10

m 11

m 12

m 13

m 14

m 15

Fecha
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ANEXO 9
FOTOGRAFIAS

Preparacion del extracto etandlico de Plantago major (llantén)

Obtencion del llantén y Lavado de las hojas de
seleccion de hojas [lantén

Secado de hojas de llantén

B

Molienda de las hojas secas de
[lantén

37



Pasar por tamiz 0.75 para Mezcla del producto seco
obtener el polvo de las hojas con alcohol, parala

maceracion

Filtracion del producto macerado, Obtencion del extracto
etandlico de Plantago
major (llantén) al 50%

através de papel filtro
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Activacion y Crecimiento de
colonias bacterianas en agar
M-H + TSI

N

Esterilizacion de material

Preparacion de los discos y Colocacion de placas Petri con
embeber con extracto discos embebidos en estufa
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Siembra de la bacteria en
medio cultivo agar Muller
Hinton

Preparacion del inéculo en
tubos y comparacion visual
segun el estandar de Mac
Farland

Colocacién de discos de extracto+ Inoculacion de la bacteria +

disco de ciprofloxacino, para luego extracto etandlico en tubos

llevar a la incubadora
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Resultados del extracto
etandlico Plantago majory

Tubos y placas se llevan a incubadora control (ciprofloxacino)

CMI: no se evidencia

Formacion de halos

de inhibicién (muy creC|m|ento.baf:ter|a.no de
sensibles) Escherichia coli

enteropatdgena

41



