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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto in-vitro del extracto acuoso de Allium sativum -
“ajo” sobre cultivos de bacterias patégenas productores de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE). Material y métodos: Estudio cuantitativo con
enfoque experimental. La poblacién estuvo conformada por cepas E. coli, K.
pneumoniae y P. aeruginosa BLEE proporcionadas por el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad San Martin de Porres. El extracto acuoso fue
obtenido del Allium sativum, identificada por bidlogo botanico; se prepararon
concentraciones al 25%, 50%, 75% y 100% conservandose en viales oscuros
hasta su posterior uso. La determinacion del efecto in-vitro, se da mediante el
promedio del diametro de los halos de inhibicibn por cada patdgeno en
estudio. Para el analisis estadistico se emple6 el programa SPSS version 23
y Megastat 2007, considerando un valor p<0.05. Resultados: el extracto
acuoso de A. sativum presenta efecto inhibitorio al 100% de concentracion
para Escherichia coli control 19,4 mm y BLEE 22,6 mm; Klebsiella
pneumoniae control 26.9 mm y BLEE 24.2 mm. Conclusiones: El extracto
acuoso de A. sativum present6 actividad inhibitoria sobre cultivos de E. coli y
K. pneumoniae BLEE, dependiendo de la concentracién utilizada.

Palabras clave: B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), Allium sativum,
ajo, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa

(Fuente: DeCS-BIREME).

ABSTRACT



Objective: To evaluate the in vitro effect of the aqueous extract of Allium
sativum - "garlic" on cultures of bacterial pathogens producing extended
spectrum B-lactamases (ESBL). Material and methods: Quantitative study
with experimental approach. The population consisted of strains E. coli, K.
pneumoniae and P. aeruginosa BLEE provided by the Laboratory of
Microbiology of the University San Martin de Porres. The aqueous extract was
obtained from Allium sativum, identified by botanical biologist; Concentrations
were prepared at 25%, 50%, 75% and 100% being stored in dark vials until
their subsequent use. The determination of the in-vitro effect is given by the
average diameter of the inhibition halos for each pathogen under study. For
the statistical analysis, the SPSS version 23 and Megastat 2007 programs
were used, considering a value of p <0.05. Results: the aqueous extract of A.
sativum shows inhibitory effect at 100% concentration for Escherichia coli
control 19.4 mm and BLEE 22.6 mm; Klebsiella pneumonae control 26.9 mm
and BLEE 24.2 mm. Conclusions: The aqueous extract of A. sativum
presented inhibitory activity on cultures of E. coli and K. pneumoniae BLEE,
depending on the concentration used.

Key words: Extended-spectrum B-lactamases (ESBL), Allium sativum, garlic,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa

(Source: DeCS-BIREME)
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I.  INTRODUCCION

La resistencia antibacteriana es un problema de salud publica mundial, que
provoca aumento del fracaso terapéutico, incremento de la morbilidad y
mortalidad, por lo tanto incrementa los costos de salud; en especial, en los
paises en desarrollado (1-4). Dentro de este grupo de bacterias resistentes,
se encuentras las productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
que fenotipicamente se caracterizan por dar resistencia a penicilinas y
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, y aztreonam;
excepto los carbapenems y las cefamicinas. Pueden ser inhibidas por el 4cido
clavulamico u otros inhibidores de B-lactamasas (5-10). Estas enzimas BLEE
son producidas por bacilos Gram negativos siendo las principales las
Enterobacterias, entre ellas Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, también
se puede encontrar en Pseudomonas aeruginosa (5,7). La hiperproduccion
cromosomal de B-lactamasas, produccién de B -lactamasas de espectro
extendido, o en combinacion, son causa importante del incremento de
morbilidad y mortalidad no solo intrahospitalarias sino también comunitaria
como E. coli-BLEE, donde estudios muestran que mas del 50% de E. coli-
BLEE son de origen comunitario (1-4,11,12).

Cepas K. pneumoniae-BLEE en América Latina 45%, Region del Pacifico Este
25%, Europa 20%, Estados Unidos y Canada entre 3-4%.(13) En Europa la
prevalencia de E. coli-BLEE fue de 4.3% entre las cepas de E. coli. (3) En
Lima se notifica E. coli-BLEE 2,9% y K. pneumoniae-BLEE 44,4% de dos
hospitales (4); en Truijillo, en gineco-obstetricia y cirugia se encontr6 3,6% de
E. coli-BLEE y; en Cajamarca en servicio de neonatologia se reportd 21% de

aislamientos para P. aeruginosa de ellos, el 10% fueron BLEE. (14) En



Chiclayo en el 2013, cultivos positivos para E. coli-BLEE 61% y K.
pneumoniae-BLEE 39% (15) y en el 2014, el 67,3% de E. coli, fueron BLEE
(+) y el 71,7% de K. pneumoniae fueron BLEE (+) (16).

Shayan S et-al realizaron la evaluacién de la actividad antibacteriana del
extracto alcoholico del ajo contra E. coli AmpC y BLEE en el 2014. Por el
meétodo de difusion en disco, obteniéndose eficacia contra la produccion de
AmpC aislados de E. coli. (17). Wali I, Awad A. evaluaron la actividad in vitro
de extracto etanolico del ajo contra aislamientos urinarios de E. coli en el 2014,
por el método de tablero de ajedrez. El ajo mostrd un efecto inhibidor sobre E.
coli productores BLEE a diferentes concentraciones. (18)

Los productos obtenidos de las plantas medicinales, se encuentran con
menos efectos secundarios comparados con los antibidticos comerciales y es
por eso que se utilizan como alternativa para el tratamiento de diversas
infecciones. (19,20) En el uso de Allium sativum, los cientificos han publicado
mas de 2000 trabajos sobre todo en el &mbito terapéutico, que presentan
caracteristicas desde, aplicacion culinaria hasta sus efectos en la medicina
natural (dietéticas y medicinales) como: accion antioxidante, hipolipemiante,
antiinflamatoria, antiterogenica, anticancerigeno, hipotensora y
antimicrobiana. Los componentes biolégicos activos son innumerables, se han
identificado aproximadamente unos 30 compuestos que benefician a la salud,
entre ellos los: No azufrados y Azufrados, donde se creen que residen sus
beneficios en salud (21-25).

Por lo expuesto, se evalud el efecto in-vitro del extracto acuoso de Allium
sativum - “ajo” sobre cultivos de bacterias patdégenas productores de [-

lactamasas de espectro extendido (BLEE).



MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo es un estudio cuantitativo con un enfoque pre-
experimental. La poblacion estuvo compuesta por cepas Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa todas productoras de [3-
lactamasas de espectro extendido (BLEE). La muestra fue representada por,
tres cepas BLEE y un control no BLEE de cada especie patdgena, todas
expuestas a diferentes concentraciones de extracto acuoso de Allium sativum

— “ajo” cultivadas en placas Petri con un numero de repeticiones calculada

2
mediante formula estadistica (26): n = 2 [@] , €lo: 1, Za: 1,96, Zg: 0,842,

n: nimero de repeticiones fue de 16 para cada variable.

Confirmacion de las cepas BLEE

Las cepas fueron donadas por el area de laboratorios de microbiologia de la
Universidad San Martin de Porres. Para la confirmacion se usoO el test
confirmatorio de presencia de B-lactamasas de espectro extendido segun el
comité de Antibiograma de la sociedad francesa de Microbiologia (27). El test
requirio el uso de discos de Amoxicilina/Acido Clavulanico (20/10 pg),
Ceftazidima (30 ug) y/o Cefotaxima (30 pg) y/o Aztreonam (30 pg) y/o
Ceftriaxona, con los que se realiz6 prueba de disco difusion sin ninguna
variante. A partir de un cultivo de 18 a 24 horas, se hizo una suspension
bacteriana, ajustada al tubo N° 0.5 de McFarland, gue tenia una suspension
de 1 a 2 x 108 UFC/ml, de la cual se sembré 20 pL en una placa Petri de
Miller Hinton. Luego se colocaron discos con carga estandar de 30 ug de
cefotaxima, ceftazidima, cefuroxima y aztreonam, dispuestos a una distancia
de 25-30 mm del disco de Amoxicilna/Acido clavulamico (20/10 pg), colocado

en el centro de la placa (de prueba). En otra placa (control) también se colocé



discos de cefotaxima, ceftazidima, cefuroxime y aztreonam, con las mismas
cargas estandar, pero sin el disco de Amoxicilna/Acido clavulamico. Ambas
placas se incubaron a 35°C durante 16 a 20 horas, luego se procedio a medir
los halos de inhibicion comparando la placa de prueba con la placa control.
Se consideré como cultivo productor de B-lactamasas de espectro extendido
a aquel que en la placa de prueba presento aumento en el diametro del halo
de inhibicion mayor o igual a 5 mm, en alguna de las cefalosporinas o del
aztreonam con relacion a la placa control.

Mantenimiento de las cepas patdgenas

El Mantenimiento de cepas BLEE se llevo acabo segun Instituto Nacional de
Salud en el manual de normas técnicas N° 30 (28). Todas las cepas fueron
conservadas en agar tripticasa soya y conservadas a 4°C-8°C. En la
recuperacion de las cepas se us6 caldo tripticasa soya, incubadas a 35-37°C
durante 18-24 horas.

Preparacion de las diferentes concentraciones del extracto acuoso de
Allium sativum - “ajo”

Los especimenes de ajo, se obtuvieron de manera comercial. Se identificé y
confirmo la especie de Allium sativum - “ajo” por bidlogo botanico (anexo
N°01),

Se obtuvo el extracto acuoso por el método descrito de Garcia y Herrera en
el 2007. (29) que consistid en pelar y lavar los bulbos de Allium sativum con
agua destilada, seguido de una desinfeccion utilizando hipoclorito de sodio a
una concentracion de 200 ppm durante 5 minutos, posteriormente se realizo
un enjuague de los bulbos en suficiente agua destilada estéril, para retirar el

hipoclorito residual, seguido se procedié a realizar un triturado (200 g),



utilizando para ello una licuadora, con recipientes de vidrio estériles y oscuros,
este contenido se filtré dos veces: primero a través de gasas plegadas, varias
veces, para retirar los residuos mas groseros y segundo se empled papel
Whatman N° 41, esto Ultima se repitid tres veces. El extracto final estéril es
considerado como la concentracion de 100 % y se conservo en viales oscuros
de 2 ml a 4 °C durante 72 horas hasta su posterior uso. La preparacion del
extracto de ajo al 100% se sembrd en agar nutritivo con una incubacién de
37°C, para comprobar la esterilidad del extracto.

Se estandariza las concentraciones a 25%, 50%, 75% a partir de extracto del
100%, con agua destilada estéril. Todas las soluciones se colocaron en viales
estéril, y conservadas a 4°C para evitar el crecimiento de otras bacterias que
pudieran influir en los resultados.

Evaluacion del efecto in vitro de bacterias productoras de B-lactamasas
de espectro extendido

Mediante el método de dilucién en pozo descrito por Torres (30) usando agar
Midller Hinton. En 25 ml de agar Milller Hinton fluido (45°C) se inocul6 1 ml
de suspensioén de inoculo (tubo 0.5 de la escala de Mc Farland) de cultivo de
24 horas de las cepas, luego se homogenizo y se sirvieron en placas. Después
de solidificado el agar se hizo pocillos de 5 mm de diametro con ayuda de un
sacabocados estéril en los cuales se coloco 30 pl del extracto acuoso de
Allium sativum (ajo) de las diferentes concentraciones (0%, 25%, 50%, 75% y
100%). Las placas se incubaron a 37° C por 18 - 24 horas. Cumplido el tiempo
se observo halos de inhibicion producidos por la actividad del extracto acuoso.

Para cada cepa se realiz6 16 repeticiones.



La actividad antibacteriana se cuantificO a través de las medidas de los
diametros de los halos de inhibicion del crecimiento de las cepas indicadoras
BLEE con sus respectivos controles de cepas no BLEE, dichas medidas se
expresaron en milimetros (mm).

Concentracion minima inhibitoria (CMI)

Se empled el método descrito por el Instituto Nacional de Salud en el manual
de normas técnicas N° 30 (28), se obtuvo una solucién madre del extracto
acuoso de Allium sativum (Ajo).

Concentracion minima bactericida (CMB)

Se empled el método descrito por Abadie (31). Los pasos realizados fueron:
de los tubos sembrados en la concentracién minima inhibitoria (CMI), se tomé
los tubos sin crecimiento, no el de control de esterilidad. Se depositaron 100yl
(0.1ml) de cada tubo sobre Agar Mueller Hinton y extendidos con una asa
bacteriol6gica en toda la superficie del agar en tres direcciones. De esta forma
se diluye la concentracion del antimicrobiano vehiculado, se neutraliza su
efecto y se favorece el recuento. Incubaron a 37°C y se procedi6 a la lectura
después de las 24horas.

Técnicas para el procesamiento de la informacion

Para el analisis estadistico se empleo el programa estadistico SPSS version
23, usandose la prueba de Shapiro-Wilk para el andlisis de normalidad, con
ello se decidio el uso de pruebas no paramétricas. Para la valoracion de los
promedio de los halos de inhibicion se llevd a cabo en MegaStat 2007 con el
Test de Kruskal-Wallis con un nivel de confianza de 95% vy el nivel de

significancia estadistica es de p<0.05.



RESULTADOS

El extracto acuoso de Allium sativum “ajo” se demostré en 16 repeticiones por
cepa bacteriana, que presenta efecto inhibitorio no solo en patdégenos
silvestres que se le considera control, sino también en cepas productoras de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) como es el caso de Escherichia
coli — BLEE con un halo de inhibicion de 13 mm al 25% (180mg/ml) y 22,6
mm al 100%(720mg/ml), para el caso de Klebsiella pneumoniae se presenta
halos de inhibicion 15,4 mm al 25% (180mg/ml) de y 24,2 mm al 100%
(720mg/ml). Este efecto inhibitorio no se observa en cepas de Pseudomona
aeruginosa tanto en cepas BLEE como en su control.

A través de la prueba de Kruskall-Wallis, quien nos permite compara de 3 a
mas variables, se demuestra que hay diferencia del efecto inhibitorio in-vitro
entre las diferentes concentraciones del extracto acuoso de Allium sativum
sobre las bacterias E. coli y K. pneumoniae tanto en las control como las BLEE
(tabla 1 y tabla 2)

Tabla 1. Promedio de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso de
Allium sativum - “ajo” a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre
cultivos in-vitro de Escherichia coli productoras de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE).

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ACUOSO ALLIUM SATIVUM "AJO"
- HALOS DE INHIBICION (mm)

CONCENTRACION 5% 50% s 100% p
mm o mm ol Mm [0} mm o

Escherichia coli - Control 11,6 mm 05 13,6 mm 0.5 156mm 0.5 19.4mm 0.6 <0,05

Escherichia coli - C1 121mm 0.3 14,6 mm 05 17,4mm 05 223mm 0.4 <0,05

Escherichia coli - C2 123mm 0.4 157mm 0.7 18,4mm 0.5 22,1mm 0.6 <0,05

Escherichia coli - C3 145mm 05 16,4mm 0.5 19,6 mm 05 234mm 0.5 <0,05

C1, C2, C3 cepas BLEE; o =desviacion estandar; valor p calculado con la prueba de Kruskal-Wallis

En la tabla 1 nos muestra el promedio de todas las cepas usadas en la
investigacion donde se expresa que a mayor concentracion de extracto

acuoso de A. sativum, mayor sera el diametro de inhibicion, también nos



muestra que existe diferencia significativa entre el efecto in-vitro inhibitorio con

las diferentes concentraciones, dado que el valor de p<0,05.

Tabla 2. Promedio de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso de
Allium sativum - “ajo” a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre
cultivos in-vitro de Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas de

espectro extendido (BLEE).

CONCENTRACIONES DEL EXTRACTO ACUOSO ALLIUM SATIVUM "AJO" -
HALOS DE INHIBICION (mm)

CONCENTRACION 25% 50% 75% 100% p
mm o mm o mm o mm o
Klebsiella pneumoniae — Control ~ 18,1mm 0,8 20.6 mm 0,7 23.8mm 0,7 269mm 07 <0,05
Klebsiella pneumoniae - C1 11,0mm 0,0 13.6 mm 0,6 156 mm 0,6 19.6mm 0,7 <0,05
Klebsiella pneumoniae - C2 151 mm 0.9 18.4 mm 11 21.2mm 0.8 241mm 0.8 <0,05
Klebsiella pneumoniae - C3 13,1mm 0.9 15.7 mm 0.9 184mm 0.7 21.6mm 0.7 <0,05

C1, C2, C3 cepas BLEE; o =desviacion estandar; valor p calculado con la prueba de Kruskal-Wallis

En la tabla 2 nos muestra el promedio de todas las cepas usadas en la
investigacion donde se expresa que a mayor concentracion de extracto
acuoso de A. sativum, mayor sera el diametro de inhibicion, también nos
muestra que existe diferencia significativa entre el efecto in-vitro inhibitorio con

las diferentes concentraciones, dado que el valor de p<0.05.

Grafico 1. Comparacion de diametros inhibitorios en mm del extracto acuoso
de Allium sativum - “ajo” sobre cultivos in-vitro de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productoras de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y

sus cepas control a las concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%.
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El grafico 1 nos muestra que tanto las cepas BLEE como las cepas de control
de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae tienen funcion inhibitoria creciente
conforme se aumenta las concentraciones del extracto acuoso de Allium

sativum.

Tabla 3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del extracto acuoso de Allium sativum — “ajo” sobre cultivos
in-vitro de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de [-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) y sus cepas control.

ESCHERICHIA COLI KLEBSIELLA PNEUMONIAE
DETERMINANTES
Control BLEE Control BLEE
CMI 45 mg/ml 45 mg/ml 45 mg/ml 45 mg/ml
CMB 90 mg/mi 90 mg/ml 180 mg/ml 180 mg/ml

CMI: Concentracién Minima Inhibitoria
CMB: Concentracién Minima Bactericida



V.

DISCUSION

Los resultados mostrados en la investigacidon confirmar lo dicho por diversos
autores sobre el Allium sativum y su efecto antibacteriano, esto se basa en la
presencia de compuestos azufrados como la aliina que cuando al ser
liberados por la trituracion se transforma en alicina que es el componente
activo. (32)

Existen varios estudios controversiales con respecto al efecto inhibitorio, de
las bacterias usadas en el presente estudio, como es el caso de Moya J. et al
(21), que demuestran que el A. sativum inhibe a Pseudomona aeruginosa pero
no a Escherichia coli, en cambio Gaherwal S. et al (33), si demostraron que el
extracto de Allium sativum tanto el crudo como extracto de metanol
proporcionan una zona de inhibicion muy marcada para E. coli.

En los datos obtenidos se demostré que el extracto acuoso de A. sativum —
ajo no posee efecto inhibitorio sobre P. aeruginosa tanto para las productoras
de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) como las no productoras B-
lactamasas de espectro extendido (no BLEE) a diferencias de los resultados
obtenidos por Mercado P., donde el extracto de A. sativum presentd efecto
inhibitorio, lo cual cabe la posibilidad que por tratarse de un extracto con
solvente modifique su inhibicién, potenciando los componentes activos o
siendo este el que actué como inhibidor antibacteriano, también puede
teorizar de que por tratarse de cepas no patdogena no tenga resistencia a los
componentes del ajo; este efecto que posee el A. sativum sobre P. aeruginosa
también lo demuestra Jabeen A. pero el efecto es poco visible, que nos brinda
la posibilidad, que por el uso de cepas patogenas (silvestres) a diferencia de

otros estudios donde usan cepas estandar (ATCC) puede presentar algun

10



factor de resistencias dentro sus capas que reaccionarian con los
componentes activos del A. sativum alterando asi los resultados obtenidos
con respecto al poder inhibidor de extracto. (25,34)

En la investigacion se muestra el gran tamafo de halo de inhibicion a su
maxima concentracion de 100% de extracto acuoso de A. sativum en
comparacion con las otras concentraciones, con p<0,05 calculado con prueba
de Kruskal-Wallis, esto nos expresa que existe una diferencias significativa
entre las concentraciones, por lo tanto se puede expresar de que el efecto
inhibitorio depende de su concentracion y el mejor tratamiento tanto para las
Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) como las no productoras B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) es el 100%, también nos muestra que no importa
si E. coli y K. pneumoniae es BLEE o no igual el Allium sativum va a tener
efecto inhibitorio. En estos resultados se muestran el efecto inhibitorio, sobre
bacterias patdgenas silvestres no BLEE de E. coli y K. pneumoniae con halos
de inhibicion a concentracion de 100% de 194 mm y 26.9 mm
respectivamente, a diferencia de Saravana et al, en su estudio de efecto
inhibitorio de extracto acuoso y extracto de metanol de Allium sativum — ajo
contra Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae, en donde en su extracto
acuoso se presenta 6 mm para E. coli y 8 mm para K. pneumoniae, esto se
puede deber a que las bacterias usadas en su estudio que presentan
diferentes puntos de resistencia a diferencia de las cepa usada en esta
investigacion, lo cual impide que se reduzca su efecto inhibitorio. (35)

La E. coli BLEE muestra un efecto inhibitorio cuando se enfrenta con el

extracto acuoso de A. sativum — ajo, este efecto se ve en las investigaciones
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V.

realizadas por Shayan et al y Wali I, donde ellos usaron el extracto etanolico
de Allium sativum — ajo con lo cual inhibieron el crecimiento de sus cepas, por
lo tanto nos lleva a mencionar de que el solvente empleado que es el etanol,
no es considerado una variable interviniente en su estudio por lo que
demostramos en este estudio que no afecta sus componentes activos. (17,18)
Se observa que la Concentracion Minima Inhibitoria tanto para las cepas
control y las cepas BLEE de Escherichia coli es de 45 mg/ml, comparado con
el estudio realizado por Sanchez M. et al, donde se requiere al menos 12.5
mg/ml de ajo para su inhibicidn, se puede deber a que las bacterias usadas
en su investigacion son cepas control ATCC que no presentan resistencia
alguna, por lo tanto las bacterias patdgenas requeriran mas concentracion

para poder vencer su propia resistencia. (36)

CONCLUSIONES
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VI.

El extracto acuoso de Allium sativum - “ajo” presenta efecto in-vitro sobre
cultivos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae productores de -
lactamasas de espectro extendido (BLEE) al igual presentan las cepas control
no BLEE.

El efecto in-vitro sobre cultivos de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae
productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) depende las
concentraciones usadas, a mayo concentracion mayor efecto.

Se determiné la concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto acuoso de
Allium sativum - “ajo” sobre cultivos de Escherichia coli y Klebsiella
pneumoniae productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) es
de 45 mg/ml al igual que para su control.

La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto acuoso de Allium
sativum - “ajo” sobre cultivos de Escherichia coli productores de 3-lactamasas
de espectro extendido (BLEE) es de 90 mg/ml al igual que para su control.
La concentracion minima bactericida (CMB) del extracto acuoso de Allium
sativum - “ajo” sobre cultivos de Klebsiella pneumoniae productores de (-
lactamasas de espectro extendido (BLEE) es de 180 mg/ml al igual que para

su control.

RECOMENDACIONES
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El estudio lleva varias interrogantes una de ellas, es que el efecto obtenido es
in-vitro por lo que deberian investigarse en trabajos posteriores el efecto in-

Vivo.
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VIIl.  ANEXOS

CONSTANCIA

La que suscribe, Bi6logo - Botdnico con colegiatura CBP N2 7778,

HACE CONSTAR

Que la especie botdnica que tengo a la vista le corresponde el nombre
cientifico: Allium sativum L., especie conocida cominmente con el

nombre de “ajo”.

Se expide la presente como constancia a solicitud del interesado para los

fines que estime conveniente.

Chiclayo, 19 setiembre 2016.

MSc.A fa flatas Cancino
Bidlogo - Botanico
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ORGANIGRAMA DEL DISENO EXPERIMENTAL DEL EXTRACTO

ACUOSO DE ALLIUM SATIVUM - “AJO” CON EFECTO IN VITRO
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