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RESUMEN

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica que amenaza la eficacia de los
tratamientos y aumenta la morbilidad y mortalidad asociada a las infecciones, el uso de plantas
medicinales, como el extracto de Equisetum giganteum L-, proporciona una fuente potencial de
compuestos antimicrobianos efectivos, esta investigacion tuvo como objetivo determinar el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum giganteum L. sobre Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae mediante cepas ATCC. El extracto se obtuvo por
el método de percolacion, se utilizé un enfoque cuantitativo y aplicado, se llevaron a cabo pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana para medir la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y
Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto, se clasificé como estudio experimental
ya que implicé la manipulacion controlada de la variable independiente en este caso el extracto
de Equisetum giganteum L., sobre cepas bacterianas, posteriormente se realizé un analisis
estadistico ANOVA para evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de extracto sobre las
cepas mencionadas. Los resultados revelaron que las muestras del extracto tuvieron un contenido
promedio de cenizas totales de 11,36% y una humedad de 5,022%, el tamizaje fitoquimico mostré
la presencia de compuestos fenolicos como flavonoides, cumarinas, alcaloides y triterpenos, la
mayoria de las fracciones demostraron significativa actividad antimicrobiana, siendo 750 mg/ml
la concentracion mas potente, la prueba de Kirby-Bauer indicd sensibilidad, mostrando una
actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. contra las cepas
Gram positivas y Gram negativas, el analisis ANOVA demostré que la eficacia del extracto varié
dependiendo la concentracion, mostrando halos de inhibicién de 3000 mg/ml y 1500 mg/ml en
las concentraciones altas. Se concluy6 que las dosis bajas no podrian ser suficientes para inhibir
el crecimiento bacteriano, y se sugiri6 que Equisetum giganteum L. tiene un potencial

considerable como agente antimicrobiano en condiciones especificas de concentracion.

Palabras clave: <FITOTERAPIA>, <ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA>, <EQUISETUM
GIGANTEUM L>, <CEPAS ATCC>, <CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)>,
<CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB>, <METODO DE KIRBY-BAUER >.
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to focus on antimicrobial resistance which is a
public health problem that threatens the effectiveness of treatments and increases morbidity and
mortality associated with infections, the use of medicinal plants, such as Equisetum giganteum L-
extract, provides a potential source of effective antimicrobial compounds, this research aimed to
determine the in vitro antimicrobial effect of Equisetum giganteum L- extract on Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis and Klebsiella pneumoniae using ATCC strains. The extract
was obtained by the percolation method, a quantitative and applied approach was used,
antimicrobial susceptibility tests were carried out to measure the Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal Concentration (MBC) of the extract, it was
classified as an experimental study since it involved the controlled manipulation of the
independent variable in this case the extract of Equisetum giganteum L., on bacterial strains,
subsequently an ANOVA statistical analysis was performed to evaluate the effect of the different
concentrations of extract on the mentioned strains. The results revealed that the extract samples
had an average total ash content of 11.36% and a moisture content of 5.022%, the phytochemical
screening showed the presence of phenolic compounds such as flavonoids, coumarins, alkaloids
and triterpenes, most of the fractions showed significant antimicrobial activity, being 750 mg/ml
the most potent concentration, the Kirby-Bauer test indicated sensitivity, showing antimicrobial
activity of the hydroalcoholic extract of Equisetum giganteum L. against Gram-positive and
Gram-negative strains, ANOVA analysis showed that the efficacy of the extract varied depending
on the concentration, showing inhibition halos of 3000 mg/ml and 1500 mg/ml at high
concentrations. It was concluded that low doses could not be sufficient to inhibit bacterial growth,
and it was suggested that Equisetum giganteum L. has considerable potential as an antimicrobial

agent under specific concentration conditions.

Keywords: <PHYTOTHERAPY>, <ANTIMICROBIAL ACTIVITY> <EQUISETUM
GIGANTEUM L>, <CEPAS ATCC>, <MINIMUM INHIBITORY CONCENTRATION(MIC)>,
<MINIMUM BACTERICIDE CONCENTRATION (MBC)>, <KIRBY-BAUER METHOD>.

Mgs’ Evelyn Carolina Macias Silva
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INTRODUCCION

Las plantas medicinales se utilizan con fines terapéuticos desde hace mucho tiempo debido a su
rigueza en principios activos, pero su uso, al igual que el de los medicamentos, debe realizarse
con precaucion ya que, al igual que tienen propiedades farmacoldgicas, también pueden ser

toxicas dependiendo la concentracidn (Caceres, 2018).

Equisetum giganteum L. (cola de caballo) es un helecho perenne de la familia Equisetaceae. Tiene
un tallo fértil amarillento no fotosintético, que produce esporas. Las ramificaciones estériles es el
producto medicinal de la planta (Equiseti herba) mencionado en la Farmacopea Europea. La cola
de caballo es una planta que crece y se propaga facilmente cuando se planta en campo abierto,
especialmente en pastos, suelos humedos y pantanosos (Medina, 2016). LOS compuestos
fitoquimicos méas conocidos de Equisetum giganteum L. son flavonoides, acidos fendlicos,
alcaloides, fitoesteroles, taninos y triterpenoides. Varios estudios han descrito diferentes efectos
bioldgicos del extracto de E. giganteum L. o té con extracto natural, como propiedades

antioxidantes, antiinflamatorias, antibacterianas y antifungicas (Swaminathan, y otros, 2013).

La especie mas estudiada es E. arvense, pero E. giganteum L., también tiene una larga historia
de uso como planta medicinal tradicional para curar numerosas enfermedades. Se han informado
efectos similares junto con la actividad antioxidante y antimicrobiana por lo tanto, se puede
esperar que E. giganteum sirva como una rica fuente de compuestos bioldgicamente activos. Los
usos terapéuticos del Equisetum giganteum L. son utilizados por varios grupos étnicos en todo el
mundo que han generado validaciones farmacol6gicas por parte de varios investigadores, la
mayoria de las cuales se basan en informacion de primera mano obtenida de la poblacion local,

asi como en la literatura disponible (Alves, 2015)).

Generalmente se estudian en forma de aceites esenciales y extractos, ambos ricos en sustancias
activas. La extraccion debe realizarse con disolventes de baja toxicidad y puede ser en frio o en
caliente (Phytochemistry and Pharmacology of the Genus Equisetum (Equisetaceae): A Narrative Review of the
Species with Therapeutic Potential for Kidney Diseases., 2021). La base de aplicacion de los extractos de
plantas en la conservacién de alimentos, productos farmacéuticos y cosméticos son sus
propiedades funcionales como la actividad antimicrobiana y antioxidante, que se debe a una
variedad de compuestos biolégicamente activos que se estudid6 mediante un analisis
cromatografico y tamizaje fitoquimico utilizando diferentes ensayos para evaluar el contenido de
taninos, flavonoides alcaloides, terpenos que son los responsables de las propiedades

farmacoldgicas de la cola de caballo (Tamizaje fitoquimico, fenoles totales y actividad antioxidante de citrus

aurantium., 2022).



Para verificar la actividad antimicrobiana del extracto, fue necesario realizar pruebas de
sensibilidad. Entre estas pruebas, las mas citadas son la prueba de difusion en disco, la prueba de
concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y prueba de concentracién minima bactericida (CMB)
todas estas recomendadas por el Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (antiguo
National Committee for Clinical Laboratory Standards - NCCLS) (CLSI, 2014), que requiere un
microorganismo con una cepa reconocida, es decir, American Type Culture Collection, o

simplemente ATCC (Sood, y otros, 2008).

Al igual que las plantas, los microorganismos también presentan una gran variedad de géneros y
especies, clasificados como Gram positivos, como el Enterococcus faecalis 0 Gram negativos,
como Klebsiella pneumoniae y Pseudomona  aeruginosa. Estos  microorganismos  son
oportunistas, que suelen aparecer en individuos con baja inmunidad, y son mas frecuentes en las
infecciones hospitalarias, ademas pueden mutar o transferir genes y en consecuencia, volverse
resistentes a los farmacos antimicrobianos, lo que dificulta el tratamiento terapéutico, razén por
la cual es tan importante descubrir nuevos productos farmacoterapéuticos, ya sean sintéticos o

naturales (Farifias, y otros, 2007).

Varios estudios han demostrado que los polifenoles de las plantas pueden ser una alternativa a los
antibidticos contra patégenos microbianos. A partir de estos resultados obtenidos previamente, el
objetivo de esta investigacion fue probar el extracto de Equisetum giganteum L. por su actividad
antimicrobiana y por propiedades antiinflamatorias y antioxidantes contra las cepas ATCC de
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae. La planta utilizada
proviene de areas no contaminadas del sector La Florida, ubicado en la parrogquia San Miguel de
Conchay, distrito de Lim6n Indanza, el momento de la cosecha fue en el mes de noviembre. Para
tener una mejor vision del efecto del extracto se optd por utilizar cepas Gram positivas, Gram
negativas mediante la prueba de difusion en disco, concentracién inhibitoria minima (CMI) y

concentracion minima bactericida (CMB).



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

El uso de plantas medicinales como fuente de compuestos antimicrobianos se ha convertido en
un tema de interés en la busqueda de sustitutos para eliminar bacterias patdégenas resistentes a los
agentes antimicrobianos convencionales. Debido al aumento de la resistencia a los
antimicrobianos, el uso de plantas medicinales con propiedades antibactericidas se ha convertido
en uno de los nuevos tratamientos para las infecciones bacterianas. En este contexto, el extracto
Equisetum giganteum L., también conocido como cola de caballo, se considera una opcion

prometedora debido a sus potenciales efectos antibiéticos- (Rios, y otros, 2005).

La resistencia antimicrobiana es un problema de salud publica que amenaza la eficacia de los
tratamientos y aumenta la morbilidad y mortalidad asociada a las infecciones (Algarate, S., et al.,
2020). En este contexto, el uso de plantas medicinales, como el extracto de Equisetum giganteum
L., proporciona una fuente potencial de compuestos antimicrobianos efectivos, por consiguiente,
es fundamental realizar estudios cientificos que evalten el efecto antimicrobiano de este extracto
sobre cepas especificas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella

pneumoniae, brindando informacidn relevante para el desarrollo de nuevas terapias.

A nivel Nacional, sl extracto de la (Cola de caballo) ha sido propuesto como un posible agente
antimicrobiano, razon la cual es importante investigar y evaluar el potencial antibactericidas del
extracto de Equisetum giganteum L, especialmente frente a las cepas ATCC de Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae, estas bacterias representan
importantes patdgenos asociados a infecciones hospitalarias y presentan altos niveles de
resistencia a los antibactericidas convencionales (Costa, J., et al., 2020). La identificacién de nuevas
opciones terapéuticas basadas en plantas medicinales podria tener un impacto significativo en el

manejo de estas infecciones y contribuir a la lucha contra la resistencia antibacteriana (CLSI , 2018).

En este entorno es relevante llevar a cabo investigaciones cientificas que permitan evaluar la
actividad antimicrobiana del extracto de Equisetum giganteum L. a nivel de las cepas especificas
mencionadas, por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo determinar el efecto
antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum giganteum L, sobre el crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae utilizando cepas

ATCC. La realizacion de este estudio experimental permitira evaluar de manera sistematica y
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cientifica las propiedades antimicrobianas del extracto de Equisetum giganteum L.,
proporcionando informacién relevante sobre su potencial uso como agente terapéutico frente a

las bacterias objeto de estudio.

1.2. Limitaciones y delimitaciones

1.2.1. Limitaciones

Limitacion de cultivo in vitro: Dado que este estudio se lleva a cabo en un entorno de laboratorio
"in vitro," es posible que los resultados obtenidos no se traduzcan directamente a la eficacia real
en un organismo vivo. La respuesta de los microorganismos a los extractos naturales puede diferir

en condiciones mas complejas, como un sistema biolégico.

Variabilidad de cepas: Aunque las cepas ATCC son estandar, puede haber diferencias genéticas
entre ellas y las cepas clinicas de las mismas bacterias. Esto podria influir en la respuesta

antimicrobiana y limitar la generalizacién de los resultados a situaciones clinicas reales-

Condiciones de laboratorio: La configuracion de las pruebas en un laboratorio puede no
representar completamente las condiciones naturales- Factores como la temperatura, el pH y la

presion pueden variar, lo que podria afectar la actividad antimicrobiana del extracto-

1.2.2. Delimitaciones

Esta investigacion se la realizard en el laboratorio de microbiologia clinica de la Facultad de

ciencias en el periodo octubre 2023- marzo 2024.

1.3. Problema General de la Investigacion

¢Cudl es el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum giganteum L. (Cola de
caballo) sobre el crecimiento de tres bacterias patogenas: Pseudomonas aeruginosa,

Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae?

Siendo estas bacterias muy conocidas por su capacidad de desarrollar resistencia a los
antibioticos, se plante6 la pregunta ¢El extracto E. giganteum puede ser portador de una cantidad

considerable de agentes antimicéticos efectivos?



1.4. Problemas Especificos de la Investigacion

¢ Cuél es la susceptibilidad antimicrobiana del extracto de Equisetum giganteum L. frente a las

cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae?

Esto implica determinar si el extracto tiene la capacidad de inhibir el crecimiento de estas

bacterias y, en caso afirmativo, en qué medida.

¢Podria la Concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion Minima Bactericida
(CMB) del extracto de E. giganteum inhibir el crecimiento de las cepas mencionadas?

Se busca establecer la concentracion minima del extracto necesaria para prevenir el crecimiento

de las bacterias y la concentracion minima que resulta en la muerte bacteriana.

¢Existe diferencias significativas en los efectos antimicrobianos del extracto de Equisetum

giganteum L. entre las tres cepas estudiadas?

Este analisis permitira determinar si el extracto afecta de manera similar o diferente a cada una

de las bacterias y si existen diferencias estadisticamente significativas.

15. Obijetivos de la investigacion

1.5.1.  Objetivo general

Determinar el efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum giganteum L. (Cola de

caballo) sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella

pneumoniae utilizando cepas ATCC.

1.5.2.  Objetivos especificos

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracién minima bactericida
(CMB) del extracto de Equisetum giganteum frente a las cepas ATCC de Pseudomonas

aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae.

o Establecer la susceptibilidad antimicrobiana del extracto de Equisetum giganteum L. para

cada cepa mediante el método Kirby-Bauer.



o Mostrar la relevancia de las propiedades antimicrobianas del Equisetum giganteum L.
mediante el andlisis de varianza ANOVA comparando las diferencias en las tres cepas
estudiadas.

1.6. Justificacion

Diversos estudios han demostrado que muchas plantas poseen compuestos bioactivos con
actividad antimicrobiana, que pueden actuar inhibiendo el crecimiento bacteriano y combatiendo
las infecciones- En particular, el Equisetum giganteum L. ha sido objeto de interés debido a sus
posibles propiedades antimicrobianas, que pueden ser atribuidas a los fitoquimicos presentes en
SuU composicion (Organizacién Mundial de la Salud, 2014). Estos compuestos podrian interferir con los
procesos vitales de las bacterias, lo que justifica la necesidad de evaluar su actividad frente a cepas

especificas como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae.

Ademas, la identificacion de compuestos antimicrobianos efectivos derivados de plantas
medicinales como el Equisetum giganteum L. podria tener un impacto significativo en la atencién
médica y contribuir a la lucha contra la resistencia antimicrobiana (Huayta y Calsin, 2017). También,
este estudio podria proporcionar informacion Gtil para el desarrollo de nuevos medicamentos o
formulaciones basadas en extractos de plantas, ofreciendo opciones terapéuticas mas seguras y

potencialmente mas accesibles.

1.7. Hipdtesis

Hipdtesis nula (HO): El extracto de Equisetum giganteum L. no tiene efecto antimicrobiano in
vitro sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella

pneumoniae utilizando cepas ATCC.

Hipotesis alternativa (H1): Existe efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum
giganteum L. sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y

Klebsiella pneumoniae utilizando cepas ATCC.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

Las infecciones bacterianas representan un desafio significativo para la salud publica, y la
creciente prevalencia de cepas bacterianas resistentes a los antibi6ticos convencionales ha
generado la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas. En este contexto, las plantas
medicinales han sido ampliamente investigadas por su potencial actividad antimicrobiana.
Existen un sinnimero de plantas medicinales que han despertado el interés farmacolégico entre
ellas se encuentra el Equisetum giganteum L., 0 mas conocida con su nombre comin de Cola de
caballo, se han realizado estudios previos que han sefialado la presencia de compuestos fenolicos,
como flavonoides, cumarinas, saponinas, a los cuales se les pude atribuir la actividad

antimicrobiana (Chavez, y otros, 2021). A continuacidn, se detalla los estudios mas relevantes:

En el estudio de Queiroz, Geisiany; Politi, Flavio; Rodrigues, Edvanio; Souza, Tatiana; Souza,
Raquel; Cardoso, Cassia; Santos, Lourdes; Pietro, Rosemeire, titulada ‘“Phytochemical
Characterization, Antimicrobial Activity, and Antioxidant Potential of Equisetum hyemale L.
(Equisetaceae) Extracts”., en el que se evalud la actividad antimicrobiana del extracto de
Equisetum hyemale frente a varias cepas bacterianas, incluyendo Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae. El objetivo principal de este estudio fue evaluar
las habilidades antioxidantes y antimicrobianas de Equisetum hyemale mediante un analisis
fitoguimico caracterizando los extractos etan6licos y metandlicos del 70% de E. hyemale a través
de un andlisis espectrofotométricos y cromatografia liquida de alta resolucion utilizando un
detector amperomeétrico de pulso (HPAEC-PAD). La actividad de eliminacion de radicales libres
fue aproximadamente del 30%, y se demostré una mayor actividad antifingica contra hongos
dermatofitos, con una concentracion inhibitoria minima y una concentracion fungicida minima
de 0.62 mg/mL para Trichophyton rubrum y Microsporum canis. Debido a su actividad
antifungica y accion antioxidante, que estan relacionadas con pequefias variaciones en su
composicidn fitoquimica, los extractos presentan un gran potencial para aplicaciones terapéuticas
0 el desarrollo de productos (Phytochemical Characterization, Antimicrobial Activity, and Antioxidant Potential

of Equisetum hyemale L. (Equisetaceae) Extracts, 2015).

La investigacion realizada por Rafacla Alves da Silva Alavarce “Fitoterapico Equisetum

giganteum e estomatite protética: estudo da a¢do antimicrobiana, antiaderente e anti-inflamatéria

contra Candida albicans, e potencial citotdxico sobre células epiteliais do palato humano, en esta
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investigacion se evalué el potencial antimicrobiano y antiinflamatorio del extracto de E.
giganteum L. sobre C. albicans, y evalud el potencial citotoxico del extracto sobre células
epiteliales en palatinas humanas. EI método para la preparacion del extracto se realiz6 a partir de
plantas frescas secadas a 40° C durante 48 h. La materia prima en polvo (1,3 kg) se extrajo con
EtOH/H.O (7:3 v/v) por percolacion a temperatura ambiente. Para este estudio se utilizaron
Staphylococcus aureus (ATCC 6536), Escherichia coli (0:124) y C. albicans (SC 5314). La
accion antimicrobiana in vitro se analizd por el método de micro dilucién en caldo. La
composicién quimica del extracto hidroetandlico del E. giganteum al 70% manifestd una notoria
presencia de compuestos fenolicos procedentes de los acidos cafeico y ferdlico y heterésidos,
flavonoides originarios de la quercetina y el kaempferol, ademéas de estirilpironas, el E.
giganteum, mostro una actividad antimicrobiana considerable contra los microorganismos
ensayados especialmente en las concentraciones altas. Adicionalmente se encontré que todas las
dosis del extracto probadas expusieron una actividad antiinflamatoria y no se encontrd
citotoxicidad en contacto con células humanas por lo que el extracto de E. giganteum puede
convertirse en una alternativa promisoria para el tratamiento topico y la prevencion de la

candidiasis oral y la estomatitis de la dentadura postiza (Alves, 2015).

El estudio efectuado por Thaise Boeing, Karyne Garcia, Tafarelo Moreno, Arquimedes
Gasparotto Junior, Luisa Mota da Silva, Priscila de Souza titulado “Phytochemistry and
Pharmacology of the Genus Equisetum (Equisetaceae): A Narrative Review of the Species with
Therapeutic Potential for Kidney Diseases” el objetivo de esta revision fue recopilar informes
cientificos sobre especies de Equisetum con propiedades farmacol6gicas relevantes y/o potencial
terapéutico para enfermedades renales, este estudio bibliografico demostré que el uso tradicional
mas extendido de Equisetum es como diurético, seguido del tratamiento de enfermedades
genitourinarias (enfermedades renales, uretritis, calculos renales y otras), inflamacion,
cicatrizacion de heridas, enfermedades reumaticas, prostatitis e hipertension. La especie mas
popular del género Equisetum con uso medicinal es E. arvense cuyo efecto diurético se confirmé
en modelos animales y ensayos clinicos. Se concluy6 que existen varias otras especies del género
Equisetum con uso medicinal y potencial terapéutico, mostrando diferentes acciones bioldgicas.
En cuanto a la composicion quimica, contiene muchos componentes activos, como alcaloides,
flavonoides, fenol, fitoesteroles, saponinas, esteroles, acido silicico, taninos, triterpenoides y

aceites volatiles, teniendo un gran potencial en el tratamiento de los trastornos renales

(Phytochemistry and Pharmacology of the Genus Equisetum (Equisetaceae): A Narrative Review of the Species with

Therapeutic Potential for Kidney Diseases., 2021).

En el estudio realizado por Lida Vanessa Hernandez Moreno; Ludy Cristina Pabon Baquero;

Patricia Herndndez Rodriguez, titulado: “Estudio fitoquimico y actividad antimicrobiana de
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plantas medicinales empleadas para el control de infecciones urinarias”; se tuvo como objetivo
realizar un analisis fitoquimico preliminar y evaluar la actividad antimicrobiana de doce extractos
etanolicos de plantas que se utilizan en la medicina tradicional colombiana para controlar las
infecciones urinarias (1U). Para realizar el estudio se recolectaron las especies Anthoxanthum
odoratum (grama), Urera caracasana (ortigon), Equisetum bogotenses (cola de caballo),
Parietaria officinalis (parietaria), Achyrocline bogotensis (vira vira), Kohleria hirsuta (caracola),
Taraxacum officinale (diente de ledn), Sedum praealtum (siempre viva), Portulaca oleracea
(verdolaga), Petroselinum sativum (perejil), la actividad antimicrobiana se evalué mediante
difusion en agar, micro dilucion en placa y bioautografia contra Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25923). En cada uno
de los tres métodos, se descubri6 que los extractos inhibieron S. aureus y P. aeruginosa, mientras
que E. coli no lo hizo. Se demostré mediante bioautografia utilizando reveladores especificos que
los esteroides, triterpenoides, fenoles y flavonoides podrian ser los metabolitos que causan la
actividad. El enfoque de este tipo de investigacion fue el aislamiento de principios activos Utiles

para la creacion de medicamentos para tratar la IU (Hernandez, y otros, 2021).

En el trabajo de titulacion realizado por Medina Bernal Milagros titulado: “Determinacion del
efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum Giganteum L. (Cola de caballo) sobre el
crecimiento de Staphylococus Aureus, Escherichia Coli y Candida Albicans. El estudio examiné
los efectos antimicrobianos in vitro de Equisetum giganteum L., sobre la propagacion de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. En la Universidad Catdlica de Santa
Maria de Arequipa — Per(, se realizaron extracciones mediante el método de percolacion, en esta
investigacion se manipulé tres componentes solubles: hexano (disolvente no polar), acetato de
etilo (disolvente polar aprético) y solvente hidroalcohdlico (disolvente prético). Para la
identificacion de los componentes secundarios del extracto hidroalcohdlico se utiliz6
cromatografia en capa fina (CCF), adicionalmente se realizaron pruebas antimicrobianas in vitro
como el método de dilucién en tubo para determinar las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) vy la siembra en agar para las concentraciones bactericidas minimas (CBM), en esta
investigacion contd con la manipulacion de doce cepas de cada especie. El extracto
hidroalcohdlico tuvo un alto rendimiento del 46.8%. Se descubrieron alcaloides, terpenos,
flavonoides y taninos como componentes secundarios. Los hallazgos demostraron que el extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. tiene una actividad antibacteriana mas fuerte contra
bacterias gram positivas como Staphylococcus aureus y Candida albicans. Se requirié una
concentracién mayor en bacterias gram negativas, como Escherichia coli, debido a su menor

sensibilidad. (Medina, 2016)

Existen varios estudios con antecedentes prometedores a nivel mundial, por lo tanto a nivel
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nacional es necesario profundizar en la evaluacién de la actividad antimicrobiana de Equisetum
giganteum frente a las cepas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella
pneumoniae, utilizando métodos estandarizados y determinando la CMI y CMB del extracto para
cada cepa. Ademas, es necesario realizar analisis estadisticos adecuados para determinar la

significancia de los resultados obtenidos.

2.2. Referencias tedricas

2.2.1. Plantas medicinales

El uso de plantas medicinales se habia enfocado en el tratamiento en lugar de la prevencion de
enfermedades, sin embargo, en los Ultimos tiempos se ha producido un gran nimero de
investigaciones sobre el uso de plantas medicinales y sus componentes para prevenir
enfermedades. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) definié la Medicina Tradicional
como el conjunto de todas las practicas y conocimientos que pueden ser explicadas o no, utilizadas
para el diagnoéstico, prevencion y erradicacién de desequilibrios fisicos, mentales o sociales, que
se basan exclusivamente en la experiencia préactica y la observacion, transmitidos de generacion
en generacion, ya sea verbalmente o por escrito, las plantas medicinales estan presentes en mas

del 90% de las recetas y remedios tradicionales (OMS, 2012).

2.2.1.1. ¢Qué es una planta medicinal?

Una planta medicinal es cualquier planta que se caracteriza por tener en uno 0 mas de sus 6rganos
sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son precursoras para la sintesis
de farmacos utiles. Esta descripcion permite distinguir entre plantas medicinales cuyas
propiedades terapéuticas y componentes han sido establecidos cientificamente, y plantas que se
consideran medicinales pero que ain no han sido sometidas a un estudio cientifico exhaustivo

(Evans, 2018).

Desde hace muchos afios, diversas plantas se han utilizado en la medicina tradicional. Algunas
plantas parecen ser efectivas, pero puede que no haya suficiente evidencia cientifica (ensayos
doble ciego, por ejemplo) para confirmar su eficacia. Los farmacéuticos y farmaco6logos usan el
término "drogas crudas de origen natural o bioldgico" para describir plantas enteras o partes de
plantas con propiedades medicinales. Una definicion de plantas medicinales para los fines de esta
investigacion debe incluir lo siguiente: Plantas o partes de plantas utilizadas como medicina en
preparaciones galénicas (como decocciones e infusiones, por ejemplo) (Evans, 2018).

Las plantas medicinales desempefian un papel crucial en la prevencion de enfermedades,
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integrandose eficazmente en las estrategias de prevencion existentes, no obstante es necesario
realizar esfuerzos consientes para identificar, reconocer y posicionar a las plantas medicinales
adecuadamente, ya que estas han sido aliadas de la humanidad a lo largo de los afios en la
busqueda de soluciones alternativas en contra de afecciones y enfermedades, el uso de estas
plantas se remonta hasta las civilizaciones mas antiguas quienes descubrieron que las plantas que
los rodeaba tenian propiedades curativas. En este contexto de la fitoterapia existen una gran
variedad de especies vegetales que han sido reconocidas por sus beneficios terapéuticos tales
como el Equisetum giganteum o més conocida como Cola de Caballo, que es una planta medicinal
que ha generado un gran interés por sus efectos benéficos en la medicina tradicional,
principalmente se encuentra vinculada a soluciones en contra de afecciones del tracto urinario y
otras condiciones de salud, que la ha llevado a una creciente investigacion cientifica de sus

propiedades curativas. (Ruiz M., 2017).

2.2.2.  Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

El Equisetum giganteum L., es una planta perenne de la familia Equisetaceae que se la conoce
generalmente en Latinoamérica como Cola de caballo, esta ha sido utilizada tradicionalmente
debido a sus propiedades medicinales, estudios cientificos han identificado una variedad de
compuestos fendlicos, incluidos fenoles, flavonoides, saponinas, terpenoides y minerales. (Huayta,
y otros, 2017), debido a sus propiedades curativas se la ha utilizado frecuentemente en la medicina
popular ya que se cree que por su variedad de compuestos bioactivos proporciona propiedades
terapéuticas, el creciente interés de la actividad antimicrobiana de Equisetum giganteum L. se ha

demostrado en investigaciones previas contra varias cepas bacterianas (Costa, J., et al., 2020).

Entre las propiedades atribuidas al Equisetum giganteum L. seguin Costa, J., et al. (2020) Se

encuentran:

e Es utilizado tradicionalmente como diurético, ayuda a estimular la eliminacion de liquidos y

promueve la salud renal

e También se le atribuyen propiedades antiinflamatorias como la reduccion en la inflamacion

en tratamientos de artritis y gota

e Se ha utilizado como cicatrizante para acelerar la curacion de heridas y promover la
regeneracion de tejidos
e Los compuestos bioactivos presentes en el Equisetum giganteum pueden ser utilizados como
antioxidantes ayudando a proteger las células del dafio causado por radicales libres
11



e Algunos estudios han demostrado que extractos de Equisetum giganteum L. pueden tener
efectos antimicrobianos contra ciertos microorganismos como bacterias y hongos. (Costa, J., et

al., 2020).
2.2.3.  Descripcién botanica de Equisetum giganteum L.

El Equisetum giganteum L. que generalmente es conocido como Cola de caballo gigante,
pertenece a la familia Equisetaceae, es una planta perenne que se caracteriza por su tamafo y
aspecto Unico e impresionante, posee un tallo erguido y hueco que crece hasta alcanzar una altura
de 2 metros 0 maés, el tallo se encuentra dividido en secciones o segmentos que se asemejan a
articulaciones, lo que le da una apariencia similar a una cafia de bambu, los segmentos estan
unidos por una vaina de color marrén y pueden variar en nimero dependiendo de la especie y la

edad de la planta (0Ms, 2012).

Las ramificaciones laterales de la planta son limitadas, distribuidas en verticilos alrededor del
tallo principal, cada rama lateral esta cubierta por hojas pequefias y escamosas que se superponen
entre si, de color verde claro, con forma lanceolada o lineal. Las raices del Equisetum giganteum
L. son fibrosas y se extienden en el suelo, proporcionando estabilidad. La planta se muestra en la

llustracién 2-1 (Chavez, y otros, 2021).

llustracion 2-1: Equisetum giganteum L.

Fuente: Catalogo de alta montafia Universidad EIA. 2023.

En cuanto a su habitat, el Equisetum giganteum L. prefiere crecer en lugares himedos y
sombreados, como orillas de rios, zonas pantanosas y bosques siendo nativo de varias regiones

del mundo, incluyendo América del Norte, América Central, Sudamérica y Europa (OMS, 2012).
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2.2.4. Clasificacion taxonémica

La Clasificacién taxondmica de la especie Equisetum giganteum L. se muestra en la Tabla 2-1

gue se describe a continuacion:

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica de la

especie Equisetum giganteum L.

DIVISION MONILIOPHYTA
CLASE EQUISETOPSIDA
ORDEN EQUISETALES
FAMILIA EQUISETACEAE
GENERO Equisetum

ESPECIE Equisetum giganteum L.

Fuente: (Paiba, y otros, 2020).
Realizado por: Zhicay, 1. 2023,

2.2.5.  Componentes quimicos de Equisetum giganteum L.

Equisetum giganteum contiene varios compuestos quimicos que se cree contribuyen a sus
propiedades medicinales, entre los componentes quimicos identificados se encuentran los
flavonoides, saponinas, acidos fendlicos, compuestos fenilpropanoides y minerales como el
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

silicio, estos compuestos pueden tener

antimicrobianas y diuréticas (OMS, 2012).

La composicion quimica de Equisetum giganteum L. es notable por su singularidad, ya que
incluye componentes poco comunes, tales como &cidos, glucdsidos saponinicos, flavonoides, y

otros compuestos, como se detalla en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2: Composicion quimica de Equisetum giganteum L.

Familia Compuesto quimico Equisetum giganteum L.
Acidos Silicico Oxalico
Malico
Linonenico
Galico
Vanilico
Glucosidos Equisetonina
saponinicos
Alcaloides Nicotina
Cumarinas Acido p-cumérico

Acidos fenélicos

Apigenina 5-O-glucosido

Metil éster del acido 3 nonanoico
Acido dodecanoico

Acido meso tartarico dicafeoil

Flavonoides

Quercetina
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Dihidroxiquercetina
Galuteolina
Vitaminas Acido ascorbico
Beta-caroteno
Riboflavina
Niacina
Minerales Calcio
Cobre
Hierro
Magnesio
Zinc
Silicio
Fuente: (Paiba, y otros, 2020)

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

La mencion de &cidos, glucdsidos saponinicos y flavonoides resalta la diversidad y complejidad
de los compuestos quimicos presentes en Equisetum giganteum L., lo cual puede ser un punto de
interés en el estudio de sus propiedades y posibles aplicaciones.

2.2.6.  Actividad antimicrobiana de Equisetum giganteum L.

Existen varios estudios cientificos de la actividad antimicrobiana del Equisetum giganteum L.
contra diferentes microorganismos, en donde se ha observado que el extracto de Cola de caballo
puede inhibir el crecimiento de bacterias, la actividad antimicrobiana se la atribuye
principalmente a la presencia de compuestos fendlicos, flavonoides y otros metabolitos

secundarios (Chévez, y otros, 2021).

2.2.6.1. Actividad antimicrobiana de los compuestos fenélicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios en las plantas y se consideran moléculas
naturales importantes debido a sus propiedades bioactivas, los acidos fendlicos, flavonoides,
taninos, pueden inhibir el crecimiento y la actividad de muchos microorganismos clinicamente
importantes, debido a que las diferentes moléculas varian en su estructura y composicion quimica,
pueden mostrar diversos efectos antimicrobianos, como la permeabilizacion y desestabilizacion
de la membrana plasmatica o la inhibicion de enzimas extracelulares. Ademas, los mecanismos
de accion difieren de los de los antibidticos tradicionales, lo que podria hacer que los fendlicos

vegetales sean eficaces contra los patdgenos resistentes a los medicamentos. (Cushnie & Lamb, 2011).

Los mecanismos de accion antibacteriana de los compuestos fendlicos ain no estan
completamente descifrados, pero se sabe por varios autores que estos compuestos involucran
muchos sitios de accidn a nivel celular, quienes explicaron esta actividad por la modificacién de
la permeabilidad de las membranas celulares, los cambios en diversas funciones intracelulares

inducidas por la unién de hidrégeno de los compuestos fendlicos a las enzimas o por la
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modificacion de la rigidez de la pared celular con pérdidas de integridad debido a diferentes
interacciones con la membrana celular. Asi, los flavonoides pueden unirse a proteinas solubles
ubicadas fuera de las células y a las paredes celulares de las bacterias, promoviendo la formacion
de complejos. La literatura existente sobre Relacién Cuantitativa Estructura-Actividad para la
prediccién de la actividad antibacteriana de compuestos fendélicos de peso molecular ligeramente
mayor, como acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos, cumarinas y quinonas, aun sigue siendo

limitada (Cushnie & Lamb, 2011; Cushnie et al., 2014).

2.2.6.2. Propiedades antimicrobianas de las saponinas

La palabra 'saponina’ proviene del término latino "sapo™ (jabén), y tradicionalmente las plantas
que contienen saponinas se han utilizado para lavar, quimicamente, las saponinas son glicésidos
de alto peso molecular en los cuales los azlcares estan unidos a un aglicén triterpénico o
esteroideo. Algunas saponinas, en general, exhiben una actividad antimicrobiana méas fuerte
contra las bacterias Gram positivas que contra las bacterias Gram negativas. Segin Hemalatha et
al. (2013). La fraccién de saponinas de los pericarpios de la nuez jabonosa mostré una mayor
actividad antibacteriana contra bacterias Gram-positivas que contra bacterias Gram-negativas.
Por el contrario, las saponinas aisladas de la corteza del arbol de orquideas mostraron una mayor
actividad antibacteriana para las bacterias Gram negativas que para las Gram positivas en

concentraciones que oscilaban entre 2,5y 10 mg/ml. (Hemalatha et al., 2013).

2.2.6.3. Actividad antimicrobiana de los terpenoides

Los terpenoides son utilizados tradicionalmente por el ser humano, desde hace muchos siglos, los
cuales aportan sabor y aroma caracteristicos especificos de muchas plantas, se utilizan como
agentes antimicrobianos y conservantes, estos compuestos tienen diversa composicién quimica,
naturaleza y propiedades bioldgicas, se los puede obtener de flores, pétalos, hojas, tallos, frutos,
raices y cortezas y las su concentracion dependen de la etapa de crecimiento y las condiciones
ambientales. Los terpenoides mas comunes se incluyen en dos grupos quimicos monoterpenoides
y sesquiterpenoides, estas dos clases de terpenoides son el grupo mas diversificado de bioactivos

vegetales que se encuentran abundantemente en muchas plantas. (Saeed et al., 2015).

Ademas, son conocidos por sus fuertes actividades antimicoticas contra muchas bacterias
patdgenas y no patdgenas, y pueden inhibir el crecimiento de bacterias patégenas Gram-positivas
(S. aureus y Staphylococcus epidermidis) y Gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa y S.
typhimurium). En el estudio de Saeed et al. (2015) demostraron que los terpenoides inhibian el

crecimiento de diferentes aislados clinicos de H. pylori con CIM que oscilaban entre 5 y 50 pg/ml.
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Sin embargo, las actividades antifingicas de estos componentes pueden verse modificadas por el

pH en los medios de cultivo y la estructura y estereoquimica de estos compuestos (Saeed et al., 2015).

2.2.7.  Usos tradicionales de Equisetum giganteum L.

La Cola de caballo ha sido utilizada en la medicina tradicional para tratar una variedad de
condiciones de salud, se ha manipulado como diurético para promover la eliminacion de liquidos
y toxinas del cuerpo, también se la ha considerado para tratar trastornos del sistema urinario, como
infecciones del tracto urinario y célculos renales, otros usos tradicionales incluyen el tratamiento

de afecciones de la piel, trastornos gastrointestinales y problemas respiratorios (Chavez, y otros,
2021).

Las aplicaciones tradicionales del género Equisetum son diversas y depende del pais en donde se
lo utiliza, enla Tabla 2-3 se describe las aplicaciones tradicionales de las plantas de este género,
de acuerdo al método de preparacion y parte de la planta utilizada en paises latinoamericanos,
ademas se describe el uso medicinal que se le ha dado al Equisetum, en donde se pudo notar que
la administracion oral es la via mas comun para su uso, utilizando la infusién o decoccién de las
partes aéreas como principal método de preparacién. El uso tradicional mas extendido de
Equisetum es como diurético, seguido del tratamiento de enfermedades genitourinarias
(enfermedades renales, uretritis, calculos renales y otras), inflamacién, cicatrizacion de heridas,

enfermedades reumaéticas, prostatitis e hipertensidon (Phytochemistry and Pharmacology of the Genus

Equisetum (Equisetaceae): A Narrative Review of the Species with Therapeutic Potential for Kidney Diseases., 2021).

Tabla 2-3: Aplicaciones tradicionales del género Equisetum en paises del area

Pais Especies Parte de la Meétodo de Uso medicinal
planta preparacion
Bolivia Equisetum Tallo, planta Decoccion Diarrea, calor de estémago,
giganteum L. entera enfermedades del higado y
rifiones, inflamacion.
Brasil Equisetum Tallos ?, Decoccidn, Enfermedades reumaticas 2
giganteum L. partes infusion 2 Diurético, trastornos urinarios,
aéreas ® inflamacion °
Pérdida de peso ©
Equisetum arvense L. Partes aéreas  infusion ' Diurético 2
Remineralizacion,
inflamacion °
México Equisetum Partes aéreas  Infusion ® Diabetes tipo 2 ¢
myriochaetum Schlecht Enfermedades renales,
y Cham diabetes ¢
Chile Equisetum Partes aéreas  Infusion Diurético

bogotense Kunth
Equisetum giganteum L.

Peru Equisetum Partes aéreas  Infusion Diarrea, diurético, emenagogo,
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giganteum L. cicatrizacién de heridas.

Colombia Equisetum Toda la Infusidn, Diurético, calculos renales
bogotense Kunth planta decoccion

Fuente: Boeing, T. et al. (2021).

2.3. Extractos vegetales

Los extractos vegetales son preparaciones obtenidas a partir de material vegetal, como hojas,
raices, flores o frutos, que contienen compuestos quimicos de interés debido a sus propiedades
terapéuticas o beneficiosas para la salud, estos extractos se utilizan en la medicina herbal, la
fitoterapia y la industria farmacéutica para desarrollar medicamentos naturales y productos de
cuidado personal (Evans, 2018). En la Tabla 2-4 se mencionan los métodos de extraccién mas
comunes empleados como técnicas para separar y concentrar los compuestos deseables de las

plantas.

Tabla 2-4: Métodos de extraccion

Técnica Descripcion

Maceracion Consiste en remojar el material vegetal en un disolvente (como agua, alcohol o
aceite) durante un periodo de tiempo especifico para permitir que los compuestos

se disuelvan en el disolvente.

Percolacién Similar a la maceracion, pero con un flujo constante del disolvente a través del

material vegetal, lo que permite una extraccion mas eficiente

Destilacién Se utiliza para extraer aceites esenciales de plantas aromaticas. La destilacion

por arrastre de vapor es un método comun en este caso.

Extraccion con | Este método utiliza diéxido de carbono supercritico para extraer compuestos de

CO:2 supercritico las plantas, lo que permite una extraccion precisa y selectiva.

Ultrasonidos La extraccion asistida por ultrasonidos utiliza ondas ultrasénicas para mejorar la

extraccion de compuestos de las plantas.

Soxhlet Un método de extraccion en el que el material vegetal se coloca en un cartucho

y se extraen los compuestos utilizando un disolvente calentado por reflujo.

Fuente: Evans (2018).
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

2.4. Microbiologia

La microbiologia se define simplemente como el estudio de los microorganismos, donde "micro"
significa pequefio y "biologia" se refiere al estudio de los seres vivos, es decir estudia
microorganismos o microbios que son un grupo diverso de formas de vida simples generalmente
diminutas que incluyen bacterias, arqueas, algas, hongos, protozoos y virus, el campo de la

microbiologia es fundamental para los seres humanos no solo por las enfermedades infecciosas
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causadas por estos microbios sino porque los microorganismos "buenos" necesarios para que

podamos vivir en el planeta (Tortora, y otros, 2019) .

El campo de la microbiologia ya que los microbios no s6lo pueden causar enfermedades, sino que
también pueden usarse para desarrollar medicamentos para combatir otros microbios (por
ejemplo, la penicilina). Algunos virus parecen causar cancer, mientras que otros se estan

evaluando como una forma de combatir el cancer. (Madigan, y otros, 2018).

La investigacion en microbiologia ha sido, y sigue siendo, fundamental para satisfacer muchas de
las aspiraciones y desafios mundiales actuales, como mantener la seguridad alimentaria, hidrica
y energética para una poblacién sana en una Tierra, la investigacion en microbiologia también
ayudara a responder grandes preguntas como ";cuan diversa es la vida en la Tierra?" y "¢existe

vida en otras partes del Universo?" (Tortora, y otros, 2019) .

2.5. Cepas ATCC

Los microorganismos son una parte esencial de la vida humana y desempefian funciones clave en
el ciclo del carbono y los nutrientes, el descubrimiento de farmacos, las enfermedades humanas,
la remediacion ambiental, la descomposicion y la salud, nuestra comprension de estos organismos
ha mejorado rapidamente con la llegada de las tecnologias de secuenciacion y las herramientas
bioinformaticas de proxima generacion, que nos ha dado una nueva perspectiva sobre la evolucion
microbiana, aunque existen importantes investigaciones que han llenado numerosas brechas
taxondmicas, ain no hemos comenzado a explorar profundamente la diversidad microbiana.
Debido a que las cepas microbianas dentro de una especie pueden mostrar una amplia gama de
diferencias genéticas, tener un punto de referencia para la identificacion microbiana es de enorme
ayuda para la investigaciéon en ciencias bioldgicas. Las cepas tipo ATCC proporcionan esta
referencia ya que se consideran el tipo nomenclatural de una especie especifica en la que se basa

la descripcion de la especie (The American Type Culture Collection, 2020).

Debido a que las cepas microbianas dentro de una especie pueden mostrar una amplia gama de
diferencias genéticas, tener un punto de referencia para la identificacion microbiana es de enorme
valor para la investigacion en ciencias bioldgicas. Las cepas tipo ATCC proporcionan esta
referencia ya que se consideran el tipo nomenclatural de una especie especifica en la que se basa
la descripcion de la especie. Estas cepas son a menudo, pero no siempre, la primera cepa de una

especie que se identifica. (National Library of Medicine, 2018).

El uso de cepas microbianas altamente autenticadas de la ATCC son el desafio para garantizar
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que los productos farmacéuticos estén libres de microorganismos objetables, la ATCC garantiza
gue cada una de las cepas de control de calidad se autentique, gestione y conserve cuidadosamente
mediante protocolos que mantienen el genotipo y el fenotipo. EXisten tres tipos de cepas ATCC
bésicas: Staphylococcus aures ATCC 29213, Escherichica coli 25922 y Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 (National Library of Medicine, 2018).

2.5.1.  Uso de las cepas ATCC

De acuerdo a su uso las cepas ATCC pueden clasificarse de la siguiente manera:

e Para su manejo como cepas de referencia las cepas deben ser obtenidas directamente de una
coleccién certificada con una resefia nacional o internacional, con una siembra o replique de
mAximo cuatro a partir de la cepa original.

e Para su utilizacion como cepas de trabajo se obtienen a partir de las cepas de referencia,
cultivadas en medios sélidos, estas cepas nunca deben reemplazar a las cepas de referencia.

e Las cepas de reserva se cultivan en el entorno de un laboratorio y son obtenidas a partir de un

subcultivo de las cepas de referencia (The American Type Culture Collection, 2020).

2.6. Agentes patdgenos

Un agente patogeno, en el contexto de las infecciones y enfermedades, se refiere a cualquier
organismo o microorganismo que tiene la capacidad de causar enfermedad en un huésped, aunque
los agentes patdgenos pueden incluir una variedad de organismos, en esta investigacion nos

centraremos exclusivamente en las bacterias como agentes patdgenos (Revised Estimates for the
Number of Human and Bacteria Cells in the Body, 2016).

La patogenicidad de una bacteria depende de varios factores, como su capacidad para adherirse a
las células huésped, invadir tejidos, evadir el sistema inmunoldgico y producir toxinas dafiinas,
es importante destacar que no todas las bacterias son patégenas, de hecho, muchas bacterias son
beneficiosas y esenciales para funciones corporales normales, como la digestion y la sintesis de
vitaminas. Sin embargo, en el contexto de la salud y la medicina, es crucial comprender y combatir

las bacterias patdgenas para prevenir y tratar enfermedades infecciosas (Revised Estimates for the
Number of Human and Bacteria Cells in the Body, 2016).

2.6.1. Bacterias

Las bacterias patdgenas son bacterias que pueden causar enfermedades; la mayoria de las especies

son inofensivas y cominmente beneficiosas, pero un pequefio grupo puede causar enfermedades
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infecciosas, aungue se cree que no hay mas de cien especies patdgenas en humanos, hay miles de
especies gue forman parte de la flora intestinal que se encuentra en el tracto digestivo. Nuestro
cuerpo esta expuesto a varias especies de bacterias como las saprofitas, estas crecen
mayoritariamente en la materia en descomposicion, suelo, comensales beneficiosos y partes del

cuerpo que contengan los nutrientes necesarios para permitir su crecimiento. (rvskvv.net, 2020).

Las bacterias patdgenas poseen mecanismos para adaptarse y eludir las defensas normales del
cuerpo, permitiéndoles invadir partes del cuerpo, como la sangre, donde generalmente no se
encuentran; algunos agentes patdgenos se limitan a invadir solo el epitelio superficial, la piel o el
cabello, porque el cuerpo humano cuenta con mecanismos de defensa que le permiten soportar la
invasion microbiana de sus tejidos. En algunos casos raros los microbios patégenos pueden
infectar a una persona completamente sana, porque generalmente los mecanismos de defensa se
encuentran comprometidos ante la presencia de algin trauma local o una enfermedad debilitante

subyacente, como heridas, intoxicacion, escalofrios, fatiga y desnutricién (Bacteria harnessing
complexity, 2004).

Las bacterias patdgenas también son conocidas porque contribuyen a otras enfermedades de
importancia mundial, como la neumonia, que puede ser causada por bacterias como
Streptococcus, Pneumococcus y Pseudomonas, y otras enfermedades causada por alimentos como
Shigella, Campylobacter y Salmonella, por lo que estas bacterias son la causa de las altas tasas
de mortalidad infantil en los paises en vias de desarrollo, la mayoria de las bacterias patdgenas

pueden cultivarse e identificarse mediante tincion de Gram y otros métodos. (,Qué debemos saber

sobre los animales silvestres vectores y reservorios de bacterias patégenas? Universidad Nac, 2015).

2.6.1.1. Estructura de las bacterias

Las bacterias son organismos unicelulares y procariotas, lo que significa que carecen de organelos
membranosos y un nucleo definido, lo siguiente es una descripcion general de las estructuras de
las bacterias:

e Pared celular, las bacterias gram-positivas poseen una gruesa capa de peptidoglicano en la
pared celular, mientras que las bacterias gram-negativas tienen una capa delgada de
peptidoglicano y una membrana externa adicional.

e Lamembrana celular regula el paso de sustancias y rodea la célula.

e El citoplasma esta formado por material genético (ADN), ribosomas y una variedad de
inclusiones celulares.

e El nucleo del citoplasma es el lugar donde se encuentra el ADN circular de la bacteria.

e Los ribosomas son los lugares donde se produce la sintesis de proteinas.
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o El flagelo es una estructura en forma de latigo que permite a algunas bacterias moverse.

e Las Fimbrias y Pili: pequefias proyecciones que ayudan en la transferencia de material
genético y la adherencia a superficies.

e La cépsula es la capa externa producida por algunas bacterias para protegerse y adherirse a
superficies.

e Los plasmidos son segmentos extra cromosémicos de ADN que pueden contener otros genes.

e Algunas bacterias crean estructuras de resistencia Ilamadas endosporas en ambientes

desfavorables (rvskvv.net, 2020).

La estructura bacteriana puede variar, y algunas bacterias pueden tener estructuras especiales para
adaptarse a entornos particulares, la capacidad de las bacterias para adaptarse a una variedad de
ambientes y participar en una variedad de procesos biolégicos se debe a su diversidad en la

estructura bacteriana (Bacteria harnessing complexity, 2004).

2.6.1.2. Bacterias Gram positivas

Las bacterias Gram-positivas son un grupo de bacterias que se distinguen por tener una capa
gruesa de peptidoglicano en sus paredes celulares, en el cual se utiliza la coloracién de Gram en
laboratorio para distinguir grupos de bacterias segun las caracteristicas de sus paredes celulares.
Las bacterias Gram positivas retienen este complejo cuando se tifien con cristal violeta y yodo
mostrando el color prpura o0 azul oscuro al microscopio (Caceres, 2018).

Las caracteristicas que distinguen a las bacterias Gram positivas incluyen la pared celular gruesa,
la ausencia de la membrana externa, que es la caracteristica de las bacterias Gram negativas, y la
retencion de cristal violeta, en comparacion con las bacterias Gram negativas que son menos
complejas, son sensibles a los antibidticos que afectan la pared celular y algunas bacterias Gram
positivas pueden formar endosporas, estructuras de resistencia que les permiten sobrevivir en
condiciones adversas. Las especies de staphylococcus, streptococcus, bacillus y clostridium son
algunos ejemplos de bacterias Gram positivas, estas bacterias son Gtiles en muchos lugares, desde

el cuerpo humano hasta el suelo y otros habitats naturales (rvskvv.net, 2020).

2.6.1.3. Bacterias gram negativas

Las bacterias Gram negativas son un grupo de bacterias que se caracterizan por tener una
estructura de pared celular mas compleja en comparacion con las bacterias Gram positivas,
cuando se tifien con cristal violeta y yodo, las bacterias Gram negativas aparecen de color rojo o
rosa bajo el microscopio, algunos ejemplos de bacterias Gram negativas incluyen Escherichia

coli, Salmonella, Pseudomonas, y muchas otras. Estas bacterias desempefian roles importantes en
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la microbiologia, la ecologia y la salud humana, pero algunas también pueden ser patdgenas y

causar enfermedades (Bacteria harnessing complexity, 2004).

Las caracteristicas distintivas de las bacterias Gram negativas incluyen: Tienen una capa de
peptidoglicano mas delgada en comparacion con las bacterias Gram positivas, poseen una
membrana externa adicional que contiene lipopolisacaridos (LPS) y proteinas porinas, la
estructura de su pared celular es m&s compleja debido a la presencia de la membrana externa, son
resistentes a algunos antibidticos que afectan a las bacterias Gram positivas debido a la presencia
de la membrana externa, en la coloracion de Gram, retienen el color rojo o rosa después de ser
tratadas con alcohol yodado, muchas bacterias Gram negativas son metabolicamente versatiles y

pueden prosperar en diversos entornos (rvskvv.net, 2020).

2.7. Bacterias de estudio

2.7.1.  Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa son bacterias
patégenas que pueden causar infecciones graves en humanos, estas bacterias son conocidas por
su capacidad de desarrollar resistencia a multiples antibioticos, lo que representa un desafio en el
tratamiento de las infecciones asociadas a ellas indicando que la blsqueda de nuevos compuestos

con actividad antimicrobiana contra estas bacterias es de gran importancia clinica (Evans, 2018).

2.7.2. Enterococcus faecalis

2.7.2.1. Generalidades

Enterococos spp. son bacterias anaerdbicas facultativas y gram positivas ubicuas comensales del
tracto intestinal de los seres humanos, asi como de otros mamiferos, estos microorganismos se
caracterizan en gran medida por su capacidad para tolerar altas concentraciones de sal (6,5%
NaCl), pero también un amplio rango de valores de temperatura (de 10 °C a 40 °C) y pH (de 4,4
a 9,6), también son capaces de hidrolizar la esculina en presencia de grandes cantidades de sales

biliares (40%) (Hollenbeck, y otros, 2012).

Inicialmente, retratados como organismos de poca importancia clinica, los enterococcus,
particularmente el Enterococcus faecalis, se han asociado progresivamente con un ndmero
creciente de infecciones hospitalarias (HAI) tanto en medicina humana como veterinaria, los

Enterococcus se asocian con una amplia gama de infecciones que incluyen infecciones del tracto
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urinario, bacteriemia, endocarditis, infecciones de heridas (quemaduras o incisiones quirurgicas),

infecciones del abdomen y del tracto biliar e infecciones de catéteres e implantes médicos

(Antimicrobial Resistance in Enterococcus spp. of animal origin, 2018).

2.7.2.2. Efectos sobre la salud

Las variedades de Enterococcus son un riesgo importante para la salud, ya que se han convertido
en un patégeno nosocomial importante y cada vez mas importante, pueden causar enfermedades
muy graves como la endocarditis y la bacteriemia, ademas, pueden causar infecciones en piel,
tejidos blandos, tejidos neonatales y pediatricos, septicemia, abscesos intraabdominales y
pélvicos y heridas quirargicas, la mayoria de las infecciones provienen de la microbiota endégena,
pero también pueden propagarse de persona a persona o a través del consumo de agua o alimentos

contaminados (Farifias, y otros, 2007).

Estos microorganismos suelen causar infecciones urinarias, su interaccion con el tejido
uroepitelial es compleja porque incluye adhesinas de superficie polisacaridas y proteicas, la
frecuencia de estas infecciones aumenta significativamente, llegando a ser responsables del 16%
de ellas, y aunque no es comun, son la causa mas frecuente de bacteriemia (Diaz, y otros, 2010). L0S
pacientes que han estado hospitalizados durante un periodo prolongado suelen experimentar
bacteriemia causada por Enterococcus faecalis. Las bacteriemias se asocian con enfermedades
malignas, cateterizacion uretral, dispositivos intravasculares, cirugias recientes, quemaduras y
terapia antimicrobiana previa, ademas, la hiperalimentacion, la colonizacién previa del tracto
gastrointestinal con Enterococcus resistentes a la vancomicina (EVR), una o dos bacteriemias
nosocomiales causadas por Enterococcus faecalis ocurren cada afio por cada mil pacientes

hospitalizados (Farifias, y otros, 2007).

Los pacientes que reciben hemodialisis, agentes antineoplasicos o nutricién parenteral son
particularmente vulnerables a la bacteriemia causada por EVR. La severidad de la enfermedad, el
método de administracién de antibacterianas, la neutropenia y la mucositis son otros factores de
riesgo (Sood, y otros, 2008). Los factores de riesgo mas significativos para la adquisicion de una
infeccion intrahospitalaria por Enterococcus faecalis incluyen una variedad de enfermedades, una
estadia prolongada en el hospital, la presencia de sonda vesical, catéteres vasculares y el uso de
antibidticos de amplio espectro, como vancomicina, cefalosporinas de tercera generacion,
aminoglucdésidos y Aztreonam, las endocarditis infecciosas son una de las infecciones causadas
por Enterococcus faecalis mas dificiles de tratar, también estos microorganismos se encuentran

entre los factores mas dafiinos que provocan complicaciones después de la cirugia de cataratas
(Diaz, y otros, 2010).
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Estos microorganismos también causan otitis media de forma inusual y son una causa importante
de septicemias en recién nacidos, el mayor nimero de casos se reporta en las unidades de cuidados
intensivos neonatales, pediatricas y de cirugia a nivel mundial, ya que estas areas son altamente

susceptibles a la infeccion por estos microorganismos (Quifiones, y otros, 2008).

2.7.2.3. Importancia clinica

Esta capacidad de inducir infecciones se vuelve especialmente critica cuando se considera su
grado de resistencia a los antibioticos, los rasgos de resistencia intrinsecos y extrinsecos asociados
con este género le permiten ser resistente a varios antibioticos, incluidos B-lactamicos,
aminoglucdésidos y glicopéptidos, lo que dificulta combatir estas infecciones, de hecho, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que Enterococcus faecalis resistente a la
vancomicina es un patdgeno de alta prioridad para el que se necesitan nuevas terapias

antimicrobianas (Hikmate, y otros, 2008).

Esta resistencia demasiado conocida a los antibi6ticos no es el (nico rasgo que convierte al
Enterococcus faecalis en una amenaza para la salud humana y animal, también presentan una
gran capacidad de persistir en el medio ambiente, lo que podria estar asociado con algunos
informes de menor susceptibilidad a ciertos biocidas, especialmente en presencia de materia
organica. Asimismo, tienen una formidable capacidad de formacién de biopeliculas, y son
conocidos por la plasticidad de su genoma, lo que les permite adquirir, conservar y difundir
facilmente rasgos genéticos no solo entre los enterococos, sino también entre otras bacterias

grampositivas (Quifiones, y otros, 2008).

2.7.3.  Klebsiella pneumoniae

2.7.3.1. Generalidades

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa que puede causar infecciones respiratorias,
del tracto urinario y del torrente sanguineo, esta bacteria ha emergido como un patégeno
problemético debido a su capacidad para producir enzimas de beta-lactamasa y desarrollar
resistencia a multiples antibidticos, incluyendo carbapenémicos, la resistencia de Klebsiella
pneumoniae a los antibiéticos se asocia con la presencia de plasmidos de resistencia y la
produccion de carbapenemasas (Evans, 2018). Las infecciones causadas por entero bacterias que
producen carbapenemasas, particularmente Klebsiella pneumoniae, son un problema de salud
publica global, los primeros brotes de infecciones por K. pneumoniae productora de

carbapenemasas (KPC) se encontraron en los Estados Unidos, pero ahora se han extendido por
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todo el mundo, alcanzando caracteristicas endémicas y se han encontrado este tipo de

enterobacterias en 25 paises en los cinco continentes (Swaminathan, y otros, 2013)

2.7.3.2. Efectos sobre la salud

K. pneumoniae normalmente es inofensiva., estas bacterias viven en los intestinos y las heces,

pero pueden ser peligrosas cuando ingresan a otras partes del cuerpo.

Esta bacteria es la principal causante de infecciones graves en los pulmones, cerebro, vejiga,
higado, ojos, sangre y heridas, la infeccion se transmite por contacto de persona a persona, el
riesgo es mayor si la persona tiene una condicién preexistente, generalmente, no se contrae la
infeccion por Klebsiella si se estd sano, pero si se contrae K. pneumoniae, se necesita de
antibioticos, lastimosamente existe algunas cepas que son resistentes a algunos medicamentos,
por lo que la recuperacion puede tardar varios meses, pero con un tratamiento temprano se mejora

las perspectivas de las personas con una infeccion por K. pneumoniae (Trubiano, 2015).

K. pneumoniae puede causar infecciones como: neumonia, infeccion del tracto urinario (TU),

infeccion intra abdominal, meningitis, absceso hepatico pidgeno, infeccidn del torrente sanguineo

¢ Neumonia: K. pneumoniae a menudo causa neumonia por bacterias o infeccién en los
pulmones, ocurre cuando las bacterias ingresan al tracto respiratorio, la neumonia adquirida
en una comunidad ocurre si se contrae en un entorno comunitario, como el metro o un centro
comercial, la neumonia adquirida en un entorno de salud ocurre si se la contrae en un hospital
o0 en un asilo de ancianos. En los paises occidentales, K. pneumoniae causa aproximadamente
3 a 5 % de neumonia adquirida en la comunidad, también es responsable del 1,8% de
neumonia adquirida en hospitales en todo el mundo.

o Infecciones del tracto urinario (TU): Si K. pneumoniae ingresa al tracto urinario, puede causar
una infeccion urinaria, el tracto urinario incluye la uretra (el tubo que permite que la orina
salga del cuerpo), la vejiga, uréteres (el tubo que transporta la orina desde los rifiones a la
vejiga), estas infecciones urinarias ocurren cuando la bacteria ingresa al tracto urinario.

e Infeccion de la piel o tejidos blandos: Si K. pneumoniae puede infectar la piel o los tejidos
blandos si ingresa a través de una herida ocasionada en la piel, por lo general, esto sucede con
heridas causadas por cirugia o lesion. Las infecciones de heridas por K. pneumoniae incluyen:
celulitis, fascitis necrotizante, miositis.

e Meningitis: K. pneumoniae puede causar meningitis bacteriana o inflamacién de las
membranas que cubren el cerebro y la médula espinal en muy raros casos, generalmente
cuando las bacterias infectan el liquido que rodea el cerebro y la médula espinal, la mayoria

de los casos reportados de meningitis por neumonia ocurrié en entornos hospitalarios,
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causando la aparicion de sintomas repentinos de: dolor de cabeza, rigidez de nuca y fiebre
alta.

o Endoftalmitis: Si la bacteria K. pneumoniae se encuentra en la sangre, puede propagarse a los
ojos causando endoftalmitis, que es la infeccién que causa inflamacién en la parte blanca del
0jo y puede provocar la ceguera.

o Infecciones de la sangre: La bacterimia o presencia de bacterias en la sangre puede ser causada
por la K. pneumoniae, que infecta directamente al torrente sanguineo a partir de otra infeccién

en otra parte del cuerpo. (Trubiano, 2015).

2.7.3.3. Importancia clinica

En un hospital de Nueva York, un estudio demostrd que tener K. pneumoniae resistente a
carbapenems es un factor independiente de mortalidad: los pacientes infectados con este germen
tienen tres veces mas probabilidades de morir durante la hospitalizacion que si se infectan con
cepas susceptibles del mismo microorganismo, en Israel, un estudio realizado entre 2003 y 2006
con adultos hospitalizados demostr6 que la estancia prolongada, la edad por encima de 60 afios,
las enfermedades pulmonares cronicas y neuroldgicas, los procedimientos invasivos no
quirargicos y, principalmente, el mal estado funcional, la estancia en la UCI y el consumo previo
de antibidticos, especialmente quinolonas y aminoglicésidos, son factores que predicen la

adquisicion de K. pneumoniae resistente (Bratu, y otros, 2015).

Varios estudios han demostrado que el inicio de una terapia antibi6tica empirica inadecuada para
la bacteriemia se asocia con mal prondstico, se conocen informes de terapia inadecuada en el 53%
de los pacientes con infecciones causadas por bacterias resistentes, un estudio prospectivo de
cohorte hecho en un hospital de Missouri, EE. UU., durante 6 meses entre 2006 y 2007, se
incluyeron pacientes no hospitalizados en UCI pero con bacteriemia por bacilos gramnegativos;
se encontrd que los antibidticos prescritos con mayor frecuencia, durante las primeras 24 horas,
con actividad contra dichos bacilos, fueron cefepime (43,6%), ciprofloxacina (22,8%),
piperacilina/tazobactam (15,6%), gentamicina (11,2%), ceftriaxona (8,8%), meropenem (3,6%) y
ampicilina/sulbactam (2%) el 31,6% de los pacientes recibieron terapia antibidtica empirica

inadecuada (Marschall, y otros, 2018).

2.7.4.  Pseudomonas aeruginosa

2.7.4.1. Generalidades

Pseudomonas aeruginosa pertenece a la familia Pseudomonaceae, se trata de un bacilo gram
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negativo recto o ligeramente curvado con un tamafio aproximado de 3 x 0,5 micras y se mueve
gracias al flagelo polar, su metabolismo es aerobio (aungque puede desarrollarse en condiciones
anaerobias mediante el uso de nitrato), con una catalasa positiva y un oxidasa positiva, se
caracteriza por producir una variedad de pigmentos, incluida la piorrubina (de color rojo), la

piocianina (de color azul verdoso) y la pioverdina (de color verde amarillento fluorescente) (Paz,
y otros, 2019).

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria ambiental gramnegativa y ubicua, este es un patdgeno
oportunista para los humanos capaz de causar una amplia gama de infecciones agudas y crénicas
potencialmente mortales, particularmente en pacientes con defensas inmunes comprometidas. Ha
sido de particular importancia ya que es la principal causa de morbilidad y mortalidad en pacientes
con fibrosis quistica (FQ) y uno de los principales patdgenos nosocomiales que afectan a los

pacientes hospitalizados, siendo intrinsecamente resistente a una amplia gama de antibidticos.
(Evans, 2018).

2.7.4.2. Efectos sobre la salud

P. aeruginosa es un patdgeno oportunista que rara vez causa enfermedad en personas sanas; en el

caso de producirse, suele manifestarse de la siguiente manera:

¢ Infecciones dérmicas: Pueden provocar foliculitis, conocida como foliculitis de la bafiera,
que se caracteriza por la presencia de papulas pruriginosas en las partes laterales del tronco
y/o en las areas axilar, inguinal y pubica, entre otras areas, esta condicion puede estar
relacionada con el contacto prolongado con agua contaminada, también puede causar el
sindrome de las ufias verdes, también conocido como cloroniquia, que es una paralisis en la
que la ldmina ungueal se vuelve verdosa y es causada por la exposicion frecuente de las ufias
dafiadas en ambientes hiimedos contaminados (Paz, y otros, 2019).

¢ Neumonia: La inhalacion de bioaerosoles de agua o fluidos contaminados, como taladrinas
o fluidos de corte, puede causar neumonia, en personas sanas, la infeccion es extremadamente
rara y el prondstico es muy grave (Ruiz, 2018).

e Otitis externa (otitis del nadador): También conocida como otitis del nadador, es una
infeccion que se produce en el canal auditivo externo debido a la exposicién prolongada al
agua contaminada (Ruiz M., 2017).

e Infeccién ocular: Es principalmente causada por la contaminacion del liquido utilizado para
limpiar las lentes de contacto, lo que puede provocar una queratitis que puede provocar
perforaciones y derretimiento corneal, infecciones de cicatrices o incluso la pérdida de vision

en el ojo infectado (Ruiz, 2018).
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P. aeruginosa es responsable de una gran cantidad de infecciones nosocomiales, principalmente
en personas inmuno deprimidas, quemaduras graves, heridas quirdrgicas, neutropenia o
infecciones pulmonares subyacentes, también puede causar enfermedades como neumonia y
meningitis, sobreinfeccion de heridas, ectima gangrenosa, infecciones urinarias, infecciones

osteoarticulares, endocarditis, infecciones oculares o septicemia (Paz, y otros, 2019).

La Tabla 2-5 proporciona informacion relevante sobre este agente patégeno, incluyendo su
reservorio, hospedadores, dosis infectiva minima, supervivencia ambiental, formas de resistencia,
mecanismo de propagacion y transmisién, vias de entrada como también su distribucion
geografica. Este agente patdgeno tiene una presencia global que puede encontrarse en diversos
entornos, incluyendo agua, suelos humedos, materiales himedos y mas. Su transmisién se
produce principalmente a través del contacto con piel lesionada o mucosas, la misma puede ser
un riesgo en entornos meédicos. La informacion contenida en esta tabla es esencial para

comprender la epidemiologia como también las caracteristicas de este agente patdgeno.

Tabla 2-5: Viabilidad, propagacion y transmision

Reservorio El suelo himedo, el agua, los desechos, la vegetacién, los humanos y los animales.

Hospedadores | Animales y humanos.

Dosis La Dosis Infectiva Minima (DIM) es actualmente desconocida.
Infectiva
Minima (DIM)

Supervivencia | Se encuentra en gran cantidad en la naturaleza, en el agua (rios, lagos, depdsitos,
ambiental duchas, bafieras, piscinas e hidromasaje, etc.), en los suelos himedos, en las plantas y
materiales himedos (alimentos, fémites); también puede formar parte de la flora
microbiana saprdfita tipica de las areas himedas de la piel. Su temperatura de
crecimiento ideal es de 37°C, pero puede tolerar hasta 45°C — 50°C. En agua destilada,
puede sobrevivir durante al menos setenta dias.

Formas de | No presenta formas de resistencia.
resistencia
Mecanismo de | La transmision se produce principalmente a través del contacto del agua o de los
propagacion y | objetos contaminados con la piel lesionada o reblandecida y las mucosas. En la
transmision industria médica, los instrumentos quirdrgicos, los respiradores, los catéteres y las
manos de los trabajadores sanitarios pueden ser una fuente de infeccion para los
pacientes.

La inhalacién de bioaerosoles o gotitas de agua o fluidos contaminados, asi como la
ingesta de agua contaminada, son otros mecanismos de transmisién. Sin embargo, este
Ultimo no es una via importante de transmision.

Vias de | Percutanea

entrada Mucosas
Respiratoria
Digestiva.
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Distribucion Mundial.

geogréafica
Fuente: (Ruiz M., 2017)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

2.7.4.3. Importancia clinica

P. aeruginosa también se asocia en gran medida con infecciones adquiridas en hospitales, incluida
la neumonia asociada a la ventilacion, la infeccion del torrente sanguineo asociada a la via central,

la infeccidn relacionada con el catéter urinario y las infecciones quirdrgicas o de trasplantes (
Pseudomonas aeruginosa: Pathogenesis, virulence factors, antibiotic resistance, interaction with host, technology

advances and emerging therapeutics., 2022).

El Consorcio Internacional para el Control de Infecciones Nosocomiales inform6 que las
infecciones nosocomiales por P. aeruginosa se han convertido en un problema de atencion
sanitaria mundial. Un estudio de cohorte informé que P. aeruginosa tenia la mayor carga de
infecciones adquiridas en la atencién sanitaria que en las unidades de cuidados intensivos
europeas. P. aeruginosa prevalece en entornos de atencion médica porque es un compafiero
comdun de los pacientes bajo atencién médica y también puede sobrevivir en superficies abioticas
y bidticas, como equipos médicos, resistiendo los métodos de desinfeccion y siendo transmisible

de paciente a paciente (Russotto, y otros, 2015).

Las infecciones por P. aeruginosa son cada vez mas dificiles de tratar porque esta bacteria es
naturalmente resistente a muchos antibiéticos y el nimero de cepas multi resistentes y pan
resistentes estd aumentando en todo el mundo, se han informado cepas que son resistentes a casi
todas las clases de antibidticos de uso comun, incluidos aminoglucésidos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas y carbapenémicos (Trubiano, 2015). Debido a la existencia de un arsenal de
mecanismos moleculares que confieren resistencia a maltiples clases de antibi6ticos, las opciones
terapéuticas para el tratamiento de las infecciones son cada vez mas limitadas, mientras que el
nimero de incidencias de infecciones y de cepas de resistencia a maltiples farmacos esta

aumentando (Russotto, y otros, 2015).

2.8. Determinacion de la actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana in vitro

2.8.1.  Concepto de actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana in vitro se refiere a la capacidad de un compuesto o sustancia para

29



inhibir o matar microorganismos en condiciones de laboratorio, las pruebas de actividad
antimicrobiana in vitro son utilizadas para evaluar el potencial de agentes antimicrobianos en el

tratamiento de infecciones (Canut, A., et al., 2020).

2.8.2.  Métodos de determinacidn de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro

Los métodos utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana in vitro incluyen pruebas de
susceptibilidad, como la difusién en agar (método de Kirby-Bauer) y la dilucion en caldo (método
de micro dilucidn), estas pruebas permiten medir la inhibicién o muerte de los microorganismos
expuestos al agente antimicrobiano como también determinar la concentracion minima inhibitoria

(CMI) y concentracion minima bactericida (CMB) (Canut, A, et al., 2020).

2.8.3.  Interpretacion de los resultados de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in

vitro:

Los resultados de las pruebas de actividad antimicrobiana in vitro se interpretan en funcidn de los
valores de CMI y CMB obtenidos, la CMI es la concentracion mas baja con la que un agente
antimicrobiano inhibe el crecimiento visible de un microorganismo, mientras que la CMB es la
concentraciéon mas baja que mata al microorganismo, los valores de CMI y CMB permiten

determinar la eficacia del agente antimicrobiano y su potencial para el tratamiento de infecciones
(Canut, A, et al., 2020).

2.8.4.  Importancia de la actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antimicrobiana in vitro juega un papel fundamental en la investigacion y desarrollo
de nuevos agentes antimicrobianos, se refiere a la evaluacion de la capacidad de una sustancia
para inhibir o matar microorganismos en un entorno de laboratorio controlado, fuera del
organismo Vvivo, esta evaluacién es crucial para determinar el potencial de una sustancia como
agente terapéutico o como herramienta para el control de infecciones (Canut, A., et al., 2020). La
importancia de la actividad antimicrobiana in vitro segin Canut, A, et al radica en los siguientes

aspectos:

e Descubrimiento de nuevos agentes antimicrobianos: La realizacion de pruebas de
actividad antimicrobiana in vitro permite identificar compuestos naturales o sintéticos con
capacidad para inhibir el crecimiento de microorganismos patdgenos, esto puede conducir al
descubrimiento de nuevos antibidticos, antifungicos u otros agentes antimicrobianos que sean
efectivos contra cepas resistentes a los tratamientos convencionales.

e Evaluacion de la eficacia de tratamientos existentes: Las pruebas de actividad
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antimicrobiana in vitro también se utilizan para evaluar la eficacia de los tratamientos
antimicrobianos existentes. Esto ayuda a determinar si un farmaco conserva su actividad
frente a cepas resistentes o si existen nuevas variantes de microorganismos que podrian ser
més dificiles de tratar.

e Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y minima bactericida
(CMB): mediante la utilizacion de las pruebas in vitro se puede determinar el CMI, que es la
concentraciéon mas baja con la que un agente antimicrobiano inhibe el crecimiento del
microorganismo y CMB que es la concentracion mas baja que resulta en la muerte de un
microorganismo. Estos valores son fundamentales para establecer las dosis adecuadas de un

agente antimicrobiano en tratamientos clinicos.

Las pruebas in vitro proporcionan informacion sobre los mecanismos de accién de los agentes
antimicrobianos, esto ayuda a comprender cémo actlan las sustancias frente a los
microorganismos, ya sea mediante la inhibicién de la sintesis de proteinas, la interferencia en la

replicacién del ADN o la alteracion de la membrana celular, entre otros mecanismos (Canut, A., et
al., 2020).

2.9. Métodos de Dilucion

Los métodos de dilucién se utilizan para determinar la concentracion inhibidora minima de un
antimicrobiano para inhibir o matar bacterias/hongos y es la referencia para las pruebas de

susceptibilidad a los antimicrobianos (Montalvéo, y otros, 2014).

Para los métodos de dilucion en caldo inicialmente, se preparan diluciones en serie del agente
antimicrobiano y, una vez listo, se inoculan en tubos con un nimero conocido de bacterias/hongos
analizados, se elabora por separado un conjunto de cepas de control con susceptibilidad conocida,
los tubos se incuban a una temperatura especifica, dependiendo de la temperatura 6ptima de
crecimiento de bacterias u hongos, y durante un periodo de tiempo, los puntos finales se toman
como MIC (concentracion inhibidora minima, es decir, cantidad de agente antimicrobiano
necesaria para inhibir el crecimiento) o MBC (concentracién bactericida minima, es decir,

cantidad de agente antimicrobiano necesaria para matar las bacterias) (Eucast, y otros, 2020).

Otro método de dilucion es la micro dilucién en caldo, que se realiza en placas de micro dilucion
de 96 pocillos (capacidad: 200 pl), generalmente, existe un control positivo (PC; es decir,
antibiético), un MAX (crecimiento maximo de bacterias/hongos) y un MIN (crecimiento minimo
de bacterias/hongos con presencia de antibidtico) como controles (Montalvéo, y otros, 2014). De igual

forma, el ensayo de dilucion en agar se realiza en cajas de Petri, teniendo la posibilidad de probar
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varios organismos en cada placa y los resultados s6lo se aceptan si la placa de control muestra un
buen crecimiento, la ausencia de crecimiento del organismo de prueba indica que existe

susceptibilidad a la concentracion antimicrobiana incorporada en el medio (Eucast, y otros, 2020).

2.10. ANOVA

ANOVA significa Analisis de Varianza. Este analisis es una técnica estadistica que se utiliza para
comprobar si las medias (0 promedios) de dos 0 méas grupos son significativamente diferentes
entre si. ANOVA verifica el impacto de uno o mas factores comparando las medias de diferentes
muestras. Podemos usar ANOVA para probar/desmentir si todos los tratamientos con

medicamentos fueron igualmente efectivos (Analisis de Varianza, 2014).

2.10.1. Cuando se utiliza la prueba estadistica ANOVA

El analisis de varianza ANOVA se la utiliza cuando se obtuvo mas de tres grupos de interés y se
quiere comparar si las medias o promedios son estadisticamente diferentes entre si. Este método
se utiliza generalmente cuando se utiliza varios escenarios de investigacion, a continuacion, se

muestra varios ejemplos:

e Comparacion de grupos: Este ANOVA permite comparar el desempefio de mas de dos grupos
por ejemplo se desea probar la efectividad que tuvo sobre los estudiantes diferentes métodos
de ensefianza utilizados.

e Evaluacion de interacciones: en un ANOVA factorial o de dos vias, puede probar un efecto
de interaccion. Esto significa que no s6lo le interesa el efecto de cada factor individual, sino
también si el efecto de un factor depende del nivel de otro factor.

e Medidas repetidas: si ha medido los mismos sujetos en diferentes condiciones o en diferentes
momentos, puede utilizar ANOVA de medidas repetidas para comparar las medias de estas
medidas repetidas teniendo en cuenta la correlacion entre medidas del mismo sujeto.

e Disefios experimentales: ANOVA se utiliza a menudo en disefios de investigacion
experimental cuando los sujetos se asignan aleatoriamente a diferentes condiciones y el

objetivo es comparar las medias de las condiciones (Analisis de Varianza, 2014)..

2.10.2. Supuestos gque se deben cumplir para utilizar ANOVA

e Normalidad: los datos deben tener una distribucion aproximadamente normal.

e Homogeneidad de las variaciones: las variaciones de los grupos que estd comparando deben
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ser aproximadamente iguales. Esta suposicidn se puede comprobar mediante la prueba de
Levene o la prueba de Bartlett.

o Independencia: Las observaciones deben ser independientes entre si. Esta suposicion se
cumple si los datos se recopilan de manera adecuada sin grupos relacionados (p. ej., gemelos,
parejas emparejadas, medidas repetidas) (Analisis de Varianza, 2014)..

2.10.3. Terminologias relacionadas con ANOVA

Estas algunas terminologias comunes utilizadas en el ANOVA.

2.10.3.1. Gran media

La media es un promedio simple o aritmético de un rango de valores. Hay dos tipos de medias
que se utiliza en los célculos de ANOVA, que son medias de muestras separadas y la media
general. La gran media es la media de las medias muestrales o la media de todas las observaciones

combinadas, independientemente de la muestra (Valderrama, 2021).

2.10.3.2. Hipotesis

Al igual que cualquier otro tipo de hipotesis que se haya estudiado en estadistica, ANOVA
también utiliza una hipétesis nula y una hipétesis alternativa. La hip6tesis nula en ANOVA es
valida cuando todas las medias muestrales son iguales o no tienen ninguna diferencia
significativa. Por tanto, pueden considerarse parte de un conjunto mas amplio de poblacion. Por
otro lado, la hipdtesis alternativa es valida cuando al menos una de las medias muestrales es
diferente del resto de las medias muestrales. En forma matematica, se pueden representar como:

Hipotesis nula e hipotesis alternativa en ANOVA

En otras palabras, la hipétesis nula siempre establece que no hubo ningln efecto significativo en
los resultados o todas las medias muestrales, al contrario, la hipdtesis alternativa o experimental
establece que al menos una de las medias muestrales es diferente de otra. Pero todavia no podemos

decir cuél fue especificamente. Para eso, se usa otros métodos que se discutira mas adelante
(Valderrama, 2021).

2.10.3.3. Distribucion de variabilidad

Esta variabilidad entre las distribuciones se denomina variabilidad entre grupos. Se refiere a
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variaciones entre las distribuciones de grupos (o niveles) individuales a medida que los valores
dentro de cada grupo difieren. Examina cada muestra y calcula la diferencia entre su media y su
media general para calcular la variabilidad. Si las distribuciones se superponen o son cercanas, la
media general es similar a las medias individuales, mientras que, si las distribuciones estan muy

separadas, la diferencia entre las medias y la media general seria grande (Valderrama, 2021).
2.10.3.4. Cociente F

El estadistico cociente F, que se puede expresar como la relacion entre la variabilidad del grupo
y la variabilidad dentro del grupo.

_ Variabilidad entre grupos
" Variabilidad dentro del grupo

Esta formula anterior es bastante intuitiva. EI término numerador en el calculo del estadistico F
define la variabilidad entre grupos. Es decir, la muestra pretende separarse mas a medida que
aumenta la variabilidad entre grupos. En otras palabras, es mas probable que las muestras

pertenezcan a poblaciones diferentes.

En valor cociente F siguiendo la creencia de que HO es verdadera deberia ser aproximadamente
igual a uno. Por lo tanto, cuanto mayor sea el estadistico F, mayor sera la evidencia de que existe

una diferencia entre las medias del grupo (valderrama, 2021)..

2.10.3.5. Valor P en ANOVA

Otra medida para ANOVA es el valor p. El valor p calculado en el analisis ANOVA debe ser
menor que el nivel alfa seleccionado (que generalmente es a=0,05). Si este valor p es menor que
a = .05, rechazamos la hipotesis nula del ANOVA y concluimos que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de los tres grupos, caso lo contrario, si el valor p
no es menor que o = 0,05 entonces no rechazamos la hipdtesis nula y concluimos que no tenemos
evidencia suficiente para decir que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de los tres grupos (Valderrama, 2021)..

2.10.3.6. Grados de libertad

Los grados de libertad son el nimero méximo de valores légicamente independientes, que pueden

variar en una muestra de datos, en otras palabras, los grados de libertad son el nimero de datos
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independientes que se usaron en el experimento para calcular la estimacion, eso no quiere decir
que es igual al nimero de elementos de la muestra utilizada. Para obtener el Gl de la estimacion,
se debe restar 1 del nimero de elementos, por ejemplo, en un estudio se esta buscando la pérdida
de peso media con una dieta baja en carbohidratos se podria usar 6 personas, dando 5 grados de

libertad (6 — 1 = 5), o puede ser cien mil personas con GL = 99.000 (Valderrama, 2021)..

2.10.4. Tipos de ANOVA

e ANOVA unidireccional: es un tipo de prueba estadistica que compara la varianza en las
medias del grupo dentro de una muestra considerando solo una variable o factor
independiente. Es una prueba basada en hipétesis, lo que significa que tiene como objetivo

evaluar multiples teorias mutuamente excluyentes sobre los datos.

En un ANOVA unidireccional las variables independientes estan organizadas en grupos
categoéricos. Por ejemplo, si los investigadores observaran el peso de las morsas en diciembre,
enero, febrero y marzo, habria cuatro meses analizados y, por lo tanto, cuatro grupos para el

analisis.

En un ANOVA unidireccional hay dos hipétesis posibles:

La hipotesis nula (HO) es que no existe diferencia entre los grupos e igualdad entre medias (
por ejemplo: las morsas pesan o mismo en distintos meses).

La hipotesis alternativa (H1) es que existe una diferencia entre las medias y los grupos (las

morsas tienen diferentes pesos en diferentes meses) (Valderrama, 2021)..

e ANOVA de dos vias: Un ANOVA de dos factores es, al igual que un ANOVA de un factor,
una prueba basada en hipétesis. Sin embargo, en el ANOVA de dos factores cada muestra se
define de dos maneras y, como resultado, se divide en dos grupos categdricos. Siguiendo el
ejemplo de las morsas, los investigadores podrian usar un ANOVA de dos factores si su
pregunta es: ";Son las morsas mas pesadas al comienzo o al final de la temporada de
apareamiento y eso depende del sexo de la morsa?" En este ejemplo, tanto el “mes de la
temporada de apareamiento” como el “sexo de la morsa” son factores, es decir, en total, hay
dos factores. Una vez mas, se debe considerar el nimero de grupos de cada factor: para “sexo”

solo habra dos grupos “masculino” y “femenino”.

Por lo tanto, el ANOVA de dos factores examina el efecto de dos factores (mes y sexo) sobre
una variable dependiente (en este caso, el peso) y también examina si los dos factores se
afectan entre si para influir en la variable continua (Valderrama, 2021)..
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2.10.5. Métodos para encontrar dos poblaciones diferentes

Existen varias pruebas post hoc potenciales que podemos utilizar después de un ANOVA, pero
las mas populares incluyen:

Prueba de Tukey

Prueba de Bonferroni

Prueba de Scheffe

2.10.5.1. El método Tukey

La prueba post-hoc de Tukey se la utiliza cuando se va hacer comparaciones por pares entre
medias de grupos, el término "por pares" significa que solo queremos comparar dos medias de
grupos a la vez, ademas los tamafios de la muestra deben ser iguales para cada grupo, si se tiene
tamafos de muestra diferentes se puede utilizar la versién modificada conocida como prueba de

Tukey-Kramer.

Por ejemplo, supongamos que tenemaos tres grupos: Al, A2, A3. Se quiere utilizar la prueba post-

hoc de Tukey que permitira realizar las siguientes comparaciones por pares:

MAL = pA2
HA2 = HA3
MAL = pA3

Para k grupos, hay un total de k ( k -1)/2 posibles comparaciones por pares (Valderrama, 2021)..
2.10.5.2. El método Scheffe

La prueba post-hoc de Scheffe se la utiliza cuando se desea hacer todas las combinaciones
posibles entre medias de grupos, es decir esta prueba permite comparar mas de dos medidas a la

vez a diferencia de la prueba de Tukey.

Tomemos el ejemplo anterior, solo que se aumentd un grupo: Al, A2, A3, A4, esta prueba post-

hoc permitira realizar comparaciones complejas como:

pAl+pA2 =p A3+ pA4
LAl —-—pA2 =p A3 —-pA4d

ademas de realizar comparaciones complejas, la prueba de Scheffe es més flexible y produce
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intervalos de confianza méas amplios, siendo esta una debilidad ya que tiene una baja capacidad
para detectar diferencias reales entre grupos. Cabe mencionar que esta prueba no requiere que los

tamanos muestrales de los grupos sean iguales. (Valderrama, 2021)..

2.10.5.3. El método Bonferroni

La prueba post-hoc de Bonferroni se la utiliza cuando ya se tiene de antemano un conjunto de
comparaciones planificadas, es decir que solo nos interesa realizar algunas comparaciones entre

grupos y no todas las que se pueda generar como en el caso de la prueba de Tukey.

Por ejemplo, si se tiene tres grupos (A1, A2, A3) y se quiere solo comparar:
MAL = nA2
MA2 = pA3

Es decir que en nuestra investigacion no se requiere comparar todas las posibles combinaciones
generadas por los grupos, sino que se sabe con anticipacidn cuales son las comparaciones que nos
sirve, la prueba post-hoc de Bonferroni es la ideal, ademéas produce intervalos de confianza méas
estrechos, lo que representa gue tiene una mayor capacidad para detectar diferencias reales entre
los grupos de interés. Al igual que la prueba Scheffe, Bonferroni también acepta diferentes

tamarfios muestrales. (Valderrama, 2021).
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CAPITULO 3

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de la investigacion

El enfoque de la investigacion fue cuantitativo porque se recolectaron y analizaron datos
numéricos para obtener resultados y conclusiones. Se realiz6 pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana y se midio las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) y minimas bactericidas
(CMB) del extracto de Equisetum giganteum L. Posteriormente los datos se procesaron

estadisticamente para determinar la efectividad del extracto como agente antimicrobiano.

3.2. Modalidad de la investigacion

Esta investigacion fue clasificada como aplicada ya que se utilizd el conocimiento tedrico
adquirido en las aulas y en la revision bibliografica para abordar el problema especifico de esta
investigacion que fue la susceptibilidad antimicrobiana del extracto de Equisetum giganteum L.)

frente al crecimiento de las cepas ATCC mencionadas.

3.3. Disefio de la investigacién

3.3.1.  Segun la manipulacion o no de la variable independiente

Esta investigacion se considerd experimental debido a que involucr6é la manipulacion de la
variable independiente para evaluar su posible efecto antibidtico sobre el crecimiento de
microorganismos especificos, como Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y
Klebsiella pneumoniae. En este disefio experimental, se tuvo el control sobre la variable
independiente, que en este caso corresponde al extracto de Equisetum giganteum L. (Cola de

Caballo), y se puedo realizar experimentos para determinar su impacto en las cepas mencionadas.

En este estudio, se determind si el extracto de Equisetum giganteum L. tuvo un efecto
antimicrobiano sobre estas cepas bacterianas, para hacerlo, se aplicaron diferentes
concentraciones del extracto (101, 102,10%), lo que constituyé la manipulaciéon de la variable
independiente, se observé como estas concentraciones afectan el crecimiento de las bacterias,
luego, se analizd los resultados para determinar si existen diferencias significativas en el
crecimiento bacteriano y establecer si el extracto de Equisetum giganteum L. tiene propiedades

antimicrobianas y, de ser asi, en qué concentraciones es mas efectivo.
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3.3.2.  Segun la perspectiva temporal

La parte practica fue la manipulacién la concentracién del extracto de Equisetum giganteum L.
sobre las diferentes cepas bacterianas y se observo su efecto en el crecimiento de las bacterias
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae, esta manipulacion y
observacidon controlada se lleva a cabo en un entorno de laboratorio, lo que implica la realizacion
de experimentos y la medicion de resultados en un determinado tiempo, lo que se alinea con la

investigacion de tipo trasversal.

3.4. Tipo de estudio

Este estudio busco determinar el efecto antimicrobiano in vitro que tuvo el extracto de Equisetum
giganteum L. sobre el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y
Klebsiella pneumoniae utilizando cepas ATCC, es principalmente un estudio de laboratorio, lo
que lo clasifica como un estudio de campo. En este contexto, se llevan a cabo experimentos en un

entorno controlado de laboratorio donde se manipulan variables y recopilan datos.

3.5. Meétodo de investigacion

El método utilizado en este estudio fue el método analitico sintético, este método consiste en la
investigacion de los componentes o partes de un fenémeno (en este caso, el extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum L. y su efecto sobre las cepas de bacterias Pseudomonas
aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae). Una vez analizado y comprendido

el experimento, los resultados se combinaron para llegar a una conclusién general.

También se considerd como una fase analitica, el método de diluciény observacion de la actividad
bactericida a diferentes concentraciones del extracto 10, 102, 10° mientras se determinaba la
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB). para

cada cepa bacteriana, y la fase sintética fue al evaluar los resultados y extraer conclusiones

3.6. Disefio experimental

Se realiza un andlisis estadistico ANOVA de un factor para cada cepa, siendo la variable
independiente la concentracion del extracto y las variables dependientes son los resultados de
crecimiento de cada cepa- Si el ANOVA indica diferencias significativas, se realizan pruebas post
hoc (especificamente la prueba de Tukey) para identificar qué concentraciones son

significativamente diferentes entre si-
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Los grupos Experimentales a tratar son:
Grupo 1: Pseudomonas aeruginosa con diferentes concentraciones del extracto.
Grupo 2: Enterococcus faecalis con diferentes concentraciones del extracto.

Grupo 3: Klebsiella pneumoniae con diferentes concentraciones del extracto.

Utilizando diferentes concentraciones del extracto de Equisetum giganteum L- y para aumentar la
robustez de tus resultados se realizard 3 repeticiones para cada combinacion de cepa y

concentracion.

3.6.1.  Metodologia para realizar la prueba estadistica ANOVA

e Definir las hipotesis:
Hipdtesis nula (HO): Las medias de todos los grupos son iguales.
Hipotesis alternativa (H1): Al menos la media de un grupo es diferente de los demas.

e Elegir un nivel de significancia:
El nivel de significancia (a menudo denominado a) suele fijarse en 0,05. Esto implica que
esta dispuesto a aceptar un 5% de posibilidades de equivocarse al rechazar la hipétesis nula.

e Recopilar y organizar los datos:
Se deben recopilar datos para cada grupo bajo estudio. Asegurese que los datos cumplan con
los supuestos de un ANOVA: normalidad, independencia y homogeneidad de varianzas.

e Calcular la estadistica de prueba ANOVA en el programa estadistico Spss:
Calcular la suma de cuadrados entre los grupos (SCE), la suma de cuadrados dentro (SCD) y
la suma de cuadrados total (SCT).
Calcular los grados de libertad (GL) para cada suma de cuadrados (GLE, GLD, GLT).
Calcular los cuadrados medios entre (CME) y los cuadrados medios dentro (CMD) dividiendo
la suma de cuadrados por los grados de libertad correspondientes.
Calcular el estadistico F como la relacion entre CME y CMD.

e Comparar estadisticamente el valor F
Determinar el valor critico F usando los grados de libertad entre grupos, dentro de los grupos
y total. Establecer si el valor F calculado es mayor que el F critico aceptado entonces se acepta
la hipdtesis alternativa

e Examinar el valor p:
Si el valor p asociado con el estadistico F calculado es menor que el nivel de significancia
(normalmente 0,05), se rechaza la hip6tesis nula.

e Pruebas post hoc:

Si rechazd la hipotesis nula, realizar la prueba post hoc ( HSD de Tukey) para determinar qué
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medias de grupos especificos (si tiene méas de dos grupos) son diferentes entre si.

e Informacion de resultados:
Independientemente si los resultados fueron favorables o no para la investigacion, se debe
informar los hallazgos de manera comprensible, mostrando el valor F calculado, el valor p

obtenido y si se acept6 o no la hipétesis nula.

3.7. Poblacién y planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.7.1.  Poblaciony planificacion
La poblacién objeto de estudio abarca a las cepas las cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae, obtenidas mediante donaciones por entidades

externas para el desarrollo de la presente investigacion-

3.7.2.  Selecciony calculo de la muestra

La muestra corresponde al total de la poblacién objeto de estudio-

Criterios de inclusion:

e Cepas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae de
referencia ATCC.

e Muestras del extracto de Equisetum giganteum L- (Cola de caballo).

Criterios de exclusion:
o Cepas diferentes a Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella
pneumoniae.
e Extractos de Equisetum giganteum L- que no cumplan con los estdndares de calidad o

pureza requeridos.
3.8. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion
3.8.1.

Equipos, materiales, reactivos e insumos

Tabla 3-1: Equipos, materiales, reactivos e insumos utilizados

Equipos Materiales Reactivos Insumos
e Autoclave e  Agitadores de | ¢ Reactivo de | ¢ Algodon
e Estufa vidrio Liebermann e Asade kolle

41




e Balanza analitica e Capilares Burchard e Espatula
e Bafio maria e Pipetas Pasteur e Reactivo de | ¢ Guantes
e Cocina eléctrica e Probetas cloruro férrico quirdrgicos
e Refrigerador e  Tubos de ensayo e Pinzas
e Mechero Bunsen e Cajas Petri e Papel aluminio
e Lunade reloj e Gradilla para tubos
e Vasos de de ensayo
precipitado
e Balones
e Matraz Erlenmeyer
e Cubetas
cromatograficas

Fuente: (Medina, 2016)
Realizado por: Zhicay, I. 2023.

3.8.2.  Metodologia del experimento

3.8.2.1. Recoleccién y procesamiento de la materia vegetal Equisetum gigateum L. (Cola de

caballo)

El material vegetal fue colectado a principios de noviembre en el sector La Florida, ubicado en la
parroquia San Miguel de Conchay, distrito de Limoén Indanza, Morona Santiago, Ecuador, para
garantizar la autenticidad de los ejemplares la recoleccion se la realiz6 manualmente y
posteriormente fueron colocadas cuidadosamente en bolsas papel para prepararlos, identificarlos
y depositarlos en la Escuela Politécnica Superior de Chimborazo, una vez en el laboratorio las
muestras fueron lavadas para eliminar posible contaminaciones de la materia prima,
inmediatamente después se dividieron en pequefias porciones para favorecer un secado uniforme.
La etapa de desecacion se llevo a cabo el laboratorio de Tecnologia Farmacéutica a una
temperatura constante de 50 °C durante 14 horas, este minucioso proceso tiene como objetivo

preservar la composicion quimica de la materia vegetal.

Finalmente, para asegurar una mejor absorcién de los solventes en los procedimientos posteriores
las muestras fueron trituradas, con este procedimiento no solo hizo que las muestras recolectadas
fueran de calidad, sino que también proporcion6 una preparacién apropiada para investigaciones
posteriores, lo que es de gran importancia en investigaciones farmacéutica donde la composicion

quimica de las plantas es fundamental para su mejor analisis.

3.8.3.  Analisis fisicoguimico de Equisetum gigateum L

El objetivo de esta fase es caracterizar el extracto a partir de sus caracteristicas fisicas y quimicas

para obtener una comprension mas profunda de su composicién. El analisis fisico quimico destaca
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los componentes esenciales de los extractos y sus efectos terapéuticos en el enfoque bioquimico.

3.8.4.  Obtencidn del extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo)

3.8.4.1. Extraccion por el método de percolacion

Preparar los sistemas de percolacion de 1000 ml con el sujetador y papel filtro
Pesar y colocar 30 gramos de ramas de Equisetum giganteum L

Colocar 300 ml de solvente (alcohol al 96%)

Dejar la llave abierta para iniciar la extraccion

Limpiar y esterilizar el matraz donde se colocaré el extracto

Recoger el extracto del percolador a un flujo de 20 gotas por minuto

Almacenar en un lugar adecuado el extracto

L N o o K~ DN

Finalizar el procedimiento de extraccion

3.8.4.2. Caracteristicas organolépticas del extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L.

La evaluacion de las caracteristicas organolépticas del extracto hidroetandlico de Equisetum
giganteum L. (Cola de caballo), se las realizé tomando en cuantas percepciones sensoriales como
el color, olor, sabor, etc. Esta evaluacién proporcioné informacion valiosa para esta investigacion
sobre la composicion y la calidad del extracto, la evaluacion del extracto tuvo las siguientes

consideraciones:

Tabla 3-2: Caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum
L.

Caracteristica | Descripcion

Color Observe visualmente el color del extracto y describirlo utilizando términos como

"verde oscuro".

Olor Oler el aroma del extracto y describa los aromas como "vegetal”, "floral", "terroso",
etc.
Sabor Hacer una pequefia prueba de sabor, asegirese de mantenerlo seguro y describir el

sabor en términos de "amargo”, "dulce", "acido", etc.

Textura Comprobar la textura del producto, si es liquido o si esta pastoso, viscoso, etc.
Claridad Verificar la claridad del extracto si es transparente, turbio u opaco
Impurezas Examinar si hay impurezas visibles

Fuente: (Medina, 2016)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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3.8.4.3. Determinacion del rendimiento de la extraccion

Procedimiento para determinar el rendimiento del extracto:

1.

Llevar el extracto al matraz de fondo plano

Colocar el extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L. (Cola de caballo) en un matraz
previamente tarado, utilizando técnicas que minimicen la pérdida del material.

Secado completo

Colocar sobre una estufa a una temperatura de 40 a 50° C durante una hora hasta eliminar el
solvente y deje solo el extracto

Enfriado

Dejar las muestras a temperatura ambiente

Pesado

Las muestras secas colocar en una balanza de precision y registrar los pesos

Calcular el porcentaje de rendimiento

Con los datos obtenidos para los pesos finales se procedid a determinar los rendimientos

porcentuales aplicando la ecuacién

peso extracto seco
%RE = x 100
peso planta seca

Registrar los datos
En el cuaderno de laboratorio registrar los datos de los céalculos obtenidos
Andlisis de resultados

Interpretar y analizar los resultados para evaluar la eficiencia del proceso de extraccion.

3.8.4.4. Separacion e identificacion por cromatografia en capa fina (ccf).

1.

Colocar un volumen adecuado de fase mdvil en las cubas cromatograficas, esperar 30
minutos.
Sembrar el extracto en las placas de silica gel (fase estacionaria), poner en contacto con la
fase movil hasta su acenso aproximadamente de 1 cm del extremo de las placas.
Una vez secas llevar las placas a la luz UV e identificar con reveladores quimicos.
Identificacion de terpenos:

- Fase movil: Tolueno de acetato de etilo (90:10)

- Revelador: Liebermann-burchard

Identificacién de taninos

- Fase mdvil: Metanol y agua (90:10)
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- Revelador: Cloruro Férrico al 5% en etanol

Identificacion de flavonoides
- Fase movil: acetato de etilo, &cido acético, &cido formico y agua (100:11:11:24)

- Revelador: cloruro de aluminio al 5%; longitud de onda 254 nm

Identificacion de alcaloides
- Fase movil: Acido acético, metanol, agua (70:10:20)
- Revelador: Dragendorf

3.8.4.5. Determinacién del factor de referencia (rf)

Distancia recorrida por la muestra

Formula: RF = — - , —
Distancia recorrida por la fase moévil

3.8.5. Determinacion del efecto antimicrobiano in vitro

3.8.5.1. Procesamiento de las cepas clinicas en estudio

Tabla 3-3: Medios de cultivo a utilizarse

Medios de cultivo

Composicién

Proposito

Agar nutritivo

El agar nutritivo es un medio
generalmente compuesto de extracto
de carne y peptona, con la adicion de
agar como agente solidificante.

Este medio es rico en nutrientes y
proporciona condiciones de
crecimiento generales. Es util para
observar el crecimiento general de
bacterias.

Agar de soja triptico

Este medio combina extracto de soja,
caseina peptonica y digestion de
tejido animal, junto con agar para
solidificacion.

Es utilizado en la investigacion para
propositos generales y puede ser
adecuado para evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana.

Agar Mueller-Hinton

Compuesto  principalmente  por
caseina hidrolizada, almidoén y carne
de res en polvo, este medio incluye
agar para solidificacion.

es especialmente disefiado para
pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana, La composicion
equilibrada de este medio permite
una difusién uniforme de los agentes
antimicrobianos, proporcionando
resultados precisos y reproducibles.

Fuente: (Medina, 2016)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Conservar y replicar las cepas ATCC utilizando diferentes medios de cultivo como se detalla en

la tabla 3-4.
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Tabla 3-4: Procesamiento de las cepas clinicas en estudio

comunicacion

(agar de digestion de
caseina de soja), agar
de sangre de oveja no
selectivo, agar de
métodos estandar

(agar de recuento en

(agar de digestion de
caseina de soja), agar
de sangre de oveja no
selectivo, agar de
métodos estandar

(agar de recuento en

Cepa ATCC Pseudomonas Enterococcus Klebsiella pneumoniae
aeruginosa faecalis
Medios de | Agar de soja triptico | Agar de soja triptico | Agar de soja triptico (agar de

digestién de caseina de soja),
agar de sangre de oveja no
selectivo, agar de métodos

estandar (agar de recuento en

placa) o agar nutritivo

placa) o agar nutritivo | placa) 0 agar
nutritivo
Temperatura 35°C 35°C 35°C
Atmosfera Aerobio Aerobio Aerobio
Tiempo de | 24 a 48 horas 24 a 48 horas 24 a 48 horas
crecimiento

Fuente: (Medina, 2016)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

3.8.5.2. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

Difusién en Disco (Kirby-Bauer)

Este método consiste en inocular bacterias previamente aisladas en una placa Petri con agar
Mueller- Hinton (AMH), seguido por la colocacién de discos de papel impregnados con la materia
vegetal en la superficie del agar. La susceptibilidad antimicrobiana se evalla al mediar el diametro
de las zonas de inhibicion bacteriana alrededor de los discos que contienen el extracto para luego

compararlos con los criterios de interpretacion de resultados utilizados para este método.

Medio de Cultivo: Agar Mueller-Hinton (AMH)

Procedimiento del medio de cultivo

1. Preparar el AMH de acuerdo a las indicaciones del fabricante. Este medio debe ser preparado
con agua destilada o des ionizada

2. Hervir el agar ya preparado agitando constantemente hasta que esté completamente disuelto,
luego esterilizar en autoclave a 121 °C por 15 minutos.

3. Verificar que el pH de la preparacion esté entre 7,2-7,4 a temperatura ambiente.

4. Enfriar el agar a 40-50 °C, luego verter el agar en las cajas Petri previamente esterilizadas

5. Dejar que el agar solidifique
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6. Secar las placas a 30-37 °C en incubadora, con las tapas ligeramente abiertas hasta que la

humedad se evapore.

Diluciones del extracto

1. Pesar 3 gramos de extracto y diluir en 0.1 ml DMSO (3000 mg/ml). Realizar diluciones del
extracto hasta obtener una concentracion de 187.5 mg/ml.

2. Las concentraciones a colocar en los discos seran: 3000 mg/ml, 1500 mg/ml, 750 mg/ml, 375
mg/ml y 187,5 mg/ml

Preparacion del indculo

1 Tomar 1000 ul de bacteria previamente inoculado en caldo. Afiadir 9 ml de agua de peptona
hasta lograr la comparacion al estandar Mcfarland.

2 Realizar diluciones 10

3 Sembrar la dilucion 102 en las cajas Petri anteriormente preparadas. Afiadir los discos en
blanco.

4  Colocar las diluciones del extracto.

5 Reportar los resultados midiendo los halos de inhibicién

3.8.5.3. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Método de Micro dilucién en Caldo

El medio de cultivo a utilizarse es el Caldo Nutritivo que al igual que lo mencionado anteriormente
se tiene que preparar segun las indicaciones del fabricante con el objetivo de determinar la
concentracién minima inhibitoria del extracto de Equisetum giganteum L. frente a cepas de
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae utilizando el método

de micro dilucion en caldo para ello se lo realizara de la siguiente manera:

1. Preparacion del Caldo Nutritivo:

e Preparar el caldo nutritivo segun las indicaciones del fabricante.

e Asegurarse de que la preparacion cumpla con los estandares de calidad y sea estéril.
2. Preparacion de la Suspension Bacteriana:

e Cultivar las cepas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella

pneumoniae en agar soya tripticaseina.

e Suspender las colonias en 2 ml de caldo Nutritivo y dejar incubar por 18 horas a 37 °C.

3. Dilucion del Extracto:

e Preparar la muestra madre del extracto: 1,5 g de extracto en 1 ml de DMSO
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4. Siembra en los pocillos
e En cada uno de los pocillos colocar 150 pl de caldo nutritivo.
e Colocar en el primer pocillo 150 pl del extracto previamente preparado y realizar las
diluciones seriadas, excepto en el ultimo pocillo el cual sera el control positivo
e Por ultimo colocar en todos los pocillos 150 pl del indculo de la bacteria
5. Determinacion de la CMI:
e La CMI es la concentracién mas baja del extracto que inhibe el crecimiento visible de las
bacterias.
6. Registro de Resultados:
e Registrar la concentracion del extracto en el tubo més bajo donde no se observa

crecimiento bacteriano.

3.8.5.4. Determinacion de la concentraciéon minima bactericida

Para determinar la concentracion minima bactericida del extracto de Equisetum giganteum L.
frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella pneumoniae se lo

realizara de la siguiente manera:

7. Preparacion del Caldo Nutritivo:
e Preparar el caldo Mueller-Hinton Catién segun las indicaciones del fabricante.
e Asegurarse de que la preparacion cumpla con los estandares de calidad y sea estéril.
8. Preparacidn de la Suspensién Bacteriana:
e Cultivar las cepas de Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis y Klebsiella
pneumoniae en agar soya tripticaseina.
e Suspender las colonias en 2 ml de caldo Nutritivo y dejar incubar por 18 horas a 37 °C.
9. Dilucidn del Extracto:
e Preparar la muestra madre del extracto: 1,5 g de extracto en 1 ml de DMSO
10. Siembra en los pocillos
e En cada uno de los pocillos colocar 150 ul de caldo nutritivo.
e Colocar en el primer pocillo 150 pl del extracto previamente preparado y realizar las
diluciones seriadas, excepto en el altimo pocillo el cual sera el control positivo
e Por tltimo, colocar en todos los pocillos 150 pl del in6culo de la bacteria
11. Diluciones de los pocillos
e Elegir 4 pocillos en el cual no se presente turbidez incluido el control positivo y
realizar 3 diluciones.

e Sembrar en agar soya tripticaseina mediante la técnica de gota cada una de las
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diluciones y dejar incubar por 18 horas a 37 °C.
12. Determinacion de la CMB:
o La CMB es la concentracion mas baja del extracto que no permite el crecimiento visible
de las bacterias.
13. Registro de Resultados:
e Registrar la concentracion del extracto en el tubo més bajo donde no se observa

crecimiento bacteriano.

3.8.6.  Metodologia para Tamizaje Fitogquimico de Equisetum giganteum L. (Cola de
Caballo)

El tamizaje fitoquimico es una técnica que se utiliza comlUnmente para identificar y evaluar la
presencia de diferentes compuestos fenolicos presentes en los extractos de las plantas medicinales,
para lo cual se utiliza una serie de ensayos con técnicas fundamentadas que se basan en reacciones
quimicas especificas que permiten visualizar o no la presencia de los diferentes grupos de
compuestos bioactivos como: flavonoides, alcaloides, terpenos, entre otros. Estos ensayos
cualitativos se muestran a través de cambios de color, formacion de precipitados o reacciones
quimicas particulares, proporcionando una vision general de la composicion quimica de la
muestra vegetal, pero no cuantifica la cantidad presente, ni identifica los tipos especificos de
compuestos, es decir solo identifica la presencia de compuestos bioactivos con potencial

terapéutico.

Procedimiento

1. Preparacion de Extractos:
e Recolectar y secar adecuadamente las muestras de Equisetum giganteum L.
e Obtener el extracto mediante el método de percolacién utilizando alcohol al 96 % como
solvente.
2. Aplicacion de Ensayos Especificos:
e Flavonoides: Ensayo de Shinoda y Antocianidinas
e Cumarinas: Ensayo de Baljet
e Quinonas/Antraquinonas: Ensayo de Borntrager
o Alcaloides: Ensayos de Dragendorff, Mayer y Wagner
e Triterpenos o Esteroles: Ensayo de Liebermann-Burchard
e Saponinas: Ensayo de Espuma.

e Glicosidos Cardiotdnicos: Ensayo de Kedde.
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e Aminoacidos libres: Ensayo de Ninhidrina.

e Compuestos Fenolicos y/o Taninos: Ensayo de Cloruro Férrico.

e Azlcares Reductores: Ensayo de Fehling.

¢ Resinas: Ensayo de Resinas.

Registro y Analisis de Resultados:

e Registrar los resultados obtenidos para cada prueba.

e Analizar y comparar los resultados para determinar la presencia o ausencia de cada

compuesto fitoquimico en la muestra de Equisetum giganteum L.
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CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

4.1. Control de calidad realizada a la materia vegetal

4.1.1.  Determinacion de cenizas totales de Equisetum giganteum L crudo

Tabla 4-1: Cenizas totales de Equisetum giganteum L. crudo

Muestra vegetal % de cenizas | % de cenizas | % de cenizas | Valor referencial
Réplica 1 Réplica 2 Promedio
Equisetum giganteum L 12,32 % 10,40 % 11,36 % 10% al 20%

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

La tabla 4-1 muestra los valores obtenidos de las muestras 1y 2 que son del 12,32% y del 10,40%,
respectivamente. El promedio de ambas muestras arroja un valor de 11,36% que corresponde al
contenido de cenizas totales presentes en la muestra Equisetum giganteum L. Al realizar un
analisis comparativo de los resultados obtenidos con el trabajo de titulacion realizado por (Medina,
2016) titulado “Determinacion del efecto antimicrobiano in vitro del extracto de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) sobre el crecimiento de staphylococus aureus, escherichia coli y
candida albicans”, Arequipa, 2015, donde obtiene un porcentaje de cenizas totales de 24,79%, se
comprueba que este valor se encuentra distante a este trabajo, pero comparando estos valores con
el valor referencial citado en el trabajo de titulacion realizado por (Gutierrez, y otros, 2018) titulado:
“Efecto Anticancerigeno de Extractos de Equisetum Giganteum L. “cola de caballo” en lineas
celulares HeLa y HepG2, Arequipa — Boston, 2017 — 2018, en donde menciona que las cenizas
totales en esta especie de planta es del 10% al 20%, se deduce que los resultados se encuentran
dentro del rango establecido, esto indica que en términos generales, las muestras analizadas tienen
un contenido de cenizas totales que se alinea con lo reportado en la literatura. Cabe recalcar que
las cenizas totales en plantas como Equisetum giganteum L. puede variar dependiendo de varios

factores, como las condiciones de crecimiento, el suelo, la época de la cosecha, entre otros
(Debenedetti, y otros, 2017).

4.1.2.  Determinacion de humedad de Equisetum giganteum L.

Tabla 4-2: Humedad de Equisetum giganteum L.

Muestra vegetal Contenido de humedad % Valor referencial
Reéplica 1
Equisetum giganteum L 5.022% 4% al 15%

Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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La tabla 4-2 muestra el contenido de humedad del Equisetum giganteum L. realizado en el
laboratorio, esta determinacion fue una pieza esencial para saber si la conservacion y el
procesamiento del material vegetal es dptimo para su posterior analisis fitoquimico y
farmacéutico, un contenido de humedad superior al limite maximo puede influir en la estabilidad
y la calidad del extracto, ya que los niveles elevados de humedad podrian afectar la durabilidad y
facilitar la proliferacién microbiana, lo que eventualmente alteraria las propiedades quimicas de

las muestras (Chavez, y otros, 2021).

El valor calculado de 5.022% para contenido de humedad del extracto del Equisetum giganteum
L., se situ6 dentro del rango referencial de 4 al 15% mencionado por Peldez y Pereda (2018), asi
también se observo que este valor se encuentra cerca del limite inferior, este resultado contrasta
con el estudio realizado por Mendoza y Aguirre (2022), donde se indic6 un valor de 11,6% de
humedad, al igual que la investigacion de Medina (2016) donde el valor calculado de humedad
fue de 15,68% que es un valor superior al referencial, segin Mendoza y Aguirre (2022) el valor
de la humedad en el E. giganteum L. crudo puede variar por varios factores, como son: el ambiente
en el que crece la planta, las condiciones climaticas, la temporada de cosecha y el proceso de

almacenamiento.

4.2. Extracto de Equisetum giganteum L.

4.2.1.  Obtenciodn del extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo)

Tras la recoleccion de la materia vegetal, se procedié a obtener el extracto hidroalcohdlico de

Equisetum giganteum L., utilizando como solvente alcohol al 96%, para la obtencién del extracto

se utiliz6 el método de percolacion, que asegurd obtener los componentes deseados de la planta.

llustracion 4-1: Sistemas de percolacion

usando solvente hidroalcohdlico.
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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Luego de obtener el extracto, se procedi6 a desecarlo utilizando un rotavapor hasta que el solvente
se evaporo casi por completo, posteriormente, se traslado el extracto a una estufa a 30 °C, donde
se mantuvo durante 48 horas para asegurar la completa evaporacion del solvente con este proceso
se garantizo la obtencion de un extracto semi sélido y estable, listo para los analisis y ensayos

pertinentes en el estudio.

4.2.2.  Caracteristicas organolépticas del extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum
L.

El extracto hidroalcohdlico derivado de la planta Equisetum giganteum L. (cola de caballo) se
exhibe en la ilustracion 4-2, donde se destaca su apariencia y propiedades organolépticas, la tabla
4-3 detalla especificamente estas caracteristicas, proporcionando un analisis detallado de sus
atributos sensoriales. Estas cualidades fueron de gran ayuda al momento de entender la percepcion

sensorial de este extracto.

llustracién 4-2: Extracto hidroalcohdlico

de Equisetum gigateum L.
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Tabla 4-3: Caracteristicas organolépticas del extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L.

Caracteristica | Descripcion

Color Verde oscuro

Olor Suigeneris

Sabor Amargo

Textura Liquido

Claridad Claro

Impurezas No hay presencia de impurezas.

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

53



En la Tabla 4-3 se muestra una descripcion detallada de las caracteristicas organolépticas del
extracto: él se color presenta con un tono verde oscuro, y se lo describe como "Suigeneris"”, lo que
indica un olor particular, singular o Unico, es decir con propiedades distintivas y especificas para
el extracto de Equisetum giganteum L., también se percibié un sabor amargo ademas la textura es
liquida y claro, lo que implica que no tiene turbidez ni opacidad, no se detectd la presencia de

impurezas.

El tono verde oscuro indicé la presencia de ciertos compuestos especificos, como clorofila u otros
pigmentos naturales que pueden estar presentes en la planta de Equisetum giganteum, la
singularidad en el aroma podria ser relevante en términos de identificacion y evaluacién de la
autenticidad del extracto, el sabor amargo podria ser un indicativo de la presencia de ciertos
compuestos bioactivos, como alcaloides o flavonoides, que a menudo presentan esta
caracteristica, la consistencia liquida y la claridad indican que es extracto homogéneo y libre de
particulas sélidas o impurezas, la falta de impurezas es un aspecto positivo y resalta la pureza del

extracto.

Las caracteristicas organolépticas del extracto de Equisetum giganteum L. se compararon con
investigaciones previas similares realizadas por Céceres (2018) y Debenedetti & Stoliar (2017),
mostrando ciertas similitudes, los autores de los estudios mencionaron un extracto de tono verde
oscuro que se asemeja a los resultados obtenidos en esta investigacion. En relacion al olor,
encontramos un perfil Gnico, que se describe como "suigeneris". Esta particularidad en el olor no
se ha mencionado previamente en investigaciones relacionadas con Equisetum, por lo que se
dedujo una composicién quimica distintiva o una variabilidad genética entre especies, el sabor
amargo observado en nuestro estudio coincide con los resultados de Mendoza & Aguirre (2022),
quienes también identificaron un sabor amargo en extractos de Equisetum giganteum L. Sin
embargo, Paiba & Pérez (2019) informaron un sabor ligeramente dulce en sus muestras de

Equisetum robustum, lo que contrasta con nuestro hallazgo.

La textura, del extracto se present6 liquida con una claridad notable, sin presencia de impurezas
visibles, hallazgos que concuerdan con la mayoria de los estudios mencionados anteriormente,
las diferencias entre algunas caracteristicas organolépticas podrian deberse a variaciones en la
especie, las condiciones de cultivo, el método de extraccion o incluso a factores ambientales, las
discrepancias resaltan la necesidad de investigaciones adicionales para comprender mejor la
variabilidad en las caracteristicas organolépticas y su posible relacion con la composicion quimica
y las propiedades medicinales de Equisetum giganteum L. En general, los resultados de esta

investigacion se alinean con la mayoria de los estudios previos en términos de color, textura 'y
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4.2.3.

Tabla 4-4: Rendimiento de los extractos de Equisetum giganteum L.

ausencia de impurezas, se observo discrepancias en el olor y el sabor, lo que sugiere posibles

variaciones en la composicion guimica de los extractos de Equisetum giganteum L.

Determinacién del rendimiento del extracto de Equisetum giganteum L.

MATERIA EXTRACTO | RENDIMIENTO
SOLVENTE EXTRACTOS VEGETAL (g) SECO (g) (%)
. MUESTRA 1 30 3,94 13,13
HIDROALCOHOLICO MUESTRA 2 30 3,85 12,83

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

La tabla 4-4 muestra los rendimientos obtenidos de las dos muestras de Equisetum giganteum L.
mediante el uso del solvente hidroalcohdlico. La Muestra 1 produjo un extracto seco de 13.13%
a partir de 30 gramos de materia vegetal, mientras que la Muestra 2 generd un extracto seco de
12.83% con la misma cantidad de materia vegetal, esto sugiere un rendimiento ligeramente mayor

en la Muestra 1 en comparacion con la Muestra 2.

Al comparar estos resultados con investigaciones similares, se observan variaciones en los
rendimientos de extractos de Equisetum giganteum L., en un estudio de (Mendoza, y otros, 2022),
utilizando un método de extraccion similar, obtuvieron un rendimiento promedio de 11.5%, en
contraste, Paiba & Pérez (2020) reportaron rendimientos que oscilaban entre el 14% y el 16%,
empleando el mismo solvente, estas diferencias en los rendimientos podrian atribuirse a maltiples
factores, como las condiciones de cultivo, el estado y la parte de la planta utilizada, la técnica de

extraccion, y la variabilidad inherente a la especie de Equisetum giganteum L.

4.2.3.1. Andlisis estadistico descriptivo del rendimiento (%) del extracto de Equisetum

giganteum I. (cola de caballo)

Tabla 4-5: Andlisis estadistico descriptivo del rendimiento (%)

Materia | Extracto | Media | Desviacion o Media | Desviacion
i Rendimiento(R) i
Extracto | vegetal seco del estandar %) del R estandar
0
(9) (ES)(9) ES del ES del R
Muestra 1 30 3,94 3,895 0,045 13,13 12,98 0,15
Muestra 2 30 3,85 12,83

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la tabla 4-5 se muestra los valores estadisticos descriptivos del rendimiento (%), en donde el

peso del extracto seco (ES) esta dado en gramos y para la Muestra 1 (M1) es de 3,94 y 3,85 para
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la Muestra 2 (M2), la media general calculada para del ES es de 3,895 con una deviacién estandar
de 0,045, en cuanto al rendimiento (R), para la M1 es de 13,13% y para la M2 12,83% con una
media general de 12,98% Yy una desviacion estandar de 0,15 entre las muestras. Con estos datos
se puede deducir que existe una pequefia variacion entre las muestras M1 y M2 en cuanto al
extracto seco y al rendimiento, la desviacion estandar demuestra que existe una consistencia con

los resultados obtenidos.

4.2.4.  Tamizaje fitoquimico del extracto hidroetanolico de Equisetum giganteum L.

El anélisis fitoquimico del extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L. revel6 la presencia
de diversos metabolitos, segln diferentes ensayos. Se destacan la presencia de flavonoides,
cumarinas, alcaloides, y triterpenos, indicando una composicién quimica rica y diversa en
compuestos bioactivos. Se observd ausencia de quinonas, saponinas, glicésidos cardioténicos,

aminoacidos libres, y azucares reductores.

La Tabla 4-6 proporciona una vision general de los resultados obtenidos durante el tamizaje
fitoguimico del extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo). Esta evaluacién
proporcion6 una descripcion detallada de la composicion quimica del extracto, ayudando a

comprender su potencial bioactivo.

Tabla 4-6: Tamizaje fitoquimico del extracto hidroetanolico de Equisetum giganteum L.

Metabolitos Ensayo Indicadores Resultado
Flavonoides Shinoda Amarillo, naranja, carmelita o rojo (+)
Antocianidinas Rojo a marrén en la fase amilica (+)
Cumarinas Baljet Coloracién o precipitado rojo (+)
Quinonas/ Borntrager Coloracién rosada (++) ()
Antraquinonas Coloracién roja (+++) ()
Alcaloides Dragendorff Opalescencia (+) (++)
Mayer Turbidez definida (++) )
Wagner Precipitado (+++) +)
Triterpenos o | Liebermann- Esteroles (Violeta, verde o azul) (+)
Esteroles Burchard Esteroides (Azul o verde) )
Triterpenos (Rosa, rojo o magenta) )
Saponinas Espuma Presencia de espuma por mas de 2
minutos ©
Glicosidos Kedde Violaceo
cardiotonicos ©
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Aminoécidos Ninhidrina Azul viol&ceo
: )
libres
Compuestos Cloruro férrico | Compuestos fendlicos en general )
+
fendlicos y/o (rojo-vino)
taninos Taninos del tipo pirocatecélicos 0
(verde intenso)
Taninos del tipo pirogalotanicos 0
(azul)
Azlcares Fehling Rojo
)
reductores
Resinas Resinas Precipitado (+)

Realizado por: Zhicay, I. 2023.

Los flavonoides son compuestos fenolicos, estos compuestos tienen estructuras que proporcionan
propiedades antioxidantes y habilidades de captacion de radicales, por lo tanto, se han utilizado
como agentes antiinflamatorios, anticancerigenos y fotoprotectores en diversos sistemas
bioldgicos. (Phytochemical Characterization, Antimicrobial Activity, and Antioxidant Potential of Equisetum
hyemale L. (Equisetaceae) Extracts, 2015) Al aplicar el ensayo de Shinoda para revelar la presencia de
flavonoides y antocianidinas en el extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L., se pudo
observar la presencia de estos compuestos, evidenciado por la coloracién que iba desde amarillo

hasta rojo y marroén, dando por lo tanto resultado positivo (+).

Los fenoles son compuestos que comprenden una amplia variedad de moléculas representadas en
la mayoria de las clases de metabolitos secundarios. Los flavonoides tienen estructuras que
proporcionan propiedades antioxidantes y habilidades de captacion de radicales. Por lo tanto, se
han utilizado como agentes antiinflamatorios, anticancerigenos y fotoprotectores en diversos

sistemas biol6gicos.

Segun Cartaya, O. & Reynaldo, I. (2011) los flavonoides son ricos en antioxidantes, lo que
proporciona a nuestro cuerpo protecciones inmunes naturales contra las toxinas ambientales y
endogenas diarias, las diferentes clases de flavonoides tienen varias actividades bioldgicas
importantes, como anticancerigenas, antibacterianas, antifungicas, antidiabéticas, antipaltdicas,
neuroprotectoras, cardioprotectoras y antiinflamatorias. En cuanto a la accién antimicrobiana,
aungue a concentraciones elevadas en comparacion con los antibi6ticos, algunos flavonoides han
demostrado actividad frente a microorganismos como Staphylococcus aureus, Escherichia coli y

Bacillus typhosus. (Flavonoides: Caracteristicas quimicas y aplicaciones , 2011)

El ensayo de Baljet para analizar cumarinas dio un resultado positivo, como lo demuestra el
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precipitado obtenido de coloracion rojo. Esta manifestacion indica que las cumarinas estaban
presentes en la muestra de Equisetum giganteum L. examinada. Las cumarinas, son compuestos
organicos que con frecuencia exhiben propiedades farmacoldgicas.

Los hallazgos de cumarinas en el extracto hidroetanélico de Equisetum giganteum L. adquieren
una relevancia significativa a la luz de la extensa gama de propiedades farmacoldgicas asociadas

a estos metabolitos secundarios.

Las quinonas, son productos de la oxidacion de compuestos aromaticos, se dividen en
benzoquinonas, naftoquinonas y antraquinonas, que son las mas comunes en la naturaleza. Segin
Leyva, et al. (2017) Las quinonas son una clase de compuestos naturales y sintéticos que tienen
varios efectos beneficiosos. Las quinonas presentan una clase de moléculas que previenen y tratan
varias enfermedades como la osteoporosis y las enfermedades cardiovasculares, por su actividad
antioxidante, mejoran las condiciones generales de salud. Muchos de los medicamentos
clinicamente aprobados o ain en ensayos clinicos contra el cancer son compuestos relacionados
con las quinonas. En el &mbito farmacéutico, se observé la vitamina K1, que se deriva de las
antraquinonas, contribuye a la coagulacion sanguinea y exhibe actividad anticancerigena. La

lawsona, la juglona y la plumbagina, que se sintetizan en plantas, tienen efectos antibacterianos.

(Importancia quimica y bioldgica de las quinonas. Revision bibliografica, 2017)

Los resultados del ensayo Dragendorff, Mayer y Wagner para detectar alcaloides revelaron
opalescencia (+), turbidez definida (++) y un precipitado de intensidad considerable (+++), lo que
indica la presencia de alcaloides en el extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L. Los
resultados positivos con diversas intensidades sugieren una diversidad en la concentracién de

alcaloides en la muestra analizada.

Segun Castillo et al. (2021) la deteccidn los alcaloides puede tener implicaciones farmacoldgicas
y terapéuticas importantes, ya que estos compuestos organicos nitrogenados tienen propiedades
biolégicas en la prevencion y control de dolencias relacionadas con cancer e inflamaciones. Estos
resultados muestran la riqueza quimica que posee el extracto, proporcionando informacién

beneficiosa para su uso potencial en el campo de la farmacologia. (Identificacion de alcaloides en corteza

de uncaria tomentosa y discusién sobre su potencial farmacolégico., 2021)

Los resultados del ensayo de Liebermann-Burchard para la deteccion de triterpenos o esteroles
mostrd una reaccion positiva (+) para esteroles, indicando una coloracién en tonos violeta, verde
0 azul, sin embargo, la reaccion fue negativa (-) para esteroides y triterpenos porque no hubo un
cambio de color hacia azul o verde ni a color rosa, rojo o magenta. La ausencia de cambio de

color en la prueba de esteroides y triterpenos manifiesta que estos compuestos no estan presentes
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en la muestra o la concentracion es inferior al umbral de deteccion.

Segun Figueroa (2019) la importancia farmacoldgica de los triterpenos, en particular del acido
oleandlico y sus derivados, como agentes son notables propiedades antiinflamatorias, estas
sustancias han sido evaluadas en ensayos in vivo e in vitro, evidenciando su capacidad para inhibir
la inflamacién dérmica, suprimir la produccion de compuestos inflamatorios clave como el 6xido
nitrico y la prostaglandina E2, y mostrar una actividad mas robusta que algunos farmacos de
referencia. Ademas, se destaca el potencial anticancerigeno del &cido 2-ciano-3,12-dioxooleana-
1,9(11)-dien-28-oico (CDDO), que presenta una potencia antiinflamatoria significativamente
mayor que su precursor, el &cido oleandlico, sugiriendo aplicaciones prometedoras en la

prevencion y tratamiento de enfermedades inflamatorias y neoplasicas. (Figueroa, 2019)

El ensayo de Espuma para la deteccidn de Saponinas arroj6 un resultado negativo (-), indicando
la ausencia de estos compuestos en el extracto hidroetandlico de Equisetum giganteum L. (cola
de caballo). La prueba consiste en evaluar la formacién de espuma, y en este caso, no se observé

la presencia de espuma por mas de 2 minutos.

Cardozo et al. (2020) menciona que las saponinas son compuestos organicos anfifilicos que se
encuentran presentes en diversas plantas y se destacan por su notable importancia farmacoldgica,
debido a su estructura Unica que les concede propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y
anticancerigenas son usadas generalmente en tratamientos antimicrobianos, antiinflamatorios y
farmacos contra el cancer, ademas por su capacidad para modular la respuesta inmune sus
aplicaciones se amplian hacia el campo del tratamiento de enfermedades autoinmunes, existen
varios estudios en donde se ha observado que algunas saponinas pueden contribuir a la reduccién
del colesterol, lo que posibilita su uso en el manejo de condiciones cardiovasculares. Su uso en
industria farmacéutica se debe a que estas moléculas son tan versatiles para la busqueda de nuevos
compuestos y el desarrollo de medicamentos innovadores, en conclusion, las saponinas presentan

una rica fuente de posibilidades terapéuticas y son objeto de interés en el campo biomédico.
(Cardozo, y otros, 2020)

El resultado obtenido para la deteccion de Glicosidos cardiotonicos con el ensayo de Kedde fue
negativo, ya que no se dio una coloracién violacea, por lo que deduce la ausencia o una
concentracién muy baja de este compuesto en el extracto hidroetanélico de Equisetum giganteum
L.

Segln Lobaton y Marquez (2022), los glicésidos cardiotonicos son una clase de compuestos

quimicos que afectan al sistema cardiovascular, estos compuestos son conocidos por sus
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propiedades sobre la funcion cardiaca, la falta de glicosidos cardiotonicos, segun estos resultados,
podria indicar que la cola de caballo carece de estos compuestos especificos en concentraciones
detectables por la metodologia utilizada. Estos compuestos se encuentran mayoritariamente en
las hojas de diversas familias de plantas, incluidas Scrofulariaceae, Apocynaceae, Liliaceae,
Ranunculaceae y Moraceae, ademas, se han identificado bufanolidos en ranas del género Bufus
y en las alas de las mariposas monarca. Estos compuestos han captado la atencion debido a sus
posibles propiedades anticancerigenas, la importancia farmacoldgica de los glicésidos
cardiotonicos es en el tratamiento de enfermedades cardiacas y su relevancia potencial en el

campo de la oncologia. (Lobaton, y otros, 2022)

Camba et al. (2022) mencionan que los compuestos fendlicos generalmente conocidos son el
acido fendlico, taninos, estilbenos y lignanos y se encuentran en los tejidos, paredes celulares y
compartimentos subcelulares de las plantas, ademéas poseen actividades biol6gicas importantes,
incluidas propiedades antioxidantes, quimiopreventivas, neuroprotectoras, cardioprotectoras e

inmunomoduladoras (Tamizaje fitoquimico, fenoles totales y actividad antioxidante de citrus aurantium., 2022)

En el ensayo de resinas aplicado al extracto hidroetandélico de E. giganteum L. dio como resultado
positivo ya que existié la presencia de un precipitado, lo que sugiere que existe resinas en la
muestra proporcionada. Chavez y Ramos (2021) mencionan que las resinas son sustancias
organicas insolubles en agua, pero solubles en solventes organicos, la presencia de estos
compuestos es relevante desde el punto de vista farmacoldgico y terapéutico ya que estas
sustancias a menudo contienen propiedades resinosas Yy se utilizan en diversas aplicaciones como:
la preparacion de tinturas o extractos con implicaciones medicinales. El hallazgo de resinas en el
extracto proporcion6 informacién importante sobre la composicion quimica del extracto de

Equisetum giganteum L., asi como su uso potencial en investigaciones farmacoldgicas (Chéavez, y
otros, 2021).

4.25.  Separacion e identificacion por cromatografia en capa fina (CCF).

Una vez obtenido el extracto se procedi6 a realizar un analisis por cromatografia en capa fina,

obteniéndose los siguientes resultados:

4.2.5.1. ldentificacion de terpenos

Para la identificacion de este compuesto se utiliz6 como fase movil tolueno: acetato de

etilo (90:10) y como revelador Liebermann-Burchard. Las medidas de la placa para

cromatografia que se utilizé fueron de 10 cm de largo y 4 cm de ancho. En la llustracion 4-3
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se observa colores caracteristicos segun el ensayo utilizado. Medina (2016) menciona que el
color violeta, verde o azul pertenecen a la presencia de terpenos. También se realizé el anlisis
bajo la luz UV a 254nm y present6 fluorescencia con un anillo violeta — azulado dando un

resultado Rf igual a 0,94.

llustracién 4-3: Identificacién de

terpenos
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Los terpenos en general han atraido mucha atencion debido a sus importantes funciones
fisioldgicas como hormonas, anclajes de membranas alifaticas, mantenimiento de la estructura de
la membrana ademas de sus funciones ecoldgicas como compuestos de defensa, atrayentes de
insectos/animales. Asi también sus amplios usos en aplicaciones farmacéuticas e industriales que

van desde sabores y fragancias hasta medicamentos (Figueroa, 2019).

Masyita et al. (2022) han informado que los terpenos ejercen actividades antimicrobianas contra
bacterias tanto susceptibles como resistentes a los antibi6ticos, principalmente a través de su
capacidad para promover la ruptura celular y la inhibicién de la sintesis de proteinas y ADN.
Carvacrol , carvona , eugenol, geraniol y timol se encuentran entre los terpenos que demostraron
accion antibacteriana contra Staphylococcus aureus, ademds, se ha demostrado que los
terpenoides son uno de los metabolitos secundarios producidos por plantas aromaéticas y

medicinales que desempefian un papel clave en la resistencia a las enfermedades.

4.2.5.2. ldentificacion de flavonoides

Para la identificacion de flavonoides se utilizé una fase maévil acetato de etilo: acético: acido
formico: agua (100:11:11:24) y como revelador cloruro de aluminio al 5 % en etanol. Las
medidas de la placa para cromatografia que se utilizo fueron de 10 cm de largo y 4 cm de
ancho. En la llustracion 4-4 se observa colores caracteristicos del ensayo. Segun Medina
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(2016) pertenecen a la presencia de flavonoides, bajo la luz UV a 254nm se presenta

fluorescencia verde —amarillenta y azulada con un resultado Rf igual a 0,41.

lustracion 4-4: Identificacion de flavonoides
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Los flavonoides se encuentran en una variedad de formas estructurales en los extractos de plantas,
estos se dividen en seis clases: flavonoles, flavonas, isoflavonas, flavanonas, flavanoles y
antocianidinas. Ademas, los flavonoides son antioxidantes naturales (polifenoles) que estan
presentes en extractos de plantas; desempefian un papel clave en los mecanismos de defensa

antioxidantes en los sistemas biol6gicos y actian como agentes eliminadores de radicales libres.

(Flavonoides: Caracteristicas quimicas y aplicaciones , 2011)

4.2.5.3. Identificacion de taninos

Para la identificacion de taninos se utilizé la fase mévil metanol: agua (90:10) y como
revelador cloruro férrico al 5 % en etanol. Las medidas de la placa para cromatografia que
se utilizé fueron de 10 cm de largo y 4 cm de ancho. En la llustracion 4-5 en se observa
colores caracteristicos del ensayo. Segiin Medina (2016) pertenecen a la presencia de taninos

(color verde a marron) con un resultado Rf igual a 0,78.

lustracién 4-5: Identificacion de

taninos
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

62



Los taninos son componentes esenciales en la fisiologia de muchas plantas, protegiéndolas de
eventos fisicos y bioldgicos dafiinos, también tienen importantes propiedades nutracéuticas
porgue son sustancias bioactivas capaces de producir efectos beneficiosos en el organismo si se
ingieren en la dieta durante largos periodos de tiempo. Los taninos son moléculas Utiles para la
salud humana debido a sus propiedades antioxidantes. Tienen la capacidad de proteger los tejidos

de la accion de los radicales libres debido a los procesos de envejecimiento celular (Tamizaje

fitoquimico, fenoles totales y actividad antioxidante de citrus aurantium., 2022).

4.2.5.4. ldentificacion de alcaloides

Para la identificacion de alcaloides se utilizd una fase maévil &cido acético: metanol: agua
(70:10: 20) y como revelador al reactivo de Dragendorf. Las medidas de la placa para
cromatografia que se utilizé fueron de 10 cm de largo y 4 cm de ancho. En la llustracion 4-6
se muestra los colores caracteristicos del ensayo. Medina (2016) menciona que los
indicadores pertenecen a la presencia de alcaloides, bajo la luz UV a 254nm se presenta

fluorescencia naranja — amarillo con un resultado Rf igual a 0.61.

-

llustracion 4-6: Identificacién
de alcaloides

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Los alcaloides son compuestos quimicos importantes que sirven como una rica reserva para el
descubrimiento de farmacos. Varios alcaloides aislados de hierbas naturales exhiben efectos
antiproliferativos, antibacterianos, antivirales, insecticidas y antimetastasicos en varios tipos de

canceres tanto in vitro como in Vvivo ( Pseudomonas aeruginosa: Pathogenesis, virulence factors, antibiotic

resistance, interaction with host, technology advances and emerging therapeutics., 2022).
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43. Actividad antimicrobiana del extracto

4.3.1. Preparacién de la muestra madre

A partir del extracto, se extrajo una muestrade 1,5 g, a la cual se le afiadié 1 ml de dimetilsulféxido

(DMSO) para lograr una solucién completamente homogeénea.

4.3.2.  Activacion de las cepas bacterianas

Se seleccionaron las cepas bacterianas motivos de estudio: K. pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa y Enterococcus faecalis. Luego, se agregd una colonia de cada cepa a 2 ml de caldo
soya triptocaseina (TSB), se homogeneiz6 la muestra mediante una escala de turbidez de 1 de Mc
Farland, que equivalié a 1x10® UFC/ ml, esto con el objetivo de obtener la concentracion adecuada
de bacterias para su crecimiento. Los tubos con las muestras se incubaron en la estufa a 37 °C

durante 18 horas.
4.3.3.  Preparacién del pre inéculo

Se tomaron 500 uL de cada muestra bacteriana y se colocaron en tubos previamente preparados
con 4,5 ml de solucion salina (S.S). A continuacion, se realizaron tres diluciones (10%). A partir
de la dilucion 1073, se tomaron 500 uL y se colocaron en dos tubos con caldo nutritivo, repitiendo
este proceso para obtener dos diluciones adicionales. La dilucion 102 se consideré como el pre
inoculo de trabajo. Este procedimiento permitira llevar a cabo la evaluacién de la actividad

antimicrobiana del extracto contra las cepas bacterianas seleccionadas.
4.3.4.  Determinacion del CMI / Concentracién Minima Inhibitoria

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) es la concentracién mas baja que debe tener un

antimicrobiano para inhibir el crecimiento bacteriano después de su incubacion.
Se tomaron a consideracion 3 pocillos debido a que estos se encuentran en el rango de inhibicién,
los 9 pozos de la micro placa se consideran positivos debido a la presencia de turbidez, mientras

que en los pocillos que no existi6 turbidez se consideraron como negativos.

4.3.4.1. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohélico de Equisetum

giganteum (Cola de Caballo).
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Tabla 4-7: Determinacion de la CMI del extracto de Equisetum giganteum sobre Enterococcus

faecalis
Cepa bacteriana Enterococcus faecalis
Pocillos/concentracion POZOS’. sm_turbldez Control positivo
Diluciones
10 107? 103

B5 (187.5 mg/ml) + + + +

B3 (375 mg/ml) + - - i

B1 (750 mg/ml) + - - +

Positivo (+), Negativo (-)

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

La Tabla 4-7 refleja los resultados de la concentracion minima inhibitoria del extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum sobre Enterococcus faecalis para lo cual se realizd
diluciones seriadas a partir de 750 mg/ml hasta llegar a concentraciones mas bajas. Se registrd
crecimiento bacteriano en todas las diluciones del pocillo B5 y en las diluciones 10 de los
pocillos B3 y B1, mientras que las diluciones 102 y 10 de las concentraciones de los pocillos
B3 y B1 mostraron resultados negativos, indicando la inhibicion del crecimiento bacteriano en
esas condiciones. Como la CMI, es la concentracion mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano

esta entre el pocillo B5 (187.5 mg/ml) y el pocillo B3 con la concentracion de 375 mg/ml.

No existen estudios previos de determinacién de la CMI del extracto hidroalcohdlico de
Equisetum giganteum sobre Enterococcus faecalis, pero comparando los resultados obtenidos en
la esta investigacion de Medina (2016), titulada “Determinacion del efecto antimicrobiano in
vitro del extracto de Equisetum Giganteum L. (Cola de caballo) sobre el crecimiento de
Staphylococus Aureus, Escherichia Coli y Candida Albicans”, se observan similitudes ya que en
ambos casos se trabaja con entero bacterias y la concentracion del extracto que inhibe las mismas
es mayor. Estos resultados sugieren una tendencia consistente en la capacidad inhibitoria del

extracto, respaldando la efectividad potencial del mismo contra Enterococcus faecalis.

Tabla 4-8: Determinacion de la CMI del extracto de Equisetum giganteum sobre Klebsiella

pseudomoniae

Cepa bacteriana Klebsiella pneumoniae
Pocillos/concentracion POZOS. sm'turbldez Control positivo
Diluciones
10t 102 103
A5 (187.5 mg/ml) aF - - +
A3 (375 mg/ml) + + - +
Al (750 mg/ml) + - - +

Positivo (+), Negativo (-)

Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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En la tabla 4-8 se muestra el analisis del extracto frente a la cepa bacteriana Klebsiella
pneumoniae, la misma que registré crecimiento bacteriano en todas las diluciones de 10 de los
pocillos A5, A3, y Al de las concentraciones del extracto, mientras que las diluciones 102y 107
de los pocillos A5, A3, y Al presentaron resultados negativos a excepcion de la dilucién 1072 del
pocillo A3(375 mg/ml) que resulto positivo, en las diluciones de 107 de todos los pocillos indicd
inhibicién del crecimiento bacteriano. El punto de corte de crecimiento y no crecimiento esta
entre el pocillo A5 y A3 correspondientes a las concentraciones 187.5 mg/mly 375 mg/ml, siendo
la CMI la concentracion 187.5 mg/ml, es decir que este pocillo contiene la concentracion mas
baja que inhibe el crecimiento bacteriano.

Estos resultados coinciden con los resultados de Radulovi¢ et al. (2016), quienes encontraron
propiedades inhibidoras en extractos de Equisetum arvense contra Klebsiella pseudomoniae. Esto
da la idea que el uso del extracto podria ser efectivo contra ciertos tipos de bacterias. En el caso
de K. pneumoniae, los resultados indican un efecto inhibidor en concentraciones mas altas (375
mg/ml y 750 mg/ml), estos resultados son consistentes con las observaciones de Gutierrez y
Sanchez (2018), quienes sugirieron que los extractos de plantas a concentraciones altas pueden

tener un impacto inhibidor en algunas cepas bacterianas.

Tabla 4-9: Determinacién de la CMI del extracto de Equisetum giganteum sobre Pseudomonas

aeruginosa
Cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa
Pacillos/concentracion Pozos sin turbidez/ Diluciones Control positivo
10! 102 103 +
B5 (187.5 mg/ml) + + + +
B3 (375 mg/ml) + + + +
B1 (750 mg/ml) aF - - aF

Positivo (+), Negativo (-)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En latabla 4-9 se presenta la CMI el extracto frente a la cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa,
la misma que registr6 crecimiento bacteriano en el pocillo B5 y B3 en todas sus diluciones, para
la concentraciéon 750 mg/ml en la dilucién 10 también se registré crecimiento bacteriano, pero
para las diluciones 10y 107 no presentd crecimiento, siendo esta la concentracién minima que

inhibe la cepa bacteriana.

Estos resultados concuerdan con el estudio de Queiroz et al. (2015), quienes también encontraron
que las concentraciones mas altas del extracto hidroalcoholico de Equisetum giganteum

presentaban propiedades inhibidoras frente a Pseudomonas aeruginosa.
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llustracion 4-7: Crecimiento bacteriano (CMI)

Realizado por: Zhicay, 1., 2023.
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La llustracion 4-7, muestra el crecimiento bacteriano en los pocillos segun las diluciones de las

bacterias en estudio, las barras muestran en que pocillos y en qué concentraciones hubo

crecimiento bacteriano.

4.3.5.

Determinacién de la Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Se realizé el procedimiento seguin la técnica expuesta que se basa en establecer la Concentracion

Minima Bactericida (CMB) de las cepas bacterianas en estudio, se tomaron los distintos tubos de

diluciones a diferentes concentraciones de los pocillos y se sembrd en agar soya tripticaseina

dejando en incubacidn por 18 horas a 37 °C para la posterior lectura de resultados.

4.3.5.1. Concentracion Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de Equisetum

giganteum (Cola de Caballo).

Tabla 4-10: Determinacion de la CMB del extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum

sobre Enterococcus faecalis

Cepa bacteriana POC'HOS/. . Pozos sin turbidez Control positivo
concentracion UFC
101 10 103
]IcEntero_coccus B5 (187.5 300 300 300 300
aecalis mg/l)
B3 (375 mg/l) 1 0 0 300
B1 (750 mg/l) 1 0 0 300

UFC (Unidades Formadores de Colonias)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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En la tabla 4-10 se presenta el analisis de la Concentracion Minima Bactericida (CMB) del
extracto de Equisetum giganteum frente a Enterococcus faecalis. Registrando que en las
diluciones 10, 102 y 10 del pocillo B5 donde la concentracién del extracto es de (187.5 mg/l)
se evidencio6 un crecimiento bacteriano, indicando una alta capacidad para formar colonias y, por
lo tanto, una baja capacidad para inhibir el desarrollo bacteriano. Con este resultado se deduce
que la concentracion utilizada en el pocillo B5 para las diluciones 102, 102 y 102 no lograron

ejercer un efecto bactericida sobre la cepa estudiada.

En contraparte las diluciones 102 y 102 de los pocillos B3 y B1 presentaron una ausencia de
desarrollo bacteriano, indicando que estas concentraciones especificas han alcanzado la
Concentracion Minima Bactericida (CMB). En este contexto, estas diluciones especificas, 102y
10 del pocillo B3, representan el umbral en el cual el extracto hidroalcohélico de Equisetum
giganteum logra ejercer un efecto bactericida eficiente sobre Enterococcus faecalis, inhibiendo

su crecimiento total.

Tabla 4-11: Determinacion de la CMB del extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum

sobre Klebsiella pseudomoniae

Cepa Pocillos/ Pozos sin turbidez Control
bacteriana concentracion UFC positivo
10 102 103
Klebsiella A5 (187.5 mg/l) 300 0 0 300
pneumoniae A3 (375 mg/l) 30 4 0 300
Al (750 mg/l) 1 0 0 300

UFC (Unidades Formadores de Colonias)
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la tabla 4-11 se muestra los resultados de la determinacién de la Concentracion Minima
Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum contra Klebsiella
pneumoniae. Se observé que la concentracion del pocillo A5 no logré inhibir el crecimiento
bacteriano en las diluciones 10, indicando que esta concentracion era insuficiente para ejercer
un efecto bactericida, este hecho queda confirmado por un considerable nimero de unidades

formadoras de colonias (UFC) presentes en las diluciones.

El pocillo A3 que contienen 375 mg/l muestran una notable reduccion de desarrollo bacteriano
en la mayoria de las diluciones, pero el pocillo A1 con una concentracion de 750 mg/l logré un
efecto bactericida, alcanzando la Concentracion Minima Bactericida (CMB) para Klebsiella
pneumoniae, lo que significa que esta concentracion es suficiente para inhibir completamente el

crecimiento de la cepa bacteriana.
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Tabla 4-12: Determinacion de la CMB del extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum

sobre Pseudomonas aeruginosa

Pocillos/ Pozos sin turbidez | Control
concentracion UFC positivo
10t | 102 | 10°
Pseudomonas B5 (187.5 mg/l) 300 | 300 | 300 300
aeruginosa B3 (375 mg/l) 300 | 300 | 300 300
B1 (750 mg/l) 2 0 0 300

UFC (Unidades Formadores de Colonias)

Cepa bacteriana

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Los resultados de la Concentracién Minima Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de
Equisetum giganteum frente a Pseudomonas aeruginosa se muestran en la tabla 4-12, se divisa
que en los pocillos B5 y B3, para las diluciones 102, 102, 103; tienen un elevado nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) presentes en todas las diluciones, recalcando que estas
concentraciones eran insuficientes para inhibir completamente el crecimiento de la cepa. Sin
embargo, el pocillo B1 que pertenecidé a la concentracion 750 mg/l, muestra una ausencia
completa de desarrollo bacteriano, esto indica que la concentracién utilizada en esta dilucion ha
alcanzado la Concentracién Minima Bactericida (CMB) para Pseudomonas aeruginosa. La
dilucion 10t del pocillo B1 muestra un crecimiento minimo, pero las diluciones subsiguientes

(102 y 10®) han logrado inhibir eficazmente el crecimiento bacteriano.
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llustracion 4-8: Comparacion de las CMB de las cepas estudiadas.
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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La Hustracién 4-8 muestra los resultados que demuestran la capacidad que tiene el extracto de
Equisetum giganteum para actuar como agente bactericida contra las cepas bacterianas en estudio,
destacando su potencial aplicacidn en infecciones asociadas a cada cepa bacteriana estudiada en
esta investigacion. La determinacion de la CMB ofreci6 informacidn de gran validez para percibir
cuales son las concentraciones adecuadas para lograr un efecto bactericida. Ademas, se muestra
el crecimiento bacteriano considerado por el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC)

para cada concentracion y diluciones de los diferentes pocillos.

4.3.6.  Antibiograma (Método de Kirby Bauer)

La prueba de difusion en disco (también conocida como prueba de difusion en agar, prueba de
Kirby-Bauer, prueba de susceptibilidad de los organismos patdgenos a los antibidticos por
difusion en disco, prueba de sensibilidad a los antibioticos por difusion en disco y prueba KB; es
un ensayo de microbiologia basado en cultivos que se utiliza en laboratorios de diagndstico y

descubrimiento de farmacos.

A continuacidn, se muestran los resultados de los antibiogramas realizados en el laboratorio, este
estudio proporcioné informacién valiosa para determinar la eficacia de las diferentes

concentraciones del extracto frente a las cepas bacterianas es estudio.

4.3.6.1. Antibiograma Enterococcus faecalis

Para este antibiograma se cultivd Enterococcus faecalis en agar Mueller-Hinton y se expuso a
diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico Equisetum giganteum empezando desde
3000 mg/ml hasta 187 mg/ml para la cual se realizaron 3 mediciones, también se la expuso a la
Penicilina G que es un antibiético muy potente contra esta bacteria segin lo menciona (Treatment

of Enterococcus faecalis infective endocarditis with penicillin G plus ceftriaxone , 2020 )

Tabla 4-13: Antibiograma Enterococcus faecalis

CEPA Enterococcus faecalis
extracto hidroaloonsiico HALO
DE INHIBICION (mm)
(mg/ml)
N X
1 2 3
3000 (mg/ml) 10,1 | 10,0 | 10,3 | 10,13
1500 (mg/ml) 9,0 96 | 10,0 9,53
750 (mg/ml) 8,4 9,0 8,5 8,63
375 (mg/ml) 8.,2 8,7 8,1 8,33
187.5 (mg/ml) - - - -
Antibidtico (Penicilina G) 21,0 20,8 | 20,2 | 20,67

N: nimero de ensayos microbioldgicos; X: promedio
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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En la tabla 4-13 se presenta el antibiograma de Enterococus faecalis en la cual se observa que a
medida que la concentracion del extracto disminuye, también disminuye el tamafio del halo de
inhibicidn, con esto se dedujo que la capacidad que tiene el extracto para inhibir el crecimiento
de la bacteria E. faecalis esta estrechamente relacionada con la concentracién que se usa. También
se pudo visualizar que para la concentracién 187.5 mg/ml no hubo halo de inhibicién. En general
se concluye que la accion microbicida del extracto de E. giganteum fue evidente por lo que se la
cataloga como SENSIBLE, especialmente en las concentraciones de 3000 mg/ml y 1500 mg/ml,
con halos de inhibicion en el rango de 9.53 a 10.13 mm. Segun Marques (2017) los halos de
inhibicion considerados para que un antimicrobiano sea eficaz deben superar los 9mm para inhibir
el crecimiento bacteriano, aunque en este caso son menos efectivos que la penicilina G (PG) que
presenta un halo promedio de 20.67 el cual esté dentro del rango sugerido por (CLSI , 2018). La
penicilina G es un antibiético muy potente contra el E. faecalis, segiin (Treatment of Enterococcus
faecalis infective endocarditis with penicillin G plus ceftriaxone , 2020 ) la PG es un régimen alternativo para
E. faecalis, basado en su estudio retrospectivo que mostrd pacientes sensibles a ampicilina/
resistentes a penicilina G. En esta investigacion describieron cuatro pacientes de E. faecalis que

fueron tratados exitosamente con PG sin recurrencia en seis meses.

Comparacion de halos de Inhibicion con la
concentracion del extracto
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lustracion 4-9: Comparacion de halos de Inhibicion del Enterococcus faecalis
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la ilustracion 4-9 se expone los halos de inhibicion medidos en mm contra el extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum, que van desde 3000 mg/ml hasta 187.5 mg/ml, se puede
observar que a medida que la concentracion del extracto disminuye, también disminuye el tamafio
del halo de inhibicién, también se puede visualizar como el uso de la Penicilina G como
antibiotico de referencia representa que los halos de inhibicion sustancialmente mayores que los

observados para el extracto hidroalcohdlico en todas las concentraciones evaluadas, lo que indica
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que la penicilina G tiene una mayor actividad antimicrobiana contra E. faecalis en comparacion

con el extracto de Equisetum giganteum L.

Como existié una estrecha relacion entre los halos de inhibicion y la concentracién del extracto,
se quiso establecer si en verdad existe una diferencia estadisticamente significativa en la media
del extracto utilizada y el promedio de los halos de inhibicion para lo cual se utiliz6 la técnica
estadistica ANOVA, que determind si la varianza entre los grupos es mayor es decir los halos de
inhibicion depende de la concentracién del extracto, o simplemente son datos que se deben al
azar. Los valores que se analizé fueron el valor F y los grados de libertad que se utilizaron juntos
para calcular el valor p; El valor p se utilizé para determinar si las diferencias entre los grupos se
deben al azar o no, si este valor p es inferior al valor Alpha establecido que fue de o = 0,05
resultando estadisticamente significativos, lo que significa que es poco probable que se deban al

azar.

Tabla 4-14: ANOVA Enterococcus faecalis

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética (p valor)
Concentracio | Entre grupos 29,000 11 2,900 11,600 ,015
nes del Dentro de grupos 1,000 4 ,250
extracto Total 30,000 14

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Para realizar esta prueba se establecid las siguientes hipétesis:

HO 6 hipdtesis nula = No hay variacion en los halos de inhibicion del Enterococcus faecalis si
cambiamos la concentracion del extracto.

H1 6 la hip6tesis experimental = Existe diferencias significativas en la utilizacién de la

concentracion del extracto y halos de inhibicion del E. faecalis.

Mediante el analisis ANOVA realizado en el programa estadistico SPSS que se muestra en la
tabla 4-14 se encontré diferencias estadisticamente significativas en concentraciones del extracto,
con un tamafo de F=11,60, este valor tiene que ser mayor a 1y la significancia menor a a= 0,05,
en este caso el p valor es de 0,015, por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa o experimental, es decir que si existen diferencias significativas en la utilizacion de la
concentracion del extracto y halos de inhibicion del E. faecalis., esto significa que, al cambiar la

concentracion del extracto, también cambian los halos de inhibicion.
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Medias marginales estimadas de ANOVA para Enterococcus faecalis
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llustracion 4-10: Comportamiento variables concentracion
del extracto y halos de inhibicién en el

Enterococus fecalis
Realizado por: Zhicay, I. (2023)

La llustracion 4-10 muestra como interaccionan las concentraciones del extracto a
concentraciones de 3000 mg/ml, 1500 mg/ml, 750 mg/ml, 375 mg/ml y 187,5 mg/ml y los halos
de inhibicion medidos en las 3 repeticiones, todas las lineas se muestran hacia arriba es decir, si
aumenta la concentracién del extracto también aumentan los halos de inhibicion lo que indica que
existe una diferencia entre la eficacia antibacteriana contra la concentracion del extracto

hidroalcoholico del E. giganteum.

4.3.6.2. Antibiograma Klebsiella pneumoniae
Este antibiograma se lo realizé por triplicado con la bacteria Klebsiella pneumoniae expuesta a
diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico E. giganteum empezando desde 3000

mg/ml hasta 187 mg/ml, y un antibio6tico potente contra esta bacteria como lo es la Ampicilina.

Tabla 4-15: Antibiograma Klebsiella pneumoniae

CEPA Klebsiella pneumoniae
Cohncentraciopgs del extracto HALOS DE INHIBICION (mm)
idroalcohdlico (mg/ml)
N | X
1 2 3

3000 (mg/ml) 138 119 | 144 13,37
1500 (mg/ml) 124 | 126 | 143 13,10
750 (mg/ml) 100 | 105 | 129 11,13
375 (mg/ml) 8,6 99| 104 9,63
187.5 (mg/ml) - - -
Antibidtico (Ampicilina) 194 | 192 | 196 19,40

N: nimero de ensayos microbiol4gicos; X: promedio
Realizado por: Zhicay, I., 2023.
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En la tabla 4-15 se muestra los resultados de los halos medidos en el antibiograma para Klebsiella
pneumoniae, se pudo observar que a medida que la concentracion del extracto disminuye, también
disminuye el tamafio del halo de inhibicion, concluyendo que la capacidad que tiene el extracto
para inhibir el crecimiento de la bacteria K. pneumoniae esta estrechamente relacionada con la
concentracién de extracto hidroalcohélico de E. giganteum gue se usa. Ademas, se visualiz6 que
no existe halo de inhibicion para la concentracién 187.5 mg/ml, es decir que ha concentraciones
bajas el extracto no inhibe la bacteria. En general se concluye que la accion microbicida del
extracto del E. giganteum fue indiscutible y se la cataloga como SENSIBLE, especialmente en
las concentraciones de 3000 mg/ml y 1500 mg/ml, con halos de inhibicion en el rango de 9,63 a
13,37 mm. Segln (Lectura interpretada del antibiograma: una necesidad clinica, 2019) los halos
de inhibicion de la K. pneumoniae 10 mm para inhibir el crecimiento bacteriano, aunque son
menos efectivos que la Ampicilina que presenta un halo promedio de 19,40 que esta dentro del
rango sugerido por (CLSI, 2018). La ampicilina es un antibiético generalmente utilizado contra las
en las entero bacterias como la K. pneumoniae Navarro et al. (2012) menciona que el uso
indiscriminado de antibidticos esta directamente relacionado con el aumento de la resistencia de
los agentes infecciosos, resultando en altas tasas de morbimortalidad, un patrén generalmente
observado en el antibiograma de la K. pneumoniae contra la ampicilina es la resistencia esto
debido a que el mecanismo de resistencia a los betalactdmicos y aminoglicésidos de las
enterobacterias como el K. pneumoniae es el enzimatico, por lo que tener unos halos de inhibicién

del extracto de hasta 14,4 comparado a la ampicilina de 19,6 es muy prometedor (Lectura interpretada

del antibiograma de enterobacterias, 2012).

Comparacién de halos de inhibicién de la Klebsiella
pneumoniae
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llustracion 4-11: Comparacion de halos de Inhibicion del Klebsiella pneumoniae
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la ilustracion 4-11 se expone los halos de inhibicion medidos en mm contra el extracto
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hidroalcoholico de Equisetum giganteum, que van desde 3000 mg/ml hasta 187.5 mg/ml, se puede
observar que a medida gue la concentracidn del extracto disminuye, también disminuye el tamafio
del halo de inhibicidn, también se puede visualizar como el uso de la Ampicilina como antibi6tico
de referencia representa que los halos de inhibicion proximos a los observados para el extracto
hidroalcohdlico en todas las concentraciones evaluadas, lo que indica que la Ampicilina tiene
una mayor actividad antimicrobiana pero no muy lejana en comparacion con el extracto de

Equisetum giganteum.

Al existir una estrecha relacion entre los halos de inhibicion y la concentracion del extracto, se
establecio una interrogante ¢ Existe una diferencia verdaderamente significativa en la media del
extracto utilizada y el promedio de los halos de inhibicion? Para para despejar esta interrogante
se utilizo la técnica estadistica ANOVA, que determing si la varianza entre los grupos es mayor
es decir los halos de inhibicion depende de la concentracion del extracto, o simplemente son datos
que se deben al azar.

Tabla 4-16: ANOVA Klebsiella pneumoniae

Suma de gl Cuadrados F Sig.
cuadrados medios
Concentracion Entre grupos 30,000 12 2,500 56,05 ,035
es del extracto Dentro de grupos ,000 2 ,000
Total 30,000 14

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Para realizar esta prueba se establecid las siguientes hipotesis:

HO 6 hipotesis nula = No hay variacion en los halos de inhibicion del Klebsiella pneumoniae, si
cambiamos la concentracion del extracto.

H1 6 la hipdtesis experimental = Existe diferencias significativas en la utilizacién de la

concentracion del extracto y halos de inhibicion del Klebsiella pneumoniae.

Los valores analizados fueron el valor F, los grados de libertad y el valor p; El valor p se utilizd
para determinar si las diferencias entre los grupos se deben al azar o no, si este valor p es inferior
al valor Alpha establecido que fue de o = 0,05 se deduce que los resultados son estadisticamente

significativos, lo que significa que es poco probable que se deban al azar.

Mediante el anélisis ANOVA realizado en el programa estadistico Spss que se muestra en la tabla
4-16 se encontrd diferencias estadisticamente significativas en concentraciones del extracto, con
un tamafo de F=56,05, este valor tiene que ser mayor a 1 y la significancia menor a o= 0,05, en
este caso el p valor es de 0,035, por lo que se rechaza la hipdtesis nula y se acepta la hipétesis

alternativa o experimental es decir que si existe diferencias significativas en la utilizacion de la
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concentracion del extracto y halos de inhibicion del Klebsiella pneumoniae., esto significa que,

al cambiar la concentracion del extracto, también cambian los halos de inhibicion.

La llustracion 4-12 muestra como las concentraciones del extracto en el eje x con las fracciones
de 3000 mg/ml, 1500 mg/ml, 750 mg/ml, 375 mg/ml y 187,5 mg/ml interaccionan con los halos
de inhibicién medidos en las 3 repeticiones, las lineas se muestran de forma ascendente lo que
indica que si aumenta la concentracion del extracto también aumenta los halos de inhibicion es
decir existe una diferencia entre la eficacia antibacteriana segun la concentracion del extracto

hidroalcoholico de E. giganteum que se utilice.
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llustracion 4-12: Comportamiento de las variables concentracion
del extracto y halos de inhibicién en la Klebsiella

pneumoniae
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

4.3.6.3. Antibiograma Pseudomonas aeruginosa

El antibiograma de la bacteria Pseudomonas aeruginosa se la realizé cultivando esta bacteria por
triplicado y se la expuso a diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico Equisetum
giganteum empezando desde 3000 mg/ml hasta 187 mg/ml, el antibidtico utilizado fue la
Ceftriaxona por ser una nueva cafalosporina cominmente usada debido a su amplio espectro de
actividad antimicrobiana contra esta bacteria segun lo menciona (Estudio de sensibilidad de los

bacilos gramnegativos a la ceftriaxona, 2018)
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Tabla 4-17: Antibiograma Pseudomonas aeruginosa

CEPA Pseudomonas aeruginosa
Concentraciones del extracto HALOS DE INHIBICION
hidroalcohélico (mg/ml) (mm)
N X
1 2 3
3000 (mg/ml) 101 | 113 | 138 11,73
1500 (mg/ml) 100 | 108 | 114 10,73
750 (mg/ml) 8,7 | 100 8,5 9,06
375 (mg/ml) 8,2 8,2 8,3 8,23
187.5 (mg/ml) - - -
Antibiotico (Ceftriaxona) 204 | 190 | 20,3 19,9

N: numero de ensayos microbiolégicos; X: promedio

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la tabla 4-13 se exhibe el antibiograma de la Pseudomonas aeruginosa en la cual se observa
que a medida que la concentracion del extracto disminuye, también disminuye el tamafio del halo
de inhibicion, con estos hallazgos se pudo conjeturar que la capacidad que tiene el extracto para
inhibir el crecimiento de la bacteria Pseudomonas aeruginosa esta estrechamente relacionada con
la concentracion que se usa. También se pudo visualizar que para la concentracion 187.5 mg/mi
no hubo halo de inhibicion. En general se concluye que la accién microbicida del extracto del E.
giganteum fue evidente por lo que se la cataloga como MEDIANAMENTE SENSIBLE,
especialmente en las concentraciones de 3000 mg/ml y 1500 mg/ml, con halos de inhibicién en
el rango de 10.73 a 11.73 mm. Segun Tapia et al. (2014) los halos de inhibicion considerados para
gue un antimicrobiano sea eficaz deben superar los 10mm para inhibir el crecimiento bacteriano,
aunque son menos efectivos que la Ceftriaxona que presenta un halo promedio de 19,9 que esta
dentro del rango sugerido por (CLSI, 2018). Ceftriaxona es un antibiético muy potente contra el
P. aeruginosa, segun Richards et al. (2014) La ceftriaxona es una nueva cefalosporina semi
sintética de "tercera generacion", tiene un amplio espectro de actividad contra bacterias aerébicas
Gram positivas y Gram negativas como la P. aeruginosa y algunas anaerdbicas, generalmente es
mas activo contra bacterias Gram-negativas que las cefalosporinas de "primera" y "segunda
generacion. (Ceftriaxone. A review of its antibacterial activity, pharmacological properties and

therapeutic use, 2014)
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lustracion 4-13: Comparacion de halos de Inhibicion del Pseudomonas aeruginosa
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

En la ilustracion 4-13 se expone los halos de inhibicion medidos en mm contra el extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum, que van desde 3000 mg/ml hasta 187.5 mg/ml, se puede
observar que a medida que la concentracion del extracto disminuye, también disminuye el tamafio
del halo de inhibicion, también se puede visualizar como el uso de ceftriaxona como antibiético
de control representa halos de inhibicion mas grandes que los observados para el extracto
hidroalcohdlico en todas las concentraciones evaluadas, lo que indica que la ceftriaxona tiene
una mayor actividad antimicrobiana contra la cepa ATCC de P. aeruginosa, en comparacion con
el extracto de Equisetum giganteum.

Como se notd una estrecha relacion entre los halos de inhibicién y la concentracién del extracto,
se establecid la pregunta ¢Existe una diferencia estadisticamente significativa en la media del
extracto utilizada y el promedio de los halos de inhibicion? para resolver esta interrogante se
utilizo la técnica estadistica ANOVA, que determina la varianza entre los grupos es decir
comprueba si los halos de inhibicién depende de la concentracion del extracto, o simplemente son
datos que se deben al azar, al igual que en los anteriores estudios el valor Alpha establecido fue
de a = 0,05, el cual nos servirda para establecer si los resultados son estadisticamente

significativos, lo que significa que es poco probable que se deban al azar.

HO 6 hipdtesis nula = No hay variacién en los halos de inhibicién del P. aeruginosa, si cambiamos
la concentracidn del extracto.
H1 6 la hip6tesis experimental = Existe diferencias significativas en la utilizacién de la

concentracion del extracto y halos de inhibicion del P. aeruginosa,
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Tabla 4-18: ANOVA Pseudomonas aeruginosa

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadrética P valor
Concentraciones | Entre grupos 29,500 11 2,950 23,600 | ,004
del extracto Dentro de grupos ,500 4 ,125
Total 30,000 14

Realizado por: Zhicay, I., 2023.

Mediante el analisis ANOVA realizado en el programa estadistico SPSS que se muestra en la
tabla 4-18 se encontrd diferencias estadisticamente significativas en concentraciones del extracto,
con un tamario de F=23,60, este valor tiene que ser mayor a 1y la significancia menor a o= 0,05,
en este caso el p valor es de 0,004, por lo que se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipétesis
alternativa o experimental es decir que si existe diferencias significativas en la utilizacion de la
concentracion del extracto y halos de inhibicion de la P. aeruginosa, esto significa que, al cambiar
la concentracion del extracto, también cambian los halos de inhibicion, por lo tanto la inhibicion
de la bacteria depende de la concentracion del extracto que se use.

Medias marginales estimadas de ANOVA Pseudomona aeruginosa

Halos de
inhibicién
(mm)
12,50 1
2
3

10,00 ——a_

7,50

5,00

Medias marginales estimadas

2 50

00

T T T T T
3000 mgiml 1500 mgiml 750 mgiml 375 mg/ml 187 maiml
Concentraciones del extracto

llustracion 4-14: Comportamiento de las variables concentracién
del extracto y halos de inhibicién en el

Pseudomonas aeruginosa
Realizado por: Zhicay, I., 2023.

La llustracion 4-14 muestra como interaccionan las concentraciones del extracto en el eje x sus
niveles de 3000 mg/ml, 1500 mg/ml, 750 mg/ml, 375 mg/ml y 187,5 mg/ml y los halos de
inhibicion medidos en las 3 repeticiones, todas las lineas se muestran hacia arriba es decir si
aumenta la concentracion del extracto también aumenta los halos de inhibicion lo que indica que
existe una diferencia entre la eficacia antibacteriana segun la concentracion del extracto

hidroalcoholico del E. giganteum que se utilice.
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CONCLUSIONES

El estudio fitoguimico del extracto hidroalcohélico de E. giganteum revel6 la presencia de
flavonoides, cumarinas, alcaloides, y triterpenos, que constituyen un gran grupo de compuestos
fendlicos, que son metabolitos secundarios producidos por las plantas, con conocidos beneficios
en la defensa contra infecciones, enfermedades cardiovasculares, cancer y otras, estos compuestos
presentes en la composicion de E. giganteum analizados en esta investigacion son los
constituyentes responsables de los efectos microbicidas observados, ya que tuvieron la capacidad
de inactivar las adhesinas y las proteinas de transporte microbiano, asi como de romper las
membranas microbianas, demostradas en los estudios de la CMI y la CMB.

Como se expuso en los resultados, la mayoria de fracciones del extracto E. giganteum mostraron
una actividad antimicrobiana significativa y fueron capaces de evitar el crecimiento de bacterias,
las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana revelaron la capacidad del extracto de Equisetum
giganteum L. para inhibir el crecimiento de las cepas ATCC de Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, y Klebsiella pneumoniae, los valores de las concentraciones minimas
inhibitorias variaron segun la fraccion probada, donde la concentracion del extracto de 750 mg/ml
fue la més potente, y el valor de concentracién mas bajo capaz de inhibir el crecimiento de

microorganismos (CMI) fue el de 375 mg/ml.

La prueba de difusién en disco Kirby Bauer realizada con el extracto hidroalcohdlico de
Equisetum giganteum para inhibir Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae Pseudomonas
aeruginosa es evidente, catalogado segun los antibiogramas como sensible y moderadamente
sensible, pero su eficacia depende de la concentracion utilizada, es decir a concentraciones mas
bajas como 750 mg/ml y 375 mg/ml, los halos de inhibicién son méas pequefios, sugiriendo una

menor eficacia del extracto en estas concentraciones.

En general, basandose en los resultados obtenidos, se concluye que E. giganteum es un excelente
antimicrobiano con gran potencial, en este estudio realizado contra las bacterias gram positivas
como el Enterococcus faecalis y gram negativas como la Klebsiella pneumoniae y Pseudomona
aeruginosa mostro actividad antimicrobiana ante estas cepas ATCC, mostrando una inhibicidon a
las bacterias de acuerdo a la concentracion del extracto utilizada, por lo que, estos hallazgos
experimentales sugieren que el Equisetum giganteum L. administrado en dosis bajas no podria

tener los efectos necesarios para inhibir el crecimiento de bacterias.

80



RECOMENDACIONES

El tratamiento de enfermedades infecciosas se esta volviendo cada vez mas desafiante debido al
desarrollo de resistencia de las bacterias a multiples clases de antibidticos. Por lo que se
recomienda evaluar los metabolitos secundarios de importancia medicinal que incluyen
alcaloides, flavonoides, taninos, terpenos y compuestos fenolicos de manera cuantitativa para

establecer cuales se estos componentes activos poseen una actividad farmacoldgica eficaz.

Realizar una busqueda de extractos naturales confiables que remplacen a los antibidticos comunes
en infecciones graves que ocurren en huéspedes inmunocomprometidos utilizando disolventes de

diferentes polaridades para comprobar si su eficacia se debe al uso del disolvente utilizado.

Evaluar la toxicidad que pueden tener los extractos vegetales de algunas plantas conocidas como

nocivas utilizando células peritoneales de raton.

Indagar sobre cepas ATCC resistentes a diferentes tipos de antibi6ticos que hoy en dia se
comercializan en el mercado frente a extractos naturales con el fin de garantizar la efectividad del
extracto frente a cepas con resistencias y multirresistencias, para la posterior formulacién de
farmacos a base de extractos de plantas que tengan diferentes actividades farmacoldgicas con el
objetivo de proporcionar a la sociedad una alternativa menos agresiva de tratamientos frente a

diagnosticos médicos.
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ANEXOS

ANEXO A: OBTENCION DE LA MATERIA VEGETAL EN EL SECTOR LA FLORIDA,
UBICADO EN LA PARROQUIA SAN MIGUEL DE CONCHAY, LIMON
INDANZA- MORONA SANTIAGO




ANEXO B: PREPARACION DE MATERIA VEGETAL PARA EL PROCESO DE SECADO




ANEXO C: PREPARACION DE MATERIA VEGETAL PARA EL PROCESO
PULVERIZACION

DE



ANEXO D: PREPARACION DE LA MATERIA VEGETAL PARA EL PROCESO
PERCOLACION

DE



ANEXO E: OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE EQUISETUM
GIGANTEUM L. (COLA DE CABALLO)




ANEXO F: RESULTADOS DE CONTROL DE CALIDAD DE LA MATERIA VEGETAL,
DETERMINACION DEL CONTENIDO DE HUMEDAD Y CENIZAS
TOTALES

DETERMINACION HUMEDAD

DETERMINACION DENIZAS




ANEXO G: RESULTADOS DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE EQUISETUM GIGANTEUM L. (COLA DE
CABALLO)

Identificacion de terpenos

‘ »

ldentificacién de flavonoides

ldentificacién de taninos




Identificacién de alcaloides




ANEXO H: RESULTADOS DEL TAMIZAJE DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
EQUISETUM GIGANTEUM L. (COLA DE CABALLO)

TAMIZAJE FITOQUIMICO

PRUEBAS QUIMICAS POSITIVAS

IDENTIFICACION DE FLAVONOIDES

Shinoda Antocianinas

4@ 3‘ .il\

UL W C
‘)+' ® i
) _ ’4$

Amarillo, naranja, carmelita o rojo Rojo a marrén

IDENTIFICACION DE CUMARINAS

Baljet

Color rojo

Cloruro férrico

Rojo- vino




IDENTIFICACION ALCALOIDES

Dragendorff Mayer Wagner

.

Opalescencia Turbidez definida Precipitado

IDENTIFICACION TRITERPENOS O ESTEROLES

Liebermann-Burchard

Violeta, verded o azul

IDENTIFICACION DE RESINAS

Resinas

Precipitado




ANEXO I: ACTIVACION DE CEPAS ATCC ENTEROCOCCUS FAECALIS, KLEBSIELLA
PNEUMONIAE PSEUDOMONAS AERUGINOSA.




ANEXO J: RESULTADOS DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y LA
CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DEL EXTRACTO EQUISETUM
GIGANTEUM L. (COLA DE CABALLO)

PREPARACION DEL

EXTRACTO ESCALA MAC FARLAND

j .308

@O REOMINOTE § PRO.

PREPARACION DE PREPARACION EN LOS
DILUCIONES POCILLOS

@O REDMINOTE 9 PRO
OO AlLQUAD GAMERA

YHINYO aVND IV OO
0¥d 6 310N a3y O@)




CONTROLES POSITIVOS

Klebsiella pneumoniae Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecalis
«h
A | t
\ r)
101=300 (Incontable) 10=300 (Incontable) 101=300 (Incontable)
102=300 10%=300 102=300
10°=300 10°=300 103=300




CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA DEL EXTRACTO EQUISETUM GIGANTEUM L. (COLA DE CABALLO)

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis

POCILLO CONCENTRACION (187.5 mg/m

)

101=300 (Incontable)
102=0
10°=0

101=300 (Incontable)
10=300
10°=300

101=300 (Incontable)
102=300
103=300




Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis

POCILLO CONCENTRACION (375 mg/ml)

REDMI NOTE 9 PRO
[64MP QUAD CAMERA

101=30 101=300 (Incontable) 101=1
102=4 102=300 102=0
103=0 10°=300 103=0




Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis

POCILLO CONCENTRACION (750 mg/ml)

101=1
10=0
103=0




ANEXO K: RESULTADOS ANTIBIOGRAMA EN CONCENTRACIONES 3000, 1500, 750,
350 Y 187.5 (MG/ML) DEL EXTRACTO EQUISETUM GIGANTEUM L. (COLA
DE CABALLO)

AGAR Miller-Hinton AGUA DE PEPTONA DILUCIONES

PREPARACION DE LAS
CONCENTRACIONES DEL
EXTRACTO




RESULTADOS ANTIBIOGRAMA

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa

Enterococcus faecalis

PRIMERA REPETICION

@0 REOMINOTES PRL

@0 REDMI NOTES 7RO

TERCERA REPETICION
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