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RESUMEN

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la actividad antibacteriana de
un jarabe elaborado con extracto hidroalcohdlico extraido de las partes aéreas
de Equisetum giganteum L. (cola de caballo). La especie vegetal fue recolectada
en el Distrito Huahuapuquio, Provincia de Cangallo del Departamento Ayacucho,
a unos a unos 2860 msnm. La extraccion de los componentes bioactivos se
realizé mediante la seleccién, secado, molienda y preparacion del extracto seco,
en el cual se encontr6 los siguientes metabolitos: compuestos fendlicos,
alcaloides y flavonoides. Mediante el método de tricloruro de aluminio se
determind la concentracion de flavonoides la cual fue de 1.30 mg de

Quercetina/mL de extracto.

Se elaboro el jarabe con extracto hidroalcohdlico de la especie Equisetum
giganteum L. en tres niveles de concentracion, al 20%, 40% y 60%, segun el
procedimiento del manual de técnicas de investigacion de National Committee

for Clinical Laboratory Standars para evaluar su actividad antibacteriana.

El desarrollo de la evaluacion microbioldgica se realizé mediante el método de
difusion en disco (Kirby-Bauer), empleando el jarabe con extracto hidroalcoholico
en sus tres niveles de concentracion frente a cepas clinicas de Staphylococcus
aureus, el cual se compar6 con azitromicina 15 pg y amoxicilina base a 25 pg.
Segun los resultados obtenidos, se comprobd que el jarabe con extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. al 60 % posee mayor actividad

antibacteriana frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

En conclusién, el jarabe con extracto hidroalcohdlico de la especie Equisetum
giganteum L. (cola de caballo) presenta mayor efecto antibacteriano desde las
concentraciones de 40% y 60% sobre cepas clinicas de Staphylococcus aureus
cuya accion antibacteriana se relaciona con los compuestos fendlicos, alcaloides

y flavonoides encontrados en la especie.

Palabras clave: Equisetum giganteum L., efecto antibacteriano, Staphylococcus

aureus, jarabe antibacteriano.



ABSTRACT

The objective of the present investigation was to evaluate the antibacterial activity
of a syrup made with hydroalcoholic extract extracted from the aerial parts of
Equisetum giganteum L. (horsetail). The plant species was collected in the
Huahuapuquio District, Cangallo Province of the Ayacucho Department, at about
2860 meters above sea level. The extraction of the bioactive components was
carried out through the selection, drying, milling and preparation of the dry extract,
in which the following metabolites were found: phenolic compounds, alkaloids
and flavonoids. By means of the aluminum trichloride method, the concentration

of flavonoids was determined, which was 1.30 mg of Quercetin / mL of extract.

The syrup with hydroalcoholic extract of the species Equisetum giganteum L. was
elaborated in three levels of concentration, at 20%, 40% and 60%, according to
the procedure of the manual of investigation techniques of National Committee

for Clinical Laboratory Standars to evaluate its antibacterial activity.

The development of the microbiological evaluation was performed using the disk
diffusion method (Kirby-Bauer), using the syrup with hydroalcoholic extract in its
three concentration levels against clinical strains of Staphylococcus aureus,
which was compared with azithromycin 15 ug and amoxicillin at 25 ug. According
to the results obtained, it was verified that the syrup with hydroalcoholic extract
of Equisetum giganteum L. to 60% has greater antibacterial activity against

clinical strains of Staphylococcus aureus.

In conclusion, the syrup with hydroalcoholic extract of the species Equisetum
giganteum L. (horsetail) has a greater antibacterial effect from concentrations of
40% and 60% on clinical strains of Staphylococcus aureus whose antibacterial
action is related to the phenolic compounds, alkaloids and flavonoids found in the

species.

Key words: Equisetum giganteum L., antibacterial effect, Staphylococcus

aureus, antibacterial syrup.



INTRODUCCION

La presente investigacion establece la validacion farmacologica del uso
etnomedicinal de las partes aéreas de la especie Equisetum giganteum L. (cola de
caballo) como agente antibacteriano, diurético y hemostéatico empleada en el Peru
en tratamientos de diversas enfermedades por sus propiedades medicinales®.

Diversos trabajos de investigacion evidencian los compuestos bioactivos presentes
en la especie Equisetum y sumado a la informacion existente sobre sus
propiedades medicinales y toxicoldgicas, viene siendo empleada en el tratamiento
de ciertas afecciones, como sefiala Remigio, K. (2018) sobre el uso empirico de la
planta, en tratamientos tradicionales, ayuda a tratar ciertas afecciones que aquejan
la salud de la poblacion; esto debido a sus propiedades diuréticas, expectorantes,
antifangicas, antibacteriana, antioxidantes, antipiréticas y antiespasmaddicas que
posee la especie, para aprovechar estas propiedades las formas de preparacion
pueden ser infusién, inhalacion, decoccion o macerado alcohdlico de la planta, la
cual al ser administrada de manera correcta mejoraria el estado de salud del

paciente®3),

Se postula que la actividad antimicrobiana del extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de la especie Equisetum giganteum L. (cola de caballo) esta relacionada
con la presencia de metabolitos secundarios como flavonoides, compuestos
fendlicos y alcaloides, los cuales son responsables de la coloraciéon de las flores,
frutos y hojas y reguladores del crecimiento, ademas de poseer actividad

antibacteriana, antiviral y antifiingica entre sus propiedades®.

Asimismo, en el estudio se utilizé cepas clinicas de Staphylococcus aureus, la cual
esta relacionada con infecciones del tracto respiratorio superior y de la piel, siendo
uno de los patdgenos mas recurrentes que afectan la salud de la poblacion.
Actualmente es causa fundamental de morbilidad y mortalidad, cuya gravedad
recae mas en la poblacion infantil, debido a la vulnerabilidad y a la resistencia frente
a antimicrobianos de uso comun en el tratamiento de las afecciones respiratorias

que presenta este microorganismo®).



Por tanto, el propésito de la investigacion es validar la especie Equisetum
giganteum L. como alternativa terapéutica, a través de una forma farmacéutica
econdmica, segura y eficaz formulada para curar, aliviar y tratar ciertas afecciones
producidas por Staphylococcus aureus, teniendo en cuenta que se requiere de
alternativas farmacoldgicas seguras y eficaces a menor costo y alto beneficio

terapéutico accesible para la poblacién con bajos recursos econémicos®.



CAPITULO I: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Descripcion de larealidad problematica

Las plantas medicinales, desde la antigliedad han sido empleadas por la poblacion
con fines terapéuticos debido a las propiedades que estas ofrecen, no existe cultura
en el mundo que no haya desarrollado su propia flora medicinal para tratar diversos
problemas de salud; siendo estos conocimientos adquiridos transmitidos de
generacion en generacion. Sin embargo con el paso de los afios, la creciente
urbanizacion y la modernizacion fue dejando de la lado su uso, debido al
distanciamiento de las fuentes silvestres, el cual llevo a un desconocimiento

progresivo de su empleo®).

Por ello, hoy en dia la Organizacion Mundial de la Salud promueve el uso de plantas
medicinales, bajo el nombre de medicina tradicional, basada en diversas teorias,
practicas, conocimientos, creencias y experiencias indigenas de las diferentes
culturas”, para concientizar el uso terapéutico racional entre los profesionales y la
poblacién, teniendo como finalidad el mantenimiento de la salud, prevencion,
mejora, diagndstico o tratamiento de ciertas enfermedades®. Por tanto, en la
actualidad el Perd ha incluido la medicina tradicional, alternativa y/o
complementaria en el campo de la salud, como es el caso del Hospital San José
(establecimiento nivel 11-2), el cual cuenta con un “Programa de Medicina
Tradicional, Medicina Alternativa y Complementaria”, reconocido por Resolucion
Directoral N° 001-94-DISURS-I Callao/D6®.

En este contexto, para la poblacién el uso de plantas medicinales representa el
empleo de la medicina tradicional, sustentada en las diversas investigaciones
cientificas existentes, que evidencian las propiedades terapéuticas de estas, como
es el caso de atropina, cocaina, efedrina, pilocarpina y teofilina, principios activos
derivados de plantas naturales que son empleadas en el tratamiento de diversas

patologiast?.



Entre las patologias que afectan la salud de la poblacion, un grupo predominante
son las infecciones respiratorias agudas o también llamadas IRAs, las cuales
pueden ser causadas por diversos microorganismos como bacterias, hongos, virus
e incluso parasitos, siendo Escherichia coli, Listeria monocytogenes vy
Staphylococcus aureus, el grupo principal de bacterias causantes de estas

afecciones, siendo los mas propensos nifios y adultos mayores®1:12),

Por ello, el uso de plantas medicinales para el tratamiento de infecciones
respiratorias agudas viene siendo muy relevante debido a sus beneficios
terapéuticos, constituyen un recurso de gran importancia para cubrir las
necesidades terapéuticas de la poblacion, considerandose agentes funcionales
para la salud, ampliamente conocidas en diversas culturas ancestrales. Segun
informacion etnomedicinal alivian el dolor de garganta, tos, febricula ademas de
aliviar y tratar un sinfin de patologias producidas por microorganismos

patégenos®d,

Otros microrganismos patdogenos que pueden provocar infecciones estan
Staphylococcus coagulasa negativo, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus,

Enterobacter, Candida albicans, Klebsiella entre otros4,

La bacteria Staphylococcus aureus es capaz de provocar una amplia gama de
enfermedades, por ejemplo sindrome de la piel escaldada estafilocécica, sindrome
de shock toxico, intoxicacion alimentaria estafilococica, infecciones cutaneas,
bacteriemia y endocarditis, neumonia y empiema, osteomielitis y artritis séptica®®).
Esta bacteria puede comprometer la vida del paciente, debido a que coloniza piel y
mucosas de 30 a 50% en adultos y nifios sanos; ademas coloniza las fosas nasales
anteriores, la region inguinal, axilas, la region del perineo y las faringe,

desencadenando asi las enfermedades mencionadas®>16),

Segun estudios realizados, las plantas medicinales son eficaces en el tratamiento
de infecciones producidas por microorganismos patdégenos evidenciando asi su
actividad antibacteriana, por lo que se busca elaborar a partir de sus metabolitos

gue lo componen nuevas formas farmacéuticas, que sean seguras, eficaces, con



escasos riesgos y efectos adversos en comparacién con medicamentos de origen

quimico®”,

La especie vegetal Equisetum giganteum L. (cola de caballo) es una de las plantas
con actividad terapéutica que ha sido utilizada tradicionalmente como
antiinflamatorio y antibacteriano, desintoxicante de la sangre, hepatoprotectora, y

otros usos terapéuticos los cuales tienen relevancia vigente®),

Se plantea realizar la investigacion, con la finalidad de demostrar que el extracto
hidroalcohdlico de las parte aéreas de la especie Equisetum giganteum L. (cola de
caballo) bajo una forma farmacéutica posee efecto antibacteriano frente a cepas
clinicas de Staphylococcus aureus.

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema general
¢ El jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. poseera actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de

Staphylococcus aureus?

1.2.2. Problemas especificos

e ;/Qué tipos de metabolitos secundarios poseera el extracto

hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.?

e ¢ Qué concentracién del jarabe con extracto hidroalcohdlico de la partes
aéreas de Equisetum giganteum L. presentara efecto inhibitorio frente a

cepas clinicas de Staphylococcus aureus?

e (Cual serd la susceptibilidad antibacteriana de las cepas clinicas de

Staphylococcus aureus frente al jarabe con extracto hidroalcohélico de



1.3.

la partes aéreas de Equisetum giganteum L. comparados con

amoxicilina y azitromicina?

Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana del jarabe elaborado con extracto

hidroalcohdlico extraido de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.

frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

1.3.2. Objetivos especificos

Determinar cuales son los tipos de metabolitos secundarios presentes
en el extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L.

Determinar a qué concentracion el jarabe que contiene extracto
hidroalcohdlico de la partes aéreas de Equisetum giganteum L.
presentara efecto inhibitorio frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus.

Evaluar la susceptibilidad antibacteriana de las cepas clinicas de
Staphylococcus aureus frente al extracto hidroalcohdlico de la partes
aéreas de Equisetum giganteum L. comparados con amoxicilina y

azitromicina.



1.4

Justificacion e importancia de la investigacion

La justificacion de la investigacion es otorgar un valor agregado a la especie
Equisetum giganteum L. y evaluar su efecto antibacteriano frente a cepas
clinicas de Staphylococcus aureus, con la finalidad de brindar a la poblacion

una alternativa terapéutica, econdémica y segura para tratar infecciones.

La importancia de desarrollar una forma farmacéutica (jarabe) con posible
actividad antibacteriana de una especie que se cultiva en el Per(, empleada
como alternativa terapéutica natural, brindar4 eficacia y seguridad al
momento de su administracién, aprovechando asi en mayor proporcion los
beneficios terapéuticos de la especie, por lo cual si el sector farmaceéutico en
un futuro a corto plazo lo llegara a comercializar en el mercado nacional e
internacional, originaria un impacto economico positivo en el pais y con el
aumento de la productividad generaria nuevos puestos de trabajo para la

poblacién contribuyendo asi con la reduccion de la pobreza.

Debido a los beneficios que nos brinda la especie Equisetum giganteum L.
(cola de caballo) la viabilidad de esta investigacion recae en contribuir al
desarrollo de futuras investigaciones con el fin de establecer un producto
farmacéutico como posible tratamiento para controlar las enfermedades
asociadas a un proceso de infeccion ocasionado por la bacteria

Staphylococcus aureus.



2.1

CAPITULO II: MARCO TEORICO

Antecedentes del estudio

2.1.1. Antecedentes Nacionales

Medina Bernal, M. (2016)®, evalué el efecto antimicrobiano in vitro del
extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) sobre el crecimiento
de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Candida albicans. Los
metabolitos secundarios se extrajeron por el método de percolacion usando
3 solventes: hexano, etanol y acetato de etilo; asimismo se realizd la
cromatografia de capa fina para identificar metabolitos secundarios. La
prueba de sensibilidad antimicrobiana fue in vitro, se evalué la concentracion
inhibitoria minima por el método de dilucion en tubo y las concentraciones
bactericidas minimas por el método de agar. Los metabolitos secundarios
identificados fueron alcaloides, flavonoides, terpenos y taninos. Las
concentraciones inhibitorias minimas fueron para Staphylococcus aureus de
3.5 mg/mL, Escherichia coli de 15.0 mg/mL y Candida albicans de 3.0
mg/mL. Asimismo las concentraciones bactericidas minimas fueron para
Staphylococcus aureus 4.5 mg/mL, Escherichia coli 25.0 mg/mL y Candida
albicans 4 mg/mL. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico tiene mejor
efecto antimicrobiano frente a bacterias Gram positivas y negativas
(Staphylococcus aureus y Escherichia coli) y poco efecto antimicrobiano

frente a hongos (Candida albicans).

Calsin Huayta, Y. (2017)19, evalué la actividad antimicrobiana del aceite
esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense “cola de caballo” In vitro,
frente a Escherichia coli y Candida albicans uropatdégenas.

El aceite esencial se obtuvo por destilacibn mediante arrastre a vapor de
agua y el extracto etandlico por maceracién. La determinacion de la
concentracion minima inhibitoria se evalud con las cepas bacterianas en

agar Mueller Hinton y se usé el método de dilucibn en placas a



concentraciones de 0.1%, 0.2%, 0.5%, 1.0%, 2.5 % y 5.0 % del aceite
esencial y extracto etandlico. En la determinacion de sensibilidad
antimicrobiana se emple6 disco de papel a concentraciones de 1 uL, 5 pL,
10 pL, 25 uL, 35 pL y 50 uL del aceite esencial y extracto etandlico; para los
controles positivos se empled gentamicina 10 pg y fluconazol 25 pg y en el
control negativo agua estéril. Segun los resultados obtenidos la
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial frente a Escherichia coli
fue de 1.0% y para el extracto etandlico 2.5%, sin embargo para Candida
albicans no fueron suficientes. En la sensibilidad antimicrobiana el
porcentaje de inhibicion del aceite esencial fue de 35 pL y para el extracto
etandlico 50 uL frente a Escherichia coli, los cuales fueron superiores al
control de gentamicina con 57.0% y 27.0% superando al control, con
fluconazol las cepas mostraron mas resistencia bacteriana y frente a cepas
de Candida albicans fueron resistentes a las concentraciones empleadas. Se
concluye que el aceite esencial, el extracto y los farmacos empleados sobre
las cepas de Escherichia coli inhibieron la bacteria, pero con las
concentraciones y los farmacos empleados en las cepas de Candida

albicans no fueron efectivas para inhibir la bacteria.

Campos Fernandez, E. (2016)?9, evalu6 el uso terapéutico de la cola de
caballo (Equisetum arvense) en los pobladores de la ampliacion Victor Radl
Haya de la Torre La Victoria — Chiclayo, durante el periodo de setiembre
2014 a agosto de 2015. Primero se desarroll6 una prueba piloto realizando
un cuestionario a un sector, después se realizo la encuesta domiciliaria a
277 pobladores de toda la zona para evaluar el uso de la Cola de caballo.
En la encuesta se demuestra que el 47.0% lo utiliza como antinflamatorio, el
28.2% como antibacteriano de las vias respiratorias, el 14.4% como alivio de
las heridas y el 10.4% como antinflamatorio oftdlmico. Segun el conocimiento
de las indicaciones, el 86.6% no identifica las RAMSs, el 33.2% desconoce las
indicaciones adecuadas, el 20.8% tiene conocimiento sobre la dosis
adecuaday el 16.8% desconoce la frecuencia en la cual se debe administrar.
Se concluye que los pobladores utilizan mas la cola de Caballo para

problemas de inflamacién en vias urinarias y con respecto al conocimiento



sobre indicaciones, posologia y duracion del tratamiento un alto porcentaje
de pobladores mencionaron no tener conocimiento Yy/o suficiente

informacion.

Mamani Lima, L. (2017)?Y, evalué la actividad antibacteriana de los
extractos alcohdlicos de hojas y tallos de Senecio spp (chachacoma) en el
crecimiento in vitro de bacterias Escherichia coli, Klebsiella sp,
Staphylococcus aureus y Enterococcus sp procedentes de pacientes con
infeccion urinaria. Para realizar el estudio se maceré las hojas y los tallos
con alcohol 70°C; las bacterias fueron cultivadas en agar Mueller Hinton; se
uso diluciones por triplicado, al 20% de extracto mas 80% de agua destilada,
40% de extracto mas 60% de agua destilada, 60% de extracto mas 40% de
agua destilada, 80% de extracto mas 20% de agua destilada y 100%. En el
control positivo se empled amoxicilina comercial y en el control negativo agua
destilada; se uso el método de difusion en discos de sensibilidad. Segun los
resultados obtenidos las cepas de Escherichia coli y Klebsiella sp
presentaron resistencia bacteriana en todas las concentraciones de los
extractos y el control positivo con amoxicilina logré un 100% de inhibicion.
Las cepas de Staphylococcus aureus fueron sensibles a todas las
concentraciones de los extractos, siendo su mayor inhibicion de 46.89% a
concentracion de 100.00% del extracto de las hojas y 39.71% de inhibicion
para el extracto de tallos. Se concluye que los extractos alcohdlicos de
Senecio spp tienen efecto antimicrobiano sobre las cepas de Staphylococcus

aureus, presentando mayor efecto el extracto alcohdlico con las hojas.

Peldez Y, Pereda O. (2018)?, realizé el siguiente estudio con la finalidad
de establecer los pardmetros de calidad e identificacién de los metabolitos
secundarios de Equisetum giganteum L. (cola de caballo), para el estudio
farmacogndstico comprendié la identificacion de las caracteristicas
macroscoépicas, micromorfoldgicas, fisicoquimicas de las ramas laterales de
Equisetum giganteum L. y para la identificacibn de metabolitos secundarios

se realizd un tamizaje fitoquimico. Se obtuvo los siguientes resultados y
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conclusiones para las caracteristicas macroscopicas; presentd de largo y
ancho 20 cm £ 0.84 y 0.2 cm £ 0.45, en forma diagonal con 6 a 8 ranuras y
una cabezuela conteniendo esporas, textura coriacea, superficie rugosa,
color verde oscuro y sabor amargo. En las caracteristicas microscépicas se
observé el parénquima clorofiliano, esclerénquima, epidermis sin pelos
protectores, xilema, floemas y estomas. Para las caracteristicas
fisicoquimicas present6 cenizas totales 5.88% + 0.24, cenizas insolubles en
acido clorhidrico 0.46 % * 0.03, cenizas solubles en agua 3.75% + 0,16;
humedad 7.32% * 0.99, materias extrafias 0.33% * 0.02 y sustancias
solubles, en agua 18.02% + 1.0; en etanol 96° GL 14.08 % + 0.70 y etanol
70° GL 20.65 % £1.0. Los metabolitos secundarios identificados fueron
flavonoides, compuestos fendlicos, aminoacidos, taninos, aminoacidos y

azucares reductores.

Céaceres Lupaca, K (2018)3, determind el efecto antibacteriano in vitro del
extracto de Equisetum arvense sobre Streptococcus mutans. El extracto se
obtuvo por medio de un hidrodestilador, después se prepararon diferentes
concentraciones del extracto al 10 %, 20 %, 50% y 100 %, para la prueba
antibacteriana se us6 el método de Kirby Bauer, se coloco discos de papel y
se agregé mediante una pipeta automatica las distintas concentraciones del
extracto de Equisetum arvense con un volumen de 10 L, finalmente se llevd
a incubar a 37°C por 24 horas. Los resultados obtenidos del extracto de
Equisetum arvense al 10 % y 20 % fue nula, presentando un halo inhibitorio
de 6.87 mmy 7.90 mm, mientras el extracto de Equisetum arvense al 50 %
y 100% fue positiva, presentando un halo inhibitorio de 9.93 mmy 12.23 mm.
Se lleg6 a la conclusion que el extracto del Equisetum arvense al 100% tiene

mayor efecto antibacteriano sobre las cepas de Streptococcus mutans.
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2.1.2. Antecedentes Internacionales

Béez Benavides, A. (2015)@¥, evalu6 la actividad del extracto etandlico y
metandlico de cola de caballo (Equisetum arvense) sobre Aeromonas spp Yy
Staphylococcus aureus. Se extrajo los metabolitos secundarios por el equipo
de soxhlet, usando 2 tipos de solventes metanol y etanol, en el secado se
utilizé un evaporador rotatorio. Se utilizd diferentes diluciones de los
extractos y la prueba de sensibilidad antimicrobiana fue in vitro usando el
agar Mueller Hinton y discos de oxitetraciclina y fosfomicina. La
concentracion minima inhibitoria para Staphylococcus aureus fue 0.21 g/mL
y para Aeromonas spp 0.99 g/mL, demostrando resistencia a las demas
concentraciones, el extracto metandlico presentd mayor porcentaje
inhibitorio con una medida de 58.9% frente a 33.0% del extracto etandlico, el
extracto metandlico presentd mayor porcentaje inhibitorio con media de
0.59% vy el extracto etandlico presentd un indice de 0.33% de efecto
antibacteriano. El halo de inhibicidon de oxitetraciclina fue de 18.5 mm y para
fosfomicina de 18.2 mm el cual presentd mayor efecto antibacteriano frente
al extracto de Equisetum arvense. Se concluye que el extracto que tuvo
mayor efecto antibacteriano fue el metandlico; Staphylococcus aureus fue
mas sensible frente a los extractos de distintas concentraciones, mientras
gue Aeromonas spp solo presentd inhibicion de crecimiento bacteriano a

concentraciones mayores de 0.99 g/mL.

Marques Temoteo, J. (2017)@®, evalud el perfil fitoquimico, la actividad
antimicrobiana y la citotoxicidad del extracto y fracciones de Equisetum
arvense.

En la extraccion del extracto bruto se usé etanol y para fracciones se usoé
hexano, cloroformo, acetato de etilo y metanol, para el secado se empled un
evaporador rotatorio. La determinacion de fenoles se realiz6 por Folin-
Ciocalteu, flavonoides por detector UV-DAD y los compuestos poli fendlicos
HPLC con detector UV. La actividad antioxidante se realiz6 por DPPH, la
actividad microbiolégica por el método de difusion de disco (oxacilina,

ampicilina, ceftazidima) sobres cepas de Staphylococcus aureus,
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Escherichia coliy Pseudomona aeruginosa. En la actividad citotoxica se us6
el cultivo de células de macréfagos de linhagem J774. Los resultados
obtenidos identificaron compuestos fendlicos, fenoles, flavonoides y
actividad antioxidante al 90% para la fraccién. En la actividad antimicrobiana
la fraccion acetato de etilo inhibié el crecimiento de Staphylococcus aureus
y Pseudomona aeruginosa, y la fraccion cloroférmica inhibié cepas de
Escherichia coli. En la citotoxicidad, la fraccion con hexano y metanol
presentd CL50 a 67.63 ug/mL y 74.33 ug/mL siendo las mas citotoxica para
los macréfagos de linaje J774, el extracto bruto, fraccion cloroférmica y
acetato de etilo presentaron DL50 mayor a 100.00 pg/mL.

Se concluye que el extracto de acetato de etilo de Equisetum arvense
destacé por presentar buena actividad antioxidante, antibidtico y no

presentar citotoxicidad significativa.

Bohatch M, et al. (2016)®?®, realizaron un screening de la actividad
antimicrobiana in vitro de los extractos de las plantas Piper solmsianum y
Equisetum arvense. Se utilizo las hojas de Piper solmsianum y partes aéreas
de Equisetum arvense secadas a temperatura ambiente, para la extraccion
se uso el equipo de soxhlet hasta agotamiento y para el secado se empled
un evaporador rotatorio a T° de 40 a 45°C. Para la determinacion de la
actividad antimicrobiana se us6 el método de difusion en agar de cilindro en
placas y las diferentes concentraciones de los extractos, los cilindros se
llenaron con los extractos de forma decreciente (1000 g, 500 pg, 250 ug y
125 ug), disuelto en dimetilsulfoxido. En el control positivo se utilizd
cloranfenicol 30 ug y en el control negativo dimetilsulfoxido. El extracto bruto
de Piper solmsianum tuvo actividad antimicrobiana hasta concentraciones
de 125 ug, presentando un halo de inhibicibn de 15.0 mm para
Staphylococcus aureus y 11.0 mm para Escherichia coli, mientras que el
extracto bruto de Equisetum arvense tuvo actividad antimicrobiana hasta en
concentraciones de 125 pg presentando un halo de inhibicion de 11.5 mm
para Staphylococcus aureus y de 11.0 mm para Escherichia coli. Se
concluye que el efecto antimicrobiano fue moderado tanto para bacterias

Gram positivas y Gram negativas.
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Sinha S. (2012)@", evalud la actividad antibacteriana contra dos Gram
positivos (Bacillus subtilis y Micrococcus luteus) y cuatro Gram negativos
(Vibrio cholerae, Escherichia coli, Shigella flexneri y Shigella dysenteriae).
La extraccién de los tallos fue con etanol, con un extractor de gotas y fue
secado en evaporador rotatorio. Se utilizé el método de difusion en pozo de
agar y las distintas concentraciones de extracto (50, 100, 200 y 400 pg/mL);
para el control negativo se emple6 dimetilsulféxido y para el control positivo
se emple6 ampicilina 10 pg. Por ultimo se realizd un tamizaje fitoquimico al
extracto. Se demostré que cuatro cepas bacterianas eran sensibles frente al
extracto etandlico (Bacillus subtilis, Micrococcus luteos, Escherichia coli y
Shigella flexneri) y dos insensibles; la inhibicion mas alta fue de Escherichia
coli con una medida de 32 mm. En el control negativo (dimetilsulfoxido) no
se produjo inhibicion bacteriana y en el control positivo de ampicilina si hubo
inhibicion. Segun el tamizaje se demostré que posee compuestos fendlicos,
taninos y flavonoides. Se concluye que el extracto etandlico tiene actividad
antibacteriana frente a cepas bacterianas Gram positivas y Gram negativas,

la especie Equisetum arvense L. se puede usar como medicina alternativa.

Muhammad N, et al. (2016)@®, realizaron el estudio comparativo sobre la
determinacién cuantitativa de compuestos polifendlicos totales y flavonoides
en Achillea millefolium y Equisetum arvense. La extraccion se realizo con los
solventes de agua, acetona al 100%, etanol al 100%, etanol al 80%, metanol
al 50% y metanol al 70%, se utiliz6 el método Folin-Ciocalteau para la
determinacién de compuestos polifendlicos y las absorbancias se leyeron en
espectrofotometro UV visible, para la cuantificacion de flavonoides por
HPLC-PDA, se prepard soluciones madre de 6 estandares (apigenina,
isorhamnetina, kaempferol, luteolina, myricetina y quercetina). Los
polifendlicos totales obtenidos para Achillea millefolium fue 68.84 mg/g y
para Equisetum arvense fue 25.86 mg/g; las concentraciones para Achillea
millefolium de luteolina fue 38.31 mg/L, quercetina 12.02 mg/L, apigenina
48.33 mg/L, kaempferol 0.46 mg/L y paraisorhamnetin 1.17 mg/L en Achillea
millefolium. En Equisetum arvense solo se encontraron 4 flavonoides, las

concentraciones de Iluteolina fue 0.74 mg/L, quercetina 87.34 mg/L,
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apigenina 4.76 mg/L y para kaempferol fue 10.95 mg/L. Se concluye que
Achillea millefolium posee mayor concentracion de apigenina y Equisetum

arvense de quercetina.

Radulovié N, et al. (2006)?, determinaron la composicion y actividad
antimicrobiana del aceite esencial de Equisetum arvense L. En el estudio se
uso los tallos estériles molidos secos, luego se sometidé a hidrodestilacién
por el equipo de destilacién tipo Clevenger, el aceite obtenido fue secado
sobre sodio anhidro y se calculé el rendimiento. En el analisis de GC/ MS del
aceite esencial se us6 un cromatografo de gases; para identificacién de
compuestos se usé un espectrometro y en la evaluacion de actividad
antimicrobiana se empleo el método de difusion de disco sobre cepas Gram
positivas (Staphylococcus aureus), Gram negativas (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomona aeruginosa, Salmonella enteritidis) y
microorganismos fangicos (Aspergillus niger y Candida albicans). En los
controles positivos se utilizd ampicilina, doxibeto y para control negativo
disco con éter puro. Se obtuvo un rendimiento del 0.01% y se identificaron
25 compuestos, la bacteria mas susceptible fue Staphylococcus aureus y la
mas resistente la cepa Escherichia coli. Se concluye que el aceite esencial
posee actividad antimicrobiana frente a cepas bacterianas por lo cual la

actividad antimicrobiana fue mayor o igual a los farmacos.

Eslamiyan F, et al. (2015)¢9, se evalud los efectos antimicrobianos de los
extractos acuosos, alcohdlicos y la ceniza de dos especies de la hierba de
cola de caballo contra cepas estandar de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli y Candida albicans evaluando su efecto sobre las células
eucariotas. Se preparé extracto acuoso, etandlico y metandlico de dos tipos
de cola de caballo, las cenizas se prepararon quemando la panta en la
parrilla y disolviendola en agua destilada; para la evaluacién de la actividad
antimicrobiana se uso el método de difusibn en agar sobre cepas de
Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli y el método de

difusion en caldo para obtener la concentracion minima inhibitoria, también
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se utilizé discos de gentamicina y oxacilina, para evaluar el efecto sobre las
células eucariotas se utiliz6 de medio agar sangre. Algunas cepas no
mostraron inhibicion como la cepa de Escherichia coli frente al extracto
acuoso de ramosissimum a concentracion de 90 mg/mL, pero los extractos
acuoso, metanolico y etandlico a concentracion minima de 25 mg/mL si
presentaron efecto letal. El extracto de ceniza de telmateia a una
concentracion de 50 mg/mL también mostré efecto letal. Los extractos no
tenian ningun efecto téxico en los gldbulos rojos, no se observé hemdlisis.
Se concluye que los diferentes extractos de Equisetum arvense ayudan a
tratar infecciones bacterianas y fungicas, pueden ser de utilidad en caso de

resistencia a los farmacos.

Vatlak A, et al. (2014)¢, evaluaron la accion antimicrobiana de los extractos
metanolicos de Equisetum arvense L. y Urtica dioica L. contra bacterias
Gram negativas y Gram positivas. Se realizo la maceracion con metanol, el
filtrado y secado por evaporacion rotatoria. Las cepas utilizadas fueron
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Serratia rubidaea, Listeria
ivanovii, Listeria innocua, Enterococcus raffinosus, Brochothrix
thermospacta, Staphylococcus epidermis, Lactobacillus rhamnosus vy
Paenibacillus larvae. Para la determinacion de la actividad antimicrobiana se
utilizd el método de difusion en disco y se empled como control negativo
agua destilada. En la determinacion de las concentraciones inhibitorias
minimas se uso la técnica de dilucion en serie. El extracto de Equisetum
arvense L. presentdé mayor efecto antimicrobiano frente a Staphylococcus
epidermis, el extracto de Urtica dioica frente a Pseudomona aeruginosa y
ligeramente sobre Escherichia coli, Brochothrix thermospacta, Lactobacillus
rhamnosus y Paenibacillus larvae. Se concluye que el extracto de Equisetum
arvense L. es mas efectivo sobre cepas de Staphylococcus epidermis con el
método de difusion de disco y con el método de dilucion frente a cepas de
Serratia rubidaea; mientras que el extracto Urtica dioica L. es mas efectivo
con el método de difusion frente cepas de Pseudomona aeruginosa y en el

método de dilucion frente a cepas Serratia rubidaea y Escherichia coli.
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Geetha R, et al. (2011)¢», evaluaron la actividad antibacteriana de
Equisetum arvense Linn en patdgenos seleccionados del tracto urinario. Se
prepard 2 extractos, etandlico y acuoso a diferentes concentraciones en
agua estéril 5 mg/L, 10 mg/mL, 20 mg/mL; se carg6 50 pL de extracto de
diferentes concentraciones en discos de papel filtro, cada disco contenia 250
Hg, 500 ug, y 1000 pg respectivamente. Para determinacion de la actividad
antimicrobiana se utilizé el método de difusién en disco frente a cepas de
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomona
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus vy
Enterococcus faecalis; también se utilizaron discos de antibidticos de
amoxicilina y ciprofloxacino. El extracto etandlico fue mas efectivo frente a
cepas de Escherichia coli, presentando halo de inhibicion de 24 mm, con
Proteus mirabilis presenté 23 mm y Staphylococcus saprophyticus 24 mm;
pero resultdé menos efectivo contra Pseudomona aeruginosa con un halo de
inhibicion de 11 mm; en otras cepas como Klebsiella pneumoniae y
Enterococcus faecalis presentdé 18 mmy en Staphylococcus aureus 14 mm,
todos ellos a concentraciones de 1000 pg. Se concluye que Equisetum
arvense Linn se puede utilizar como medicina natural por ser una buena

alternativa econOmica y segura para tratar enfermedades infecciosas.

Hleba L, et al. (2013)©%), evaluaron los efectos antimicrobianos de extractos
de plantas médicas de Eslovaquia a bacterias resistentes a los antibidticos y
sensibles a los antibidticos aislados de la leche de vaca y yeguas Lipican.
Se realiz6 las extracciones con metanol de las plantas Tussilago farfara,
Equisetum arvense, Sambucus nigra, Aesculus hippogastanum y Taraxacum
officinale, obtenidos los diferentes extractos se procedio a filtrar y secar en
un evaporador rotatorio en vacio. Se aislé de la leche de vaca de produccién
10 cepas de Escherichia coli y de la cria de la yegua Lipican 10 cepas de
Escherichia coli. La prueba de sensibilidad antibacteriana se realizé sobre
agar Mueller Hinton, se usé ampicilina 10 pg, cloranfenicol 30 pg, imipenem
10 ug, tetraciclina 30 pg y discos impregnados con 20 pL de cada extracto
de la planta. Todas las cepas de Escherichia coli mostraron resistencia frente

a discos de ampicilina y cloranfenicol, las cepas aisladas de leche de vaca
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2.2.

mostro sensibilidad frente a los extractos, la reproduccion de la yegua fueron
susceptibles solo al extracto de Tussilago farfara. Se concluye que la cepa
de Escherichia coli es mas susceptible a los extractos ya que con los

farmacos muestra resistencia bacteriana.

Bases tedricas

2.2.1. Equisetum giganteum L.

A. Historia®9

La cola de caballo es una planta antigua que dominé los bosques de la época
de los dinosaurios. Durante ese tiempo, hubo ejemplares que crecieron
hasta convertirse en el tamafio de los pinos gigantes. Se creia que estos
gigantes se habian extinguido, pero se descubrieron varias docenas de
plantas que habitan en un valle remoto de Australia. A pesar de que las
especies grandes practicamente han desaparecido, la cola de caballo
permanece en todo el mundo como una planta pequefa y distintiva. Debido
a su apariencia y cualidades unicas, las colas de caballo han sido utilizadas
durante mucho tiempo por culturas indigenas de todo el mundo y han

encontrado un nicho en la farmacopea herbal de muchos pueblos.

Se han utilizado cuatro especies de cola de caballo en la meca herbaria
occidental: Equisetum arvense, Equisetum fluviatile, Equisetum hyemale y
Equisetum sylvaticum.

B. Clasificacion TaxonGmica

Clasificada y estudiada como Equisetum giganteum L., tiene la siguiente

posicion taxondémica, segun la clasificacion del sistema de Smith, A.R. et al.
(2006) (Tabla N° 1).
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Tabla N° 1: Clasificacion taxondmica de la especie Equisetum

giganteum L.

DIVISION MONILIOPHYTA
CLASE EQUISETOPSIDA
ORDEN EQUISETALES
FAMILIA EQUISETACEAE
GENERO Equisetum

ESPECIE Equisetum giganteum L.

Fuente: Museo de Historia Natural de la UNMS.

C. Nombres comunes

Cola de caballo, equiseto menor, platero, hierba de plata, canutillo, yunquillo,
cien nudillos, candalillo, pinillo, rabo de caballo, rabo de mula, cepacaballo,
rabo de lagarto, rabo de asno, hierba del platero®>.

D. Descripcion morfologica®®

Equisetum giganteum L. comunmente conocido como cola de caballo, es
uno de los equisetos mas grandes de la especie, llega a medir de 2 a5 m de
altura, siendo excedido en tamafio solo por Equisetum myriochaetum el cual

puede alcanzar los 8 m de altura.

Sus tallos aéreos miden de 1 a 2 cm de diametro, siendo los mas grandes
de la familia, son articulados, huecos, presentan numerosas estrias y poseen
una textura aspera y endurecida al tacto. En comparacién con otros

equisetos, no presenta separacion de tallos estéril y portador de esporas.

Presenta rizomas largos y en aspecto carece de hojas; aunque estan
presentes formando vainas cilindricas desde los nudos de los tallos,
comprenden muchas hojuelas lineales. De algunos nudos salen ramas, con
las mismas caracteristicas de los tallos principales; en sus extremos brotan

organos reproductivos con forma de espiga cilindrica oval, en cuyo eje hay
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en circulos horizontales, diminutas hojitas modificadas, hexagonales: los

esporofilos, y en su lado interno hay esporangios con esporas.

E. Distribucién geogréfica y habitat

La especie Equisetum giganteum L. es nativa de Sudamérica y América
Central y las Antillas, esta distribuida en los paises de Guatemala, El
Salvador, Costa Rica, Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru, Bolivia, Chile,
Argentina, Paraguay, Uruguay y Brasil®”. En el Per(i se encuentra desde
Piura a Arequipa, Huanuco y Ucayali©®),

La especie crece y habita en regiones templadas y célidas, lugares hiumedos
e inundados, incluyendo orillas de rios, arroyos, suelos arenosos, bordes de

caminos y lagos®9.

F. Condiciones de cultivo y recoleccién

La cola de caballo es una planta perenne que crece en forma de arbusto, en
parajes humedos y templados. Generalmente la podemos encontrar en
suelos arcillosos, terrenos encharcados, alrededores de praderas y a orillas
de arroyos y rios. Es considerada maleza por los agricultores, debido a que

absorbe gran cantidad de nutrientes del suelo“?.

Es cultivada en terrenos humedos, fértiles y arenosos; si la tierra es arenosa
y fértil crecera rapidamente. En climas célidos siempre habra hojas verdes,
formando vainas cilindricas todo el afio por lo cual se debe abonar una vez
al afo, regar diariamente o crear un ambiente hUmedo. Se adapta bien a los
climas frios, en invierno puede desaparecer, pero en primavera crecera con

fuerza®d)

La recoleccion se da en época de lluvia (verano), antes de la maduracién de
la especie para aprovechar el rendimiento y calidad de los principios activos,
y ello depende de varios factores como la hora de la cosecha, fase lunar,

épocas de lluvia, cantidad de luz, entre otras“243),
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G. Etimologia

El nombre genérico Equisetum procede del latin equus que significa "caballo”
y seta que significa "cerda" o "pelo”, giganteum del epiteto latino que significa
"gigante" o "grande", el nombre latino se adoptd del griego que en castellano
se traduce como "cola de caballo”, debido a lo fino que son los verticilos de
los brotes verdes*4).

H. Fenologia

Es posible distinguir dos ciclos vitales de la planta segun sus partes
morfoldgicas anteriormente descritas: por un lado, los rizomas, con un ciclo
de vida perenne como es propio del género Equisetum; y por otro, los tallos

herbaceos de ciclo de vida anual, termina durante el invierno®,

Adicionalmente sus esporangios maduran durante primavera, comienza

entre los finales de marzo y a principios de abril“6)

I. Composicion quimica

Al igual que su morfologia, segun varios autores la composicion quimica del
Equisetum giganteum L. es considerada como inusual; encontrandose

acidos, glucoésidos saponinicos, flavonoides, entre otros, como se desglosa

en la tabla N° 2.
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Tabla N° 2: Composicion quimica de la especie Equisetum giganteum L.

Familia Compuesto quimico Equisetum giganteum L.
Acidos Silicico

Oxalico

Malico

Linonenico

Galico

Vanilico
Glucésidos saponinicos | Equisetonina
Alcaloides Nicotina
Cumarinas Acido p-cumérico
Acidos fenodlicos Apigenina 5-O-glucésido

Metil éster del acido 3 nonanoico
Acido dodecanoico

Acido meso tartarico dicafeoil
Flavonoides Quercetina

Dihidroxiquercetina

Galuteolina

Vitaminas Acido ascérbico

Beta-caroteno

Riboflavina

Niacina

Minerales Calcio

Cobre

Hierro

Magnesio

Zinc

Silicio

Fuente: Blair S, Madrigal B.4"); Pifieros J.“®); Floripe A, Rios A, Huete E.(“9)

1. Compuestos fendlicos

Constituyen un amplio grupo de metabolitos secundarios, se biosintetizan
por medio de dos vias principales, por la ruta del acetato malonato y del

acido shikimico®9,

Se encuentran en reino vegetal en verduras, legumbres, frutas, en
alimentos derivados como el vino, cerveza, té, aceite de oliva o en zumo

de frutas®b),

Forman grandes grupos de metabolitos secundarios, en su estructura
presenta al menos un grupo fenol, un anillo de benceno unido a lo menos

a un grupo hidroxilo®?,
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Se pueden clasificar de muchas formas debido a su diversidad estructural

(estructura quimica)®3:

e No flavonoides
e Flavonoides: formado por presentar 2 grupos bencénicos unido por

un puente de tricarbonato.

Los compuestos fendlicos poseen propiedades antisépticas,

antinflamatorias y antioxidantes®3),

1.1. Flavonoides

Los flavonoides pertenecen a la familia de los compuestos fendlicos,
engloban un gran grupo de metabolitos secundarios proveniente de
la ruta del acetato y del &cido shikimico. Estan ampliamente
distribuidos y se encuentran en casi todas las plantas superiores,
principalmente en las partes aéreas y las expuestas al sol, hojas,

flores y frutos debido a que la luz del sol favorece la sintesis®?.

Son importantes por ser responsable de la coloracion de las flores,
frutos y a veces de las hojas, y porgue interviene en la polinizacion

de las plantas(®® 56),

Los flavonoides presentan en su estructura quimica 15 atomos de
carbono en su nucleo basico, estan arreglados bajo el sistema de
tipo Ce-Cs3- Cs, €l cual presenta dos anillos aromaticos (bencénicos)
llamados anillo A y B unidos entre si por una cadena de 3 carbonos
ciclada a través de un oxigeno, la cual puede o no puede formar un

tercer anillo, si se diera el caso el anillo es llamado anillo C®?,

Entre sus propiedades terapéuticas destacan su efecto antioxidante,
diurético, antiinflamatoria, antihepatotoxico, antiinflamatoria,
antialérgica, antitumoral, antibacteriana, antifangica, antivirica entre

otras(®®),
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2. Alcaloides

Los alcaloides constituyen grandes numeros de metabolitos secundarios,
se encuentra en las semillas, raices, cortezas y hojas, en forma de

glucdsido, formando sales con acidos organicos o en estado libre®9,

Se biosintetizan a partir del Acetil-CoA o a partir de la ruta del &cido

shikimico(©9),

Presentan estructuras muy variadas y complejas, formado por
compuestos organicos nitrogenados y carbono en su estructura

molecular, generalmente forma anillos complejos(®©b.

En la biosintesis de los alcaloides intervienen diversos tipos de reacciones
organicas. Los aminoacidos son moléculas precursoras de los alcaloides
los cuales van a experimentar una serie de transformaciones, para la
obtencion de una gran variedad de metabolitos secundarios, entre la
reacciones comunes en la biosintesis de alcaloides que se puede dar son
la reaccion de oxidacion, reduccion, deshidratacion, descarboxilacion y

condensacion aldolica®?.

Los alcaloides poseen accion fisioldgica, que puede ser toxica o curativa,
entre sus propiedades terapéuticas destacan su efecto estimulante,
anestésico local, analgésico, antisépticas, expectorante, sedante entre

otras(®9.63),

J. Propriedades y usos etnomedicinales

Desde la época de la antigua Roma, los tallos estériles de la cola de caballo
han sido empleadas para tratar diferentes males, especialmente aquellos
relacionados con el sangrado como el caso de las hemorragias, las Ulceras
sin sanar y algunas heridas profundas®. Pero en la medicina tradicional es
empleada por sus propiedades medicinales diuréticas, astringentes,

hemostaticas y remineralizantes®>),
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Segun textos la especie Equisetum giganteum L. también posee
propiedades depurativas, antibacterianas, antisépticas, hemostaticas,

analgésicas, antiinflamatorias, antiespasmadicas y cicatrizantes®?.

K. Toxicologia

El caracter nocivo de la planta es atribuido a su contenido en tiaminasa. Sin
embargo, se ha reportado que la limpieza ardua de la planta, cambiando el
agua de tres a cuatro veces para retirar las esporas y la coccion o el
desecamiento de la planta, puede eliminar o disminuir el contenido de
tiaminasa. No obstante, se recomienda consumirla con moderacion, evitarla
durante el embarazo y procurar no combinarla con el uso de diuréticos,

antinflamatorios o grandes cantidades de alcohol(667),

2.2.2. Staphylococcus aureus

A. Caracteristicas(©®

El nombre de Staphylococcus aureus fue designado por el cirujano Britanico
Sir Alexander Ogston en el afio 1880, después de utilizar la expresion griega
staphyle (racimo de uvas) ya que su crecimiento en grupos es semejante a
las uvas. Las cepas de Staphylococcus aureus son cocos Gram positivos,
miden cerca de 1 uym de diametro, no moviles, aerobios facultativos y
fermentadores de glucosa. El género Staphylococcus aureus presenta mas
de 30 especies diferentes, habitan naturalmente en la piel y las membranas
mucosas; no presentan otros habitats excepto cuando estan involucradas a

otras infecciones.

B. Taxonomia(®®

No existe ninguna clasificacion oficial de baterias que sea aceptada y
aplicada universalmente, sin embargo, la mayoria de laboratorios clinicos se

adhieren a estandares nacionales definidos para identificar bacterias
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médicamente significativas. La nomenclatura bacteriana se rige por un
codigo internacional elaborado por el Comité Internacional de Bacteriologia
Sistematica y publicada como listas aprobadas de nombres bacterianos en
la revista internacional de microbiologia sisteméatica y evolutiva. De acuerdo
a rangos utilizados para clasificar las bacterias y el umbral de similitud en
16S rDNA secuencia aceptada para la asignacion a ese rango, ocupa la

siguiente categoria taxonémica:

Tabla N° 3: Taxonomia de Staphylococcus aureus

REINO Bacteria

FILO Firmicutes

CLASE Bacilli

ORDEN Bacillales

FAMILIA Sthaphylococcaceae
GENERO Staphylococcus
ESPECIE Staphylococcus aureus

Fuente: Barer M, Irving W. et al.(%

C. Caracteristicas del crecimiento(9

La bacteria Staphylococcus aureus crece con facilidad en medios
bacteriol6gicos en condiciones aerdbicas o microaerofilas, crecen con mayor
rapidez a temperatura de 37°C, las colonias de Staphylococcus aureus son
redondas, lisas, prominentes, brillantes de color gris o amarillo dorado
intenso. El Staphylococcus aureus produce catalasa, fermenta lentamente
los carbohidratos y producen acido lactico pero no gas, son resistentes a
temperatura de 50°C por 30 minutos y al cloruro de sodio al 9%, pero son

inhibidas facilmente por sustancias quimicas como el hexaclorofeno al 3%.
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D. Cadena epidemiolégica*7?

El principal reservorio es el ser humano. La bacteria de Staphylococcus
aureus coloniza la mucosa nasal, orofaringe, epidermis integra, Ulceras
cronicas cuténeas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de
pacientes con sonda, posee la capacidad de sobrevivir en ambientes
adversos por su accion patégena (cdpsula mucoide polisacéarida,
componentes antigénicos de la pared, produccién de enzimas como
catalasa, coagulasa, hialuronidasa, estafiloquinasas, lipasas, B-lactamasas,
o la secrecion de diversas toxinas como la exotoxina epidermolitica,
enterotoxinas o la toxina del sindrome de shock téxico). Asimismo presenta
capacidad para adherirse a diversos sustratos in vitro y materiales
inanimados como el polimetacrilato, el teflon o la mayoria de materiales

protésicos.

Por ello segun la secuencia de factores que intervienen en la transmision de
este agente patdogeno desde una fuente de infeccion a un huésped

susceptible, definimos los siguientes:

e Agente Causal: Bacteria Staphylococcus aureus.

e Reservorios: Humano, mamiferos, aves (bacteria saprofita de la piel y
las mucosas del hombre y de los animales), alimentos y agua.

e Hospederos: Humanos y animales de sangre caliente.

e Habitat ambiental: Sobrevive en los cadaveres durante semanas, en
los tejidos y 6rganos de los animales (carne), y durante dias, en la piel,
suelo y superficie de los objetos metalicos y de vidrio. También puede
proliferar en soluciones salinas en proporcion de hasta un 15% de cloruro
sodico.

e Mecanismo de Transmision: Se produce sobre todo por ingesta de
alimentos contaminados con la bacteria o sus toxinas, por contacto con
personas, animales (zoonosis) 0 elementos contaminados, ocurriendo

la contaminacion de heridas y mucosas, por la inoculacion accidental a
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través de pinchazos o cortes con objetos contaminados y mordeduras
de animales.
e Vias de entrada: Dérmica, mucosas, digestiva, parenteral.

e Viade salida: Es eliminado a través de la saliva, tos o estornudos.

E. Patologias

La bacteria Staphylococcus aureus causa enfermedades debido a sus
factores de virulencia, produccion de toxinas, invasion directa y destruccion
del tejido. Las manifestaciones clinicas que produce esta bacteria se deben
a las toxinas que produce, mientras que en otros casos es ocasionada por la
proliferacion del microorganismo a otras areas del organismo formando

abscesos y destruccion tisular(?).

1. Sindrome de la piel escaldada estafilocécica

El sindrome de la piel escaldada estafilococica o también llamada como
enfermedad de Ritter, es una afeccion cutanea que afecta a los neonatos
y a nifios menores de 5 afios de edad, presentando fiebre, formando
ampolla que se rompen al contacto produciendo descamacion,
enrojecimiento, inflamacion de la piel localiza en la zona peribucal y

pudiéndose extenderse a otras areas del cuerpo(.

La cepa coagulasa positiva, del grupo fago Il, producen una toxina
exfoliativa que es la causante de producciéon de la sindrome de la piel

escaldada estafilococica.

El epitelio de la piel se recupera a cabo 7 a 10 dias, cuando aparecen
anticuerpos contra la toxina, no deja cicatrices debido a que solo afecta a
la capa superior de la epidermis, la tasa de mortalidad es menor de un
5%(73)

28



2. Sindrome de Shock toxico

Se ha descrito en nifios de 5 afios de edad y en mujeres jovenes en etapa
de menstruacién, las cuales usaban tampones muy absorbentes
probando una infeccion genital, las nueva fabricaciones de tampones han

hecho que disminuyan los casos(®).

Este sindrome de Shock toxico se desencadena tras la diseminacion de
la toxina 1 del sindrome de shock toxico (T1SST) u otra toxina relacionada
(enterotoxinas A y C), estos microorganismos se pueden multiplicar con
rapidez y liberar toxina hacia la circulacién sistémica. En la sintomatologia
presenta fiebre alta, vomitos nauseas, hipotension arterial, eritrodermia y

afecciones a 6rganos(”.

3. Intoxicacion alimentaria estafilococica

La Intoxicacion alimentaria estafiloccica se ocasiona tras ingerir
alimentos en la cual el Staphylococcus aureus se ha desarrollado
produciendo enterotoxinas en los alimentos; el calentamiento del alimento
matara la bacteria, pero no inactivara la toxina termoestable ya que
soporta temperatura de 100°C, ademas, los alimentos contaminados no

tienen gusto anormal(®).

Después de la ingestion del alimento, el comienzo de la enfermedad es
brusco debido a que es muy corto el tiempo de incubacién de la bacteria
(de 2 a 6 horas), puede ir acompafiada de vomitos, diarrea y espasmos
abdominales, los sintomas pueden durar poco tiempo debido a que es una

infeccion autolimitada(™.

4. Infecciones cutaneas

Las infecciones estafilococicas piogénicas localizadas incluyen impétigo,

foliculitis, fordnculo y antrax.

29



Impétigo es una infeccidon cutadnea contagiosa y mas comun de la piel, que
afecta sobre todo a los nifios menores de 6 afios de edad y en adultos por
contacto de nifios infectados. Se contagia por contacto indirecto, se
manifiesta en cara y en los miembros del cuerpo, las cual puede

presentarse de dos formas, el impétigo ampolloso y el no ampolloso®?.

Foliculitis es la inflamacién del foliculo piloso, la base del foliculo aparece
elevada, inflamado, enrojecida y dolorosa con una pequefa coleccién de
pus debajo de la superficie epidérmica®b.

El foranculo es una extension de la foliculitis, es la infeccion de foliculo
piloso en la cual hay expulsion de material purulento, llega a tejido
subcutaneo, donde la inflamacion es superficial y material purulento se
encuentra en la epidermis, estas lesiones pueden drenar tras poner calor

himedo o tras incision quirdrgica®?.

EL antrax es la confluencia de varios foranculos, la cual se localiza
principalmente en la espalda o nuca, se caracteriza, en una region pilosa,
por una papula roja, dolorosa, caliente, acabo de 2 a 3 dias aparece una
pustula amarillenta, que al séptimo dia produce la salida de pus, dando

como resultado una necrosis folicular(©3,

Bacteriemia y endocarditis®*

La bacteremia es causada por Staphylococcus aureus en pacientes
hospitalizados tras wuna infeccion quirdrgica o por catéteres
intravasculares contaminados, la infeccion se extiende por el torrente
sanguineo causando complicaciones en sitios profundos del cuerpo o

causando una sepsis fatal.
La bacteremia es la causa mas frecuente de endocarditis debido a los

catéteres vasculares infectados con Staphylococcus aureus, la

endocarditis afecta el lado derecho del corazén, se considera que muchas
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de ellas permanecen sin diagnosticar y se curan con tratamiento de

antibidticos que reciben.

Neumonia y empiema

La enfermedad respiratoria por Staphylococcus aureus puede aparecer
tras aspiracion de las secreciones orales, o por diseminacién hematégena
del microorganismo desde un foco distante. La heumonia por aspiracion
se observa sobre todo en individuos muy jovenes o ancianos, y en
pacientes con fibrosis quistica, gripe, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) o bronquiectasias. El 10% de los pacientes con neumonia
estafilococica desarrollan empiemas; siendo Staphylococcus aureus el
responsable de la tercera parte de todos los empiemas. Puesto que el
microorganismo es capaz de formar areas de consolidacion aislada

(floculacion), a veces resulta dificil drenar el material purulento®®),

El empiema es la presencia de pus en el espacio pleural. La causa mas
frecuente de empiema es por una neumonia bacteriana, pero también es
causada por la contaminacion del exterior en casos como procedimientos

quirdrgicos, inserciéon de un tubo de drenaje, y traumatismo parenteral ®,

Osteomielitis y artritis séptica

La osteomielitis por Staphylococcus aureus puede ser el resultado de
diseminacion hematdgena, traumatismo o infeccion estafilococica
sobreyacente; en los nifios tras la diseminacién hematégena afecta a los

huesos largos y en caso de los adultos afecta las vértebras(®?),

La osteomielitis se caracteriza por comienzo subito de dolor localizado

sobre los huesos afectados y fiebre alta®®).

La artritis séptica es la inflamacion producida por un proceso infeccioso
causado por Staphylococcus aureus en las articulaciones, debido a la

acumulacién de células antinflamatorias, una mayor vascularizacion y
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retencion de liquidos en la cavidad articular son los responsables que se

produzca un eritema, calor y dolor®9),

. Antibidticos empleados frente a Staphylococcus aureus

Para tratar afecciones producidas por Staphylococcus aureus tenemos los

siguientes farmacos:

- Amoxicilina®®

Antibiético de amplio espectro derivado de la penicilina, activo contra
amplia gama de microorganismos Gram positivos y una gama limitada de
Gram negativos. Generalmente es el farmaco de eleccion dentro de la
clase, porque se absorbe mejor después de la administracion oral, a

diferencia de otros antibidticos beta-lactamicos.

Por ser bactericida es empleado como primera eleccién en infecciones
respiratorias y tejido blando por los profesionales de salud, por ser
economico y de amplio espectro frente a bacterias Gram positivas y cierto

grupo de Gram negativas.

Grafico N° 1: Estructura de la amoxicilina

CO,H
0
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0 N—N
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Fuente: Lafuente S. et al.(®)
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- Azitromicina®?

Antibidtico semisintético perteneciente al subgrupo de los macrolidos,
miembro de una subclase de antibidticos (azolidos) con actividades

bactericidas y bacteriostéticas.

De amplio espectro perteneciente al grupo de los macrélidos, actua frente
a bacterias Gram negativas y positivas, por o que se emplea como tercera
opcion para el tratamiento de infecciones respiratorias graves como
bronquitis, neumonia, entre otras, también es empleada en afecciones piel

y tejidos blandos.

Grafico N° 2:  Estructura de la azitromicina

N(CH;),

OCH,

Fuente: Garg A, Sheppard J, et al.(3

2.2.3. Jarabes

Es una forma farmacéutica liquida oral, siendo constituida por 50 a 60% de
sacarosa, lo cual ayuda a enmascarar sabores desagradables de los
principios activos y aumentando su tiempo de conservacion®?,

1. Propiedades®4

e Densidad: La densidad es de 1,32 a 15-20°C vy 1,26 a 105°C.

e Punto de ebullicién: El jarabe hierve a 105 °C.
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e Viscosidad: La viscosidad aproximadamente es de 190 cP a 20 °C

para un jarabe simple.

2. Clasificacion(®®

e Jarabes arométicos: Son soluciones saturadas de azucar, poseen
sustancias aromaticas, colorantes o saborizantes. En su composicion

no tienen principios activos.

e Jarabes medicamentosos: Son aquellos jarabes aromaticos que
tiene en su composicidon uno 0 Mas principios activos cuyo uso es para

tratar enfermedades.

3. Composicion®®

Los jarabes poseen entre sus componentes:

e Azucar: Puede ser glucosa o sacarosa, a distintas concentraciones,
segun la solubilidad de ambas. La glucosa, al ser menos soluble,
alcanza la saturacion antes, por lo que se afiade en menor cantidad

gue la sacarosa.

e Agua purificada: El agua usada no debe tener sales porque pueden
precipitar la sustancia activa. EI CO2 no debe estar presente tampoco,

ya que favorece la hidrolisis de la sacarosa.

e Conservantes: El agua es un medio ideal para la proliferaciéon de
microrganismos, por lo que para evitarlo, se afiaden este tipo de
sustancias evitando la proliferacion de hongos, que pueden ser

responsables de fermentacion fungicas.
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e Codisolventes: Son sustancias que favorecen la disolucion de los
principios activos, como el sorbitol o glicerina, o de otras sustancias

como saborizantes y colorantes, para lo que se puede afiadir alcohol.

e Saborizantes: Aunque los jarabes suelen tener un sabor agradable,
puede ser necesaria la adicion de sustancias para corregir ciertos

efectos desagradables de algunos jarabes.

4. Andlisis Sensorial®”

El analisis sensorial es una disciplina cientifica para recordar, medir,
analizar e interpretar las reacciones sobre las caracteristicas de
alimentos y otras sustancias, que son percibidas por los sentidos de la

vista, el gusto, olfato, tacto y oido.

Las pruebas de andlisis sensorial permiten interpretar las preferencias de
los consumidores en atributos bien definidos para un producto. La
informacion sobre los gustos y aversiones, preferencias y requisitos de
aceptabilidad, se adquiere utilizando métodos de analisis denominados

pruebas orientadas al consumidor.

4.1. Pruebas de aceptabilidad®®

Las pruebas de aceptacién conocidas también como nivel de agrado
(hedodnicas), son un componente valioso y necesario de todos los
esquemas sensoriales, empleadas para determinar el grado de
aceptacion de un producto por parte de los consumidores y medir cuanto

agrada o desagrada.
e Prueba hedodnica
La escala heddnica de 9 puntos es la mas empleada entre sus otras
variantes. Desde su invencion en 1940 se ha empleado extensamente

en variedades de productos y con éxito considerable. Es la prueba
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2.3.

sugerida para la mayoria de estudios y/o proyectos de investigacion
estandar, donde el objetivo es determinar si existen diferencias entre los
productos en la aceptacion del consumidor®®).

5. Alteracion en los jarabes®9100)

Ocurre por dos motivos, por poca concentracién de azUcar o por la alta
concentracion de azlcar se puede cristalizar, ese problema se corrige
mediante la agregacién adecuada de agua para obtener la densidad
adecuada, ya que al agregar mucha agua la cantidad de azucar baja,
como consecuencia pueden proliferar bacterias, levaduras y hongos. La
fermentacion es otro de los motivos de alteracion y ocurre debido la
exposicion a cierto grado de temperatura y contacto con el aire de los

componentes del jarabe antes de su elaboracion.

Hipotesis

2.3.1. Hipotesis general

El jarabe que contiene extracto hidroalcohdlico de la partes aéreas de
Equisetum giganteum L. posee actividad antibacteriana frente a cepas

clinicas de Staphylococcus aureus.

2.3.2. Hipétesis especificas

e El extracto hidroalcohdlico extraido de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. empleado en la elaboracion del jarabe, presenta
metabolitos con actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de

Staphylococcus aureus.

e El jarabe que contiene extracto hidroalcohdlico de la partes aéreas de
Equisetum giganteum L. a concentraciones de 20%, 40% y 60%
posee efecto inhibitorio frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus.
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e La susceptibilidad antibacteriana de

las cepas clinicas de

Staphylococcus aureus frente a concentraciones de 20%, 40% y 60%

del jarabe con extracto hidroalcohdlico de la partes aéreas de

Equisetum giganteum L. es relevante en comparacion con amoxicilina

y azitromicina.

2.4. Variables
Tabla N° 4: Operacionalizacion de variables e indicadores
Variables Deiimicion Deflnlglon Dimensiones Indicadores
Conceptual Operacional
Producto de la
L maceracion en alcohol Maceracion
E Extracto /0% por 10 dias, en alcohol | Concentraciones
LW | hidroalcohdlico | concentrado en estufa | S, - 20%
a : s 70% por 10 |del extracto de| 0
de Equisetum | hasta eliminacion del | . . 40%
Z| . dias, Equisetum
W | giganteum L. | solvente, conservado y . - 60%
o concentrado | giganteum L.
w | (Cola de | almacenado en envase I
o - . en estufa a | administrado.
caballo) de vidrio color ambar. o
Z . . 40°C.
Administrado segun la
concentraciones.
Actividad Evaluacion
1 ) . del Extracto - Porcentaje
= antibacteriana luego de | . L.
- . hidroalcohdlic de
L - la administracion del S
A | Actividad o de . inhibicion.
. . Extracto , Antibiograma
Z | Antibacteriana : . Equisetum -Halo de
L hidroalcoholico de | ~. N
o ) ) giganteum L. inhibicion.
] Equisetum giganteum
0o L. (Cola de caballo) (Cola de - Efecto
' caballo) inhibitorio.

Fuente: Elaboracion propia

2.4.1.

Variable independiente

Extracto hidroalcohdlico extraido de las partes aéreas de la especie

Equisetum giganteum L. (cola de caballo).
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2.5.

- Dimensiones

Concentraciones del extracto de Equisetum giganteum L.
administrados para la elaboracion del jarabe.

- Indicadores

Los extractos empleados fueron a concentraciones de 20%, 40%

y 60%.

2.4.2. Variable dependiente

Actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus.

- Dimensiones

Antibiograma realizado para determinar la sensibilidad bacteriana.

- Indicadores

e Porcentaje de inhibicion de la actividad antibacteriana.
e Halo de inhibicién del jarabe empleado.

e Efecto inhibitorio del jarabe.

Definicién de términos béasicos

Taxonomia: Ciencia que trata de métodos, principios y clasificacion
generalmente cientifica; se aplica en especial, dentro de la biologia para la
ordenacion jerarquizada y sistémica de los compuestos animales y

vegetaleso),
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Extracto hidroalcohdlico: Preparado de consistencia sélida, liquida o
intermedio, derivados de generalmente de la materia vegetal desecado,
obtiene al evaporar parcial o totalmente el disolvente en los liquidos
extractivos de origen vegetal, obtenido macerando la planta aromética en
etanol (alcohol etilico), por lo que sélo se extrae los compuestos solubles en
alcohol(102),

Maceracién: Consiste en poner en contacto la droga y el solvente (agua,
mezclas hidroalcohdlica), durante varios dias, a temperatura ambiente con
agitacion ocasional para solubilizar los principios activos. Se trata de un
proceso que da como resultado un equilibrio de concentracion entre la droga
y el solvente. Los principios activos deben pasar de la droga al disolvente de

forma que se obtenga un extracto liquido®9,

Tamizaje fitoquimico: Es una etapa inicial de la investigacion fitoquimica,
los cual nos permite la identificacion cualitativa de los metabolitos
secundarios presentes en la planta, mediante la utlizacion de varios
reactivos, cuyas reacciones pueden presentar precipitacion, cambio de color
y turbidez. A partir de alli podemos extraer o aislar el metabolitos secundario

de nuestro interés®9),

Solubilidad: La solubilidad es la capacidad que posee una sustancia para
poder disolverse en otra. Dicha capacidad puede ser expresada en moles
por litro, gramos por litro o también en porcentaje del soluto. Generalmente,
para hacer que el soluto se disuelva, se suele calentar la muestra, de este
modo, la sustancia disuelta se conoce como soluto y la sustancia donde se

disuelve el soluto se conoce como disolvente(192),

Bacteria: Organismo microscopico unicelular, carente de nucleo, que se
multiplica por division celular sencilla o por esporas.
Las bacterias son los agentes causantes de numerosas enfermedades y son

los principales componentes del reino de las méneras; segun su forma, las
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bacterias reciben un nombre distinto (cocos, bacilos, espiroquetas,

vibriones)03),

Infeccion: Invasion y multiplicacion de agentes patégenos en los tejidos de

un organismo93),

Colonia: Crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sdlidos,

originada por la multiplicacién de una sola bacteria preexistente(1°2).

Cepa: Cultivo puro formado por bacterias descendientes de un solo

aislamiento®03),

Halo de inhibicion: Es la zona alrededor de un disco de antibiotico en un
antibiograma en el que no se produce crecimiento bacteriano sobre la placa
de agar inoculada con el germen, es una medida de la potencia del

antibidtico frente al germen®®,

Antibiograma: Es el procedimiento que se utiliza en el laboratorio para la
determinacién de la sensibilidad de un microorganismo ante diferentes

antibioticos94),

Disco de sensibilidad: Discos impregnados con algun antimicrobiano
empleados para determinar la susceptibilidad antimicrobiana por el método

de disco difusion®02),

Antibidtico: Agente biolégico o quimico que inhibe el crecimiento de los

microorganismos(1%3),
Actividad antibacteriana: Se define como la capacidad de matar, destruir

y/o inactivar microorganismos; impedir su proliferacion y/o impedir su accion

patogenat0),
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Medio de cultivo: Medio artificial de sustancias nutritivas, que puede ser
solido, semisélido o liquido, necesarias para el crecimiento y multiplicacion

bacteriana in vitro(92),

Concentracién minima inhibitoria (CMI): Corresponde a la concentracion
mas débil de un antibibtico capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa

bacteriana al cabo de 18 — 24 horas de incubacion®02,

Bioseguridad: Conjunto de medidas preventivas para proteger la salud, la
seguridad humana y del ambiente frente a diferentes riesgos producidos por

agentes bioldgicos, fisicos, quimicos o mecanicos®b.
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3.1.

3.2.

3.3.

CAPITULO Ill: METODOLOGIA

Tipo de estudio

e De acuerdo a su alcance: Es explicativo y descriptivo, debido a que se
evaluara el efecto antibacteriano del jarabe elaborado a base del extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L.

e Deacuerdo asuenfoque: Es cuantitativo, debido a que la investigacion
tuvo como fin comprobar la hipétesis aplicando andlisis estadistico con
los datos obtenidos sobre el efecto antibacteriano.

e De acuerdo a su temporalidad: Es de tipo transversal, debido a su
ubicacion temporal, el estudio evaluo las muestras una sola vez.

e De acuerdo a su propésito: Es basica, debido a que sera antecedente

de futuras investigaciones.

Disefno a utilizar

El disefio de este estudio es experimental debido a la manipulacion de la

variable independiente para evaluar el efecto antibacteriano.

Poblacién y muestra

- Poblacion

Constituida por la especie vegetal Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)
recolectada del distrito Huahuapuquio, Provincia Cangallo y Departamento
Ayacucho, a unos 2860 msnm y latitud de 13° 35' 48.6" S (-13.6).

- Muestra

Se utilizaron 3000 g de las partes aéreas de la especie Equisetum giganteum
L. (Cola de caballo), seleccionada y recolectada en el mes de marzo del
2018, en buenas condiciones basandose en sus caracteristicas morfoldgicas

y organolépticas.
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3.4. Materiales, reactivos y equipos a utilizar en la Investigacion

A. Implementos de bioseguridad

e Guardapolvo

e Gorro descartable

e Lentes de laboratorio

e Ropa adecuada para el laboratorio
e Mascarilla quirdrgica

e Guantes quirargicos

e Calzado cerrado

e Botas descartables

B. Materiales de Laboratorio

e Frasco de vidrio ambarde 1 L

e Beaker de 100, 250 y 500 mL (Kimax)
e Placas petri

e Papel kraft

e Probetas 100, 250 y 500 mL

e Pipetasde 5y 10 mL (Pyrex)

e Propipetas

e Baguetas

e Tubos de ensayo 13x100 (Pyrex)
e Tubos con tapa rosca

e Gradillas

e Cubas cromatogréficas

e Embudos

e Papel filtro Wattman N° 10

e Recipientes de vidrio

e Espatulas
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e Pipetas Pasteur

e Goteros

e Micropipetas

e Pinza de metal

e Asa de siembra

e Hisopos de madera estériles
e Pabilo

e Espatula cuchara doble

e Mechero de bunsen

e \Vernier

C. Equipos

Balanza analitica (modelo Quintix, marca Santorius)

e Balanza de precision (modelo ES6600h, marca Rice like)
e Espectrofotometro UV Visible (marca Cronalab)

e Estufa esterilizadora a calor seco (marca Binder)

e Incubadora (marca Binder)

e Alcoholimetro (marca S65)

e Molino artesanal

e Autoclave (marca Binder)

e Bafio Maria (marca Binder)

e pH-metro

e Refrigerador, marca LG/ER, serie 27177 BQ

D. Medios de cultivo

e Agar Muller Hinton BD

e Caldo nutritivo BD
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3.5.

E. Reactivos

Tabla N° 5: Reactivos utilizados en la investigacion

REACTIVOS EMPLEADOS PRUEBAS
Reactivo de Mayer

Reactivo de Baljet

Reactivo de Dragendorff
Reactivo de Antrona

Reactivo de Rosenheim
Reactivo de Reineckato
Reaccién de Shinoda (tiras de
magnesio + acido clorhidrico o o
Reactivo de Cloruro férrico Analisis Fitoquimico
Reactivo de Gelatina al 1%

10 | Hidréxido de sodio al 5%
(reaccion de Bortranger)

11 | Reactivo de Ninhidrina

12 | Reactivo de Liberman-Burchard
13 | Reactivo de Fehling A

14 | Reactivo de Fehling B

15 | Agua destilada

16 | Etanol

17 | Metanol Prueba de solubilidad
18 | N-Butanol

19 | N-Hexano

20 | Acetato de etilo

21 | Reactivo de tricloruro férrico de

o

~No|g|hlwN|F|Z

© |00

aluminio al 2% Determinacion de flavonoides
22 | Quercetina
23 | BaCL2. 2H> O (1.175%) Estandar McFarland

23 | H2S04 0.36N
Fuente: Elaboracion propia

Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Ficha ad hoc. de recoleccion de datos para todos los procesos
experimentales, la cual se basa en la observacion, registrando los datos
obtenidos en cada proceso, permitiendo asi anotar de forma minuciosa los

resultados que permitirdn llegar a posibles conclusiones.
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3.5.1. Descripcién de los procesos experimentales

A. Recoleccion y certificacion boténica

La especie Equisetum giganteum L. (cola de caballo) se recolecto del distrito
Huahuapuquio, Provincia Cangallo y Departamento Ayacucho, a unos 2860
msnmy con una latitud de 13° 35' 48.6" S (-13.6).

El 30 de marzo del 2018 a las 13:00 horas de la tarde, se recogieron las
muestras que no estaban dafiadas ni maltratadas, la seleccién debe ser de
plantas sanas y de color caracteristico (verde oscuro sin manchas), se
recolecto la muestra en esta época para aprovechar el rendimiento y calidad

de los principios activos de la especie.

Posteriormente se procedié a la identificacion taxondmica de la especie
Equisetum giganteum L. (cola de caballo), la cual fue identificada y
certificada por el Museo de Historia Natural de la Universidad Nacional Mayor

de San Marcos.

B. Preparacion del material vegetal

Se emple6é 3000 g de la especie Equisetum giganteum L. la cual se
seleccion6é de acuerdo a sus caracteristicas morfolégicas, en perfectas
condiciones; luego se procedi6 a realizar la limpieza de la planta con una
brocha pequefa. La planta limpia se colocé en una habitacion ventilada
sobre papel kraft para su secado a temperatura ambiente, por una a dos
semanas. Posteriormente la planta seca fue pulverizada en un molino

artesanal del cual se obtuvo un polvo fino cuyo peso fue de 500 g.

C. Obtencidén del extracto hidroalcohdlico

Se peso solo 200 g de polvo de las partes aéreas de Equisetum giganteum

L. y se colocé en un frasco de vidrio ambar con capacidad de 1 L, luego se
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agrego alcohol de 70°, dejandose macerar por 10 dias, con agitacion diaria

(mananay noche) .

Terminada la maceracion se procedi6 a la filtracion, 3 veces con papel filtro,
obteniendo 550 mL de extracto puro, posteriormente se llevo a estufa para
su secado a 40°C para asi obtener el extracto seco con el cual se realizaran

los demas procedimientos.

D. Prueba de solubilidad®9

La prueba de solubilidad se realizé para determinar en qué solvente es mas
soluble el extracto hidroalcohdlico a Equisetum giganteum L.

- Procedimiento:
Se coloco una alicuota del extracto hidroalcohdlico seco de las partes
aéreas de la especie Equisetum giganteum L. en 6 tubos
respectivamente, luego se adicion6 a cada uno un solvente distinto y se

procedio a agitar hasta obtener los resultados.

- Solventes: N-hexano, acetato de etilo, metanol, n-butanol, agua

destilada y etanol.

E. Tamizaje fitoquimico®%)

El tamizaje fitoquimico se realiz6 con la finalidad de conocer e identificar los
diversos metabolitos activos presentes en la planta de Equisetum giganteum
L., através de reacciones de color y precipitado de la muestra empleada con

los reactivos.

- Procedimiento:
Se colocé 10 gotas de la MP a 13 tubos de ensayo donde se les
distribuy6 los distintos reactivos a utilizarse, adicional se realizd en un

tubo la reaccion de espuma o indice afrosimétrico.
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- Reactivos: Mayer, Bortranger, Antronas, Dragendorff, Fehling A y B,
Shinoda, Gelatina, Tricloruro férrico, Liberman, Rosenheim, Ninhidrina,
Lactonas, Molish.

F. Determinacién de flavonoides por el Método de Tricloruro de
Aluminio(1o"

El contenido de flavonoides se determind con el método de tricloruro de

aluminio, utilizando como estandar quercetina.

-  Procedimiento

1. Anadir 0.5 mL del extracto hidroalcohdlico desecado en 0.5 mL de la
solucioén al 2 % de AICIs en etanol.
2. Reposar 1 hora a temperatura ambiente en oscuridad.

3. Leer la absorbancia a 420 nm.

- Preparacion de estandares de Quercetina

Disolver 50mg de quercetina en etanol al 80% hasta un volumen de
1000.0 mL Diluir 1.0, 2.0, 5.0, 10.0 mL en 10.0 mL con etanol 80% para
alcanzar concentraciones de 5.0, 10.0, 25.0, 50.0 pg/mL equivalentes de
guercetina y diluir 1.0, 2.0, 5.0, en 100.0 mL con etanol al 80% para
alcanzar concentraciones 0.5, 1.0, 2.5, 5.0 ug/mL equivalentes de

guercetina.

- Reactivos: Solucion de AlClz al 2% en etanol, solucion de quercetina
0.05%, etanol 80%.

G. Elaboracién del jarabe a diferentes concentraciones del extracto

hidroalcohdlico de la especie Equisetum giganteum L .(108.109)

Se realiz6 con la finalidad de obtener un jarabe para evaluar su actividad

antibacteriana frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.
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Procedimiento

1. Jarabe Base

Se peso 64 g de sacarosa y se disolvié en 36 mL de agua destilada
para preparar 100 mL de jarabe simple.

Colocar en un beaker 36 mL de agua destilada, calentar hasta
alcanzar punto de ebullicién, adicionar los 64 g de sacarosa agitar
hasta completar disolucién y hervir por un minuto.

Enfriar la solucion a 20° C, y proceder a la filtraciébn del jarabe

obtenido, para la eliminacién de particulas e impurezas.

. Preparacion del jarabe a distintas concentraciones

El extracto hidroalcohdlico seco extraido de las partes aéreas de la
especie Equisetum giganteum L. estuvo en refrigeracion para
conservar sus propiedades hasta el momento de su uso.

Se coloco en un beaker de agua destilada, agregamos el extracto de
Equisetum giganteum L. y mezclar hasta completa disolucion.

Del jarabe simple obtenido, separar en 3 beakers 8mL, 6mL y 4mL
respectivamente y luego adicionar el extracto hidroalcohdlico de las
partes aéreas de Equisetum giganteum L. 2mL, 4mL y 6mL segun
corresponda para obtener los jarabes en porcentajes de 20%, 40% y
60%.

Se prepard 03 muestras, segun disefio:

e Concentracion de jarabe al 20%:
Se prepar6 8 mL de jarabe base, mas 2 mL de extracto
hidroalcoholico de partes aéreas de Equisetum giganteum L.

e Concentracion de jarabe al 40%:
Se prepar6 6 mL de jarabe base, mas 4 mL de extracto

hidroalcohdlico de partes aéreas de Equisetum giganteum L.
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e Concentracion de jarabe al 60%:
Se prepar6 4 mL de jarabe base, mas 6 mL de extracto
hidroalcohdlico de partes aéreas de Equisetum giganteum L.

- Reactivos y/o insumos: Sacarosa, agua destilada.

Una vez preparado el jarabe se realizé la medicién de pH y el andlisis
sensorial empleando la escala hedénica para evaluar el olor, color,

sabor, textura y la aceptabilidad.

H. Preparacion de los medios de cultivo Mueller - Hinton

El agar Mueller - Hinton se prepar0 con agua destilada de acuerdo a la
indicacion técnica del laboratorio fabricante del medio de cultivo, fundir el
medio de cultivo solido de Mueller Hinton como indica la especificacion
técnica del laboratorio fabricante para este proceso, el agar requiere una
temperatura 121°C y 15 Ib/pg durante 15 minutos. Luego de este proceso
de esterilizacion y fundicion dejar enfriar en bafio maria a 50 - 55°C.
Alcanzado la temperatura indicada verter el preparado fresco y tibio a las
placas petri estériles del laboratorio biologix, para dar un fondo uniforme de
aproximadamente 4 mm. Esto corresponde a 20 mL para placas de 100 mm
de diametro. EI medio de agar se dej6 enfriar a temperatura ambiente.
Considerando el pH de cada medio de cultivo de agar Mueller Hinton tiene
un pH entre 7.2 — 7.4, este proceso se realiz6 con pH-metro de la Facultad

de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la UIGV.

I. Obtencion de Cepas clinicas de Staphylococcus aureus

Las cepas clinicas de Staphylococcus aureus fueron adquiridas de un
laboratorio de analisis clinico y biologico. Se emplearon todas las medidas
de bioseguridad para el transporte de este microorganismo hacia el
laboratorio de la facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimica de la

Universidad Inca Garcilaso de la Vega para su posterior activacion y estudio.
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J. Preparacion del Estandar McFarland®10:111)

Se realizé con la finalidad de saber cudl es el numero de bacterias por

mililitro.

- Preparacion del In6culo: Se seleccion6 de 3 a 5 colonias del
microorganismo en estudio, se transfirio estas colonias simplemente
tocando la parte superior de cada una con un asa de siembra a un tubo
gue contenga de 3 a 5 mL de caldo nutritivo. Incubamos el cultivo a 35°C
por un tiempo prudencial de 30 a 60 minutos hasta que se produzca un
crecimiento moderado.

Se diluy6 el cultivo con solucion salina estéril hasta obtener una turbidez
equivalente al tubo 0.5 de la escala de McFarland, para lo cual se
observo los tubos contra un fondo blanco con una linea negra como

contraste.

- Preparacion del estandar: Se preparo este estandar afiadiendo 0.5 mL
de BaCL, al 1.18% (0.048M) y 99.5 mL de H>S04 al 1% (0.36N). Mezclar
perfectamente y distribuir en tubos tapa rosca 13 x 100 en cantidad de
6-8 mL; sellar herméticamente y almacenarlos en un lugar oscuro a
temperatura ambiente. Preparar nuevo estandar. Para hacer la
comparacion con el cultivo, se debe agitar el estandar preferiblemente.
Sumergir un aplicador de algodon estéril, dentro de la suspension del

microorganismo en estudio. No usar cultivos sin diluir.

K. Preparacion de discos de sensibilidad del jarabe que contiene
extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L.

Los discos estandar se prepararon con papel filtro Wattman N°10 de 6 mm
de didametro, los cuales posteriormente se procedieron a esterilizar.

Luego fueron sumergidos sobre las concentraciones de 20%, 40% y 60% del
jarabe que contiene extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de

Equisetum giganteum L. respectivamente.
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Su almacenamiento fue a temperatura ambiente antes de emplearlos en la

parte experimental microbiolégica.

L. Determinacion de la actividad antibacteriana del jarabe que contiene
extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L. frente a cepas de Staphylocccus aureus(10®)

Se realiz6 con la finalidad de determinar cuantitativamente la actividad in
vitro de un agente antibacteriano frente a cultivos bacterianos, mediante el
método de Kirby-Bauer, la cual se basa en la preparacién de placas con
caldos o agar a los cuales se le agrega antibiéticos a distintas

concentraciones.

- Procedimiento:

1. Siembramicrobiolégica: Sembrar el inocul6 uniformemente sobre la
superficie del medio Agar Mueller Hinton con un hisopo estéril. Hacer
esta siembra en tres direcciones distintas. Evitar indculos muy
concentrados o muy diluidos.

Permitir que la superficie del medio sembrado se sumerge durante 5-

20 minutos, manteniendo la caja con la tapa cerrada.

2. Aplicacion de discos de sensibilidad: Se colocé los discos con una
pinza estéril sobre la superficie del agar presionando suavemente con
la punta de la pinza para asegurar un contacto uniforme con el agar,
con la seguridad de no moverlos una vez colocados en los medios de
cultivos. Antes se hizo una delimitacion con plumén marcador en la
superficie externa de las placas del medio de cultivo Mueller Hinton.
Se coloco los 2 discos preparados (el jarabe que contiene el extracto
y el antibiotico) en la periferia de cada lado dejando un espacio
uniforme (aproximadamente de 3 cm.); para evitar que las zonas de

inhibicion queden imbricadas.
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3.6.

3. Lectura de placas e interpretacion: Luego de 24 a 48 horas de
incubacion medir la zona de inhibicién de cada disco (el jarabe que
contiene el extracto y el antibiético) contra una superficie oscura bajo
luz reflejada. Medir el didmetro de la zona incluyendo los 6 mm del
disco, con una regla (vernier) la superficie externa de la placa Petri sin

remover latapa. Anotar los resultados para su posterior interpretacion.

3.5.2. Validacién de instrumentos

Las fichas de validacion seran validadas por especialistas en fitoquimica,
microbiologia y botanica; a modo de prueba también se emplearan

testimonios fotograficos para probar los procesos experimentales.

Procesamiento de datos

Los datos seran evaluados utilizando el sistema estadistico SPSS, se evalta
la media y el promedio de los datos para cada una de las muestras, también

se emple6é ANOVA para determinar la contratacion de hipotesis.

53



5.1.

CAPITULO IV: PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

Presentacion de resultados

4.1.1. Pruebade solubilidad

Segun la prueba de solubilidad realizada al extracto hidroalcohdlico de
Equisetum giganteum L. (cola de caballo) presenta mayor solubilidad frente
a agua destilada, moderada solubilidad a etanol, poca solubilidad frente a
metanol y n-butanol e insolubilidad frente a n-hexano y acetato de etilo (Tabla
6).

Tabla N° 6: Prueba de solubilidad de Equisetum giganteum L.

(Cola de caballo)

TL,iEO SOLVENTE RESULTADO
1 N-Hexano -
2 Acetato de Etilo -
3 Metanol +
4 N-Butanol +
5 Agua destilada +++
6 Etanol ++
LEYENDA:
- No soluble o insoluble (-)
- Poco soluble (+)
- Mediana o0 moderadamente soluble (++)
- Completamente soluble (+++)

Fuente: Elaboracion propia

4.1.2. Tamizaje fitogquimico

Segun el tamizaje fitoquimico realizado el extracto hidroalcohdlico presenta
algunos compuestos metabdlicos tales como flavonoides, alcaloides,

quinonas, carbohidratos, taninos, esteres y terpenos (Tabla N°7).

54



Tabla N° 7: Tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de Equisetum

giganteum L. (Cola de caballo)

Moderada (++)

Abundante (+++)

VLED METABOLITOS ENSATEE REACCION RESULTADO
N° (Muestra + Reactivo) POSITIVA
1 Alcaloides Mayer Precipitado blanco ++
2 Dragendroff Precipitado rojo-naranja ++
3 Lactonas Baljet Coloracion rojo oscuro -
4 Quinonas Bortranger Coloracion roja +
5 Antrona Coloracion verde -
6 Carbohidratos Fehling Ay B Precipitado rojo ladrillo +
7 Molish Anillo violeta -
8 Compuestos _ . »
ronblicos Tricloruro Férrico Coloracion verde o azul +++
9 Taninos Gelatina Turbidez blanquesina +
10 Flavonoides . Coloracion amarillo a
flavonas Shinoda rojo o
11 Antocianinas
flavonoides Rosenheim Coloracion rojo oscuro -
catequicos
12 Esteroides: verde-azul
Esteres y terpenos | Liberman-Burchard | Triterpenoides: rojo- +
naranja
13 Aminoécidos libres | Ninhidrina Coloracion violacea -
14 Formacion de 0,5cm de
Saponinas Espuma espuma persistente de 5 -
a 30min.
LEYENDA:
- Ausente (-)
- Leve (+)

Fuente: Elaboracién propia
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Los resultados de la medicion de pH del jarabe con extracto hidroalcohdlico de las

partes aéreas de Equisetum giganteum L., se detallan en la tabla N°8.

Tabla N° 8: Determinacion de pH del jarabe con extracto de Equisetum

giganteum L. (Cola de caballo)

MUESTRA RESULTADO DEL pH

Jarabe A 5.3

Jarabe B@ 5.5

Jarabe C® 5.9
LEYENDA:

(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de Equisetum giganteum L. al 20%

(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de Equisetum giganteum L. al 40%

(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes

aéreas de Equisetum giganteum L. al 60%

Fuente: Elaboracion propia

En el andlisis sensorial se determind el color, aroma, sabor, viscosidad y

aceptabilidad. Los resultados se detallan en la tabla N° 9.
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Tabla N° 9: Andlisis sensorial de los jarabes con extracto de Equisetum

giganteum L. (Cola de caballo) empleando la escala heddnica

PARAMETROS SENSORIAL

MEASSIRYS COLOR | OLOR SABOR | VISCOSIDAD | ACEPTABILIDAD
Jarabe al 20% 7 7 7 7 7
Jarabe al 40% 7 7 7 7 7
Jarabe al 60% 7 7 6 6 7

LEYENDA: Escala heddnica de 9 puntos
(1) Me disgusta extremadamente
(2) Me disgusta mucho
(3) Me disgusta moderadamente
(4) Me disgusta levemente
(5) No me gusta ni me disgusta
(6) Me gusta levemente
(7) Me gusta moderadamente
(8) Me gusta mucho

(9) Me gusta extremadamente

Fuente: Elaboracion propia

4.1.3. Determinacion de flavonoides por el Método de Tricloruro de

Aluminio

Tabla N° 10: Resultados espectrofotométricos de la especie

Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

MUESTRA

Absorbancia
promedio de patron
QUERCETINA

Absorbancia promedio
de la solucién de la
muestra a 420 nm

Concentracion
de flavonoides

“Cola de caballo”

3.87

1.27

1.30 mg de
Quercetina/mL
de extracto

Fuente: Elaboracion propia
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4.1.4. Actividad antibacteriana®”

La actividad antibacteriana se determina mediante la medicion de los halos de

inhibicidén segun la metodologia de Kirby-Bauer. Los valores de las mediciones

por triplicado deben promediarse y compararse con las medidas de los halos

de inhibicidn producidos por los antibiéticos amoxicilina y azitromicina segun

disefio. Los resultados se detallan en la tabla N° 11y 12.

Tabla N° 11: Comparacion de los halos de inhibicion de los extractos

hidroalcohélicos de Equisetum giganteum L. versus azitromicina 15 pug

Medios
de Jarabe A ™ | azitromicina | Jarabe B @ | Azitromicina | Jarabe C® | Azitromicina
cultivo (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 39 18 38 25 38
2 6 38 19 39 24 39
3 6 40 18 39 23 38
4 6 40 18 40 23 40
5 6 39 18 39 23 41
6 6 40 19 38 24 39
Media 6 39 18 39 24 39
LEYENDA:

(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L. al 20%

(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L. al 40%

(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L. al 60%

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 11, se compara los halos de inhibicion del jarabe con extracto

hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. versus azitromicina frente a

Staphylocccus aureus. La media de los halos de inhibicion para los jarabes

es: Jarabe A (6mm), B (18mm) y C (24mm), en el caso de azitromicina 39 mm.
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Tabla N° 12: Comparacion de los halos de inhibicidén de los extractos

hidroalcohdlicos de Equisetum giganteum L. versus amoxicilina 25 pg

Medios
de |Jarabe A® | amoxicilina | Jarabe B @ | Amoxicilina | Jarabe C® | Amoxicilina
cultivo (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
1 6 45 19 45 27 44
2 6 45 19 46 28 45
3 6 44 18 46 27 44
4 6 44 18 45 26 45
5 6 33 18 44 28 45
6 6 44 18 45 27 45
Media 6 44 18 45 27 45
LEYENDA:

(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. al 20%

(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. al 40%

(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum

giganteum L. al 60%

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla N° 12, se compara los halos de inhibicion del jarabe con extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum L. versus amoxicilina frente a
Staphylocccus aureus. La media de los halos de inhibicion para los jarabes
son: Jarabe A (6 mm), B (18 mm) y C (27 mm), en el caso de amoxicilina

45mm.
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Gréafico N° 3: Promedio de los halos de inhibicion (por grupos) del jarabe
con extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. en relacion a los

discos de azitromicina y amoxicilina

30/

20
M Jarabe con extracto hidroalcohdlico al
20%

M Jarabe con extracto hidroalcohdlico al
40%

M Jarabe con extracto hidroalcohdlico al
60%

10

MEDIA DE HALOS DE INHIBICION (mm)

AZITROMICINA AMOXICILINA
ANTIBIOTICOS

Fuente: Elaboracion propia

En el grafico N° 3, segun los resultados la sensibilidad de cepas clinicas de
Staphylococcus aureus con el extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas
de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) al 60% tuvo mayor halo de
inhibicién con respecto a las demas muestras con un diametro promedio de

27 mm.
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Grafico N° 4: Promedio de la medida de los halos de inhibicién del jarabe
con extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum L. al 20% versus

discos de azitromicina y amoxicilina

50.00 44.00

39.00

oy
o
o
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MEDIA DE HALOS DE INHIBICION (mm)
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o
o
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N
o
o
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=
o
o
o

0.00
AZITROMICINA AMOXICILINA

@ Jarabe con extracto hidroalcohdlico al 20%

@ AZITROMICINA @ AMOXICILINA

Fuente: Elaboracion propia
En la grafico N° 4, el promedio los halos de inhibiciéon de la media del jarabe

con extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. al 20% fue de 6 mm

en comparacion con azitromicina y amoxicilina.
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Grafico N° 5: Promedio de la medida de los halos de inhibicién del jarabe
con extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum L. al 40% versus

discos de azitromicina y amoxicilina

50

40

30

20

MEDIA DE HALOS DE INHIBICION (mm)

10
/_

0
AZITROMICINA AMOXICILINA

Jarabe con extracto hidroalcohdlico al 40%

B AZITROMICINA @ AMOXICILINA

Fuente: Elaboracion propia
En la grafico N° 5, el promedio de la media de los halos de inhibicién del jarabe

con extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. al 40% fue de 18 mm

en comparacion con azitromicina y amoxicilina.
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Grafico N° 6: Promedio de la medida de los halos de inhibicién del jarabe
con extracto hidroalcohélico de Equisetum giganteum L. al 60% versus

discos de azitromicina y amoxicilina

50

40

30

20

10

MEDIA DE HALOS DE INHIBICION (mm)

AZITROMICINA AMOXICILINA

@ Jarabe con extracto hidroalcohdlico al 60%

B AZITROMICINA @8 AMOXICILINA

Fuente: Elaboracion propia
En la grafico N° 5, el promedio de la media de los halos de inhibicién del jarabe

con extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. al 60% fue de 23 mm

en comparacion con azitromicina y 27 mm con amoxicilina.
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4.2.

Contrastacion de hipoétesis

Anédlisis de varianza univariante

Etiqueta del valor

Extracto hidroalcohdlico 1
de las partes aéreas de
Equisetum giganteum L.

]

Extracto hidroalcohédlico de las partes
aéreas de Equisetum giganteum L. al
20%

Extracto hidroalcohdlico de 1as pares

aereas de Equisetum giganteum L. al
40%

Extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de Equisetumn giganteum L. al
al 60%

Nivel de confianza: 95%

Nivel de significancia:

a=0,05=5%

Regla de decision:

p = a — se acepta Ho; p< a — se acepta Ha

Prueba estadistica: Anova de un factor

Hipotesis General

Hco: El jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de

Equisetum giganteum L. NO posee actividad antibacteriana frente a cepas

clinicas de Staphylococcus aureus.

He: El jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de

Equisetum giganteum L. posee actividad antibacteriana frente a cepas

clinicas de Staphylococcus aureus.
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Halos de Inhibicidn en mm.

Descriptivos

Intervalo de confianza para la

media al 95%
Desviacidn Limite
I+ Media tipica Errortipico  Limite inferior superior Minirmo Maxirno
Extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas 12 6,0000 ,00000 00000 6,0000 6,0000 6,00 6,00
de Equisetum giganteum L. al 20%
Extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas 12 18,3333 49237 14213 18,0205 18,6462 18,00 19,00
de Equisetum giganteum L. al 40%
Extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas 12 254167 1,97523 A7020 24 1617 26,6717 23,00 28,00
de Equisetum giganteum L. al al 60%
Total 36 16,5833 821627 1,36938 13,8033 19,3633 6,00 28,00
Modelo Efectos fijos 1,17529 19588 16,1848 16,9819
Efectos 567299 -7,8256 40,9923
aleatorios
Pruebas de los efectos inter-sujetos
Wariahle dependiente:  Halos de Inhibicidn en mm.
Suma de
cuadrados Media

Qrigen fipa 1l ql cuadratica F Sig.

Modelo corregido 23171672 2 1158,583 838,755 000

Interseccidn 9900,250 1 9900,250 V167,274 000

Concentracidn 237167 2 1158,5683 238,755 ,0oo

Errar 45 583 33 1,381

Total 12263,000 36

Total corregida 2362750 35

a. R cuadrado= 981 (R cuadrado corregida = ,980)

e Decision estadistica:

Como el p-valor obtenido (0.000) es menor que el nivel de significancia a

= 0.05 se rechaza la hipotesis nula, y se tiene evidencia estadistica para

afirmar que: “El jarabe con extracto hidroalcohdlico de la partes aéreas de

Equisetum giganteum L. posee actividad antibacteriana frente a cepas

clinicas de Staphylococcus aureus’.

Hipotesis Especificas 1

- Ho: A concentraciones de 20%, 40% y 60%, el jarabe con extracto

hidroalcohdlico de la partes aéreas de Equisetum giganteum L. No

presenta efecto inhibitorio frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus.
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- Hi: A concentraciones de 20%, 40% y 60%, el jarabe con extracto
hidroalcohodlico de la partes aéreas de Equisetum giganteum L. posee
efecto inhibitorio frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

ANOVA de un factor
Halos de Inhikicidn en mm.
Suma de Media
cuadrados o] cuadratica F Sig.
Inter-grupos 23T 6T 2 1158 583 838755 000
Intra-grupos 45 583 33 1,381
Total 2362750 35

Figura N° 7. Representacion grafica de las medias de los halos de inhibicion
del jarabe con extracto hidroalcohélico de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. (cola de caballo) al 20%, 40% y 60% con discos de antibidticos
estandar frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus

w
o
)

23.667

N
o
1

6.00

o

20% 40% 60%
JARABE CON EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS
DE Equisetum giganteum L.

MEDIA DE HALOS DE INHIBICION (mm)
=
o

AZITROMICINA ~ =@==AMOXICILINA

e Decision estadistica:

Como el p-valor obtenido (0.000) es menor que el nivel de significancia a
= 0.05 se rechaza la hipotesis nula, y se tiene evidencia estadistica para
afirmar que: “El jarabe que contiene extracto hidroalcohdlico de las partes
aéreas de Equisetum giganteum L. posee efecto inhibitorio a
concentraciones empleadas frente a cepas clinicas de Staphylococcus

aureus”.
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Hipo6tesis Especificas 2

- Ho: Las cepas clinicas de Staphylococcus aureus frente a concentraciones

de 20%, 40% y 60% del jarabe con extracto hidroalcohdlico de la partes

aéreas de Equisetum giganteum L. No presenta relevante susceptibilidad

antibacteriana en relacion a los farmacos empleados.

- Ha: Las cepas clinicas de Staphylococcus aureus frente a concentraciones

de 20%, 40% y 60% del jarabe con extracto hidroalcohdlico de la partes

aéreas de Equisetum giganteum L. presenta relevante susceptibilidad

antibacteriana en relacion a los farmacos empleados.

Estadisticos de muestras relacionadas
Euxtracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetumn Desviacidn Errortip. de la
giganteum L Media N tip. media
Extracto Par1 Halos de Inhibicidn en mm. 5,000 12 0ooo ]
hidroalcohdlico de las
partes aéreas de L .
Equisetum giganteum Halos antibidtico 40,9167 12 3,60450 1,04053
L. al 20%
Extracto Par1 Halos de Inhibicidn en mm. 18,333 12 24 1421
hidroalcohdlico de las
partes aéreas de o . q
Equisetum giganteum Halos antibiotico 42,0000 12 3,38446 BT
L. al40%
Extracto Par1 Halos de Inhibicidn en mm. 25 417 12 18752 &702
hidroalcohdlico de las
partes aéreas de N . -
Equisetum giganteum Halos antibidtico 41,9167 12 2,59874 JBESEE
L al al 60%
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Desviacidn Errortip. de la la diferencia
Equisetum giganteumn L. Iedia tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Extracto Par1 Halosde -34,91667 360450 1,04053 -37,206886 -32,62648 -33,557 11 oo
hidroalcohdlico de las Inhibicidn en mm.
partes aéraas de - Halos antibidtico
Equisetum giganteum
L.al 20%
Extracto Par1 Halosde -23,66667 342008 98729 -25,83968 -21,49365 -23,87 11 oo
hidroalcohdlico de las Inhibicidn en mm.
partes aéraas de - Halos antibidtico
Equisetum giganteum
L. al40%
Extracto Par1 Halosde -16,50000 167874 48461 -17 56662 -15,43338 -34,048 11 oo

Inhibicidn en mm.
- Halos antibidtico

hidroalcohdlico de las
partes aéraas de
Equisetum giganteum
L.al al60%
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Decisiéon estadistica:

Como el p-valor obtenido (0.000) es menor que el nivel de significancia a
= 0.05 se rechaza la hipétesis nula, y se tiene evidencia estadistica para
afirmar que: “La susceptibilidad antibacteriana de las cepas clinicas de
Staphylococcus aureus frente a concentraciones empleadas del jarabe
con extracto hidroalcohdlico de la partes aéreas de Equisetum giganteum

L. es relevante en comparacion con amoxicilina y azitromicina”.
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4.3.

Discusion de resultados

El tamizaje fitoquimico permitié determinar cualitativamente los principales
metabolitos secundarios del extracto hidroalcohdlico desecado de las partes
aéreas de Equisetum giganteum L., como se muestra en la Tabla N°9,
evidenciandose la presencia de flavonoides, alcaloides y compuestos
fendlicos. Los resultados obtenidos, se asemejan al estudio realizado por
Peldez R, et al.??, en el que determinaron cualitativamente la presencia de
compuestos fendlicos y flavonoides mediante tamizaje fitoquimico del
extracto fluido.

Luego de identificar los metabolitos secundarios presentes, se procedié a
realizar la determinacion de flavonoides por el método de tricloruro aluminio,
empleando como sustancia patron estandar quercetina, mediante el cual se

identifico la presencia de flavonoides como se muestra en la Tabla N° 10.

Segun los estudios realizados por Calsin Y.y Caceres K.3 determinaron
el efecto antibacteriano de Equisetum arvense en Escherichia coli, Candida
albicans y Streptococcus mutans respectivamente, por el método de difusion
en placa (Kirby-Bahuer) en la cual se confirma dicha actividad frente a las

cepas bacterianas empleadas.

Se elaboraron jarabes con los extractos hidroalcohdlicos de la especie
Equisetum giganteum L., a concentraciones de 20%, 40% y 60% para
evaluar su actividad antibacteriana utilizando el método de difusién en agar
(Kirby-Bahuer).

En el andlisis de la actividad antibacteriana del jarabe con extracto
hidroalcoholico de Equisetum giganteum L. a distintas concentraciones, por
el método de difusibn en agar, evidencido susceptibilidad frente a
Staphylococcus aureus. Segun la medicién de los halos de inhibicion el
jarabe con extracto hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. al 60% posee

actividad antibacteriana frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus,
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present6 un promedio de halos de inhibicién de 27 mm, lo que indica que el
microorganismo presenta susceptibilidad a esta concentracion, en
comparacién con amoxicilina y azitromicina, los resultados obtenidos se

relacionan con el estudio de Baez A.?* sobre la especie Equisetum arvense.

Los resultados detallados en el parrafo anterior también presentan relacion
con el estudio realizado por Medina M.*® en el cual se demostré mediante
las pruebas antimicrobianas in vitro, las concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) por el método de dilucion en tubo y las concentraciones bactericidas
minimas (CBM) por el método de siembra en agar, que el extracto
hidroalcohdlico de Equisetum giganteum L. muestra un mayor efecto

antibacteriano frente a cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

En los estudios realizados por Radulovié N, et al.®® y Geetha R, et al.®?
se demuestra la actividad antibacteriana de la especie Equisetum arvense
sobre cepas bacterianas en comparacion a los farmacos empleados en los
respectivos estudios, con lo cual se confirma que el género Equisetum posee

actividad antibacteriana frente a los microorganismos en estudio.

En este contexto es preciso indicar que no existen antecedentes de estudios
similares de la especie estudiada, siendo el presente estudio el primero en
evaluar la actividad antibacteriana de un jarabe elaborado a base de extracto

hidroalcoholico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
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5.1.

CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

1. En el estudio del extracto hidroalcohdlico desecado de las partes aéreas

de la especie Equisetum giganteum L. (Cola de caballo) a través del
tamizaje fitoquimico, se ha comprobado la presencia de compuestos
fendlicos, alcaloides y flavonoides en mayor proporcion, segun las
reacciones de coloracién obtenidas.

. En la determinacion de flavonoides por el método de Tricloruro de

Aluminio del extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum
giganteum L. se obtuvo como resultado 1.30 mg de Quercetina/mL de
extracto en flavonoides totales, por lo que se le puede atribuir algunos de

sus efectos etnomedicinales a los flavonoides.

. El jarabe a base de extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de

Equisetum giganteum L. presentd actividad antibacteriana a
concentraciones de 40 y 60%, siendo estas relevantes por presentar
considerable efecto inhibitorio, demostrando asi su efectividad frente a

cepas clinicas de Staphylococcus aureus.

. La actividad antibacteriana del jarabe con extracto hidroalcohdlico de las

partes aéreas de Equisetum giganteum L. en comparacion con
azitromicina (15 pg) y amoxicilina base (25 pg); fue comprobada,

mostrando inhibicion las concentraciones de 40 y 60 % del jarabe.
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5.2.

Recomendaciones

1. Utilizar otro tipo de solventes en la extraccion de los compuestos

bioactivos de la especie Equisetum giganteum L. (cola de caballo), con la
finalidad de mejorar su extraccion y aprovechar mas a fondo el estudio de

Sus compuestos.

. Debido a la presencia de flavonoides en la especie Equisetum giganteum

L. (cola de caballo), cuya propiedad es antioxidante, esta especie puede
ser empleada en la aplicacién y/o estudios posteriores para la formulacion
de productos antioxidantes con fines de industrializacién y/o innovacion

tecnologica.

. Continuar con el estudio microbiologico de la especie Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) utilizando otro tipo de bacterias, para

probar su actividad antibacteriana frente a otro tipo de microorganismos.
Incentivar a realizar mas estudios sobre la actividad antibacteriana de

jarabes elaborados a partir de plantas medicinales, para su aplicacion

como alternativa terapéutica de uso primario en el sector salud.
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ANEXOS



ANEXO N° 1: Matriz de consistencia

Titulo: ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON EXTRACTO’HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum
giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLINICAS DE Staphylococcus aureus

Problema General Objetivo General Hipotesis General Variable Dimension Método de
Independiente Investigacion
¢El jarabe con extracto hidroalcohdlico | Evaluar la actividad antibacteriana del | El jarabe que contiene extracto Extracto Concentraciones Tipo de estudio
de la partes aéreas de Equisetum | jarabe elaborado con el extracto | hidroalcohdlico de la partes aéreas de hidroalcohdlico del extracto
giganteum L. poseera actividad | hidroalcohdlico extraido de las partes | Equisetum giganteum L. presenta actividad de Equisetum hidroalcohdlico de | Alcance:
antibacteriana frente a cepas clinicas de | aéreas de Equisetum giganteum L. | antibacteriana frente a cepas clinicas de giganteum L Equisetum Explicativo y
Staphylococcus aureus? frente a cepas clinicas de | Staphylococcus aureus. (cola d é giganteum L. | descriptivo
Staphylococcus aureus. administrado.
caballo) Enfoque:
Indicadores Cuantitativo
20%, 40% y 60% | Temporalidad:
_ — Transversal
Problemas especificos Objetivos especificos Hipdtesis Especificos Variable Dimension
Dependiente Propésito:
Basica
¢ Qué tipo de metabolitos secundarios | Determinar cuéles son los tipos de | El extracto hidroalcohdlico extraido de las | Actividad - Antibiograma
poseera el extracto hidroalcohdlico de la | metabolitos secundarios presentes en el | partes aéreas de Equisetum giganteum L. | antibacteriana Disefio
partes aéreas de Equisetum giganteum | extracto hidroalcohdlico de las partes | empleado en la elaboracion del jarabe, Especifico:

L.?

¢Qué concentracion del jarabe con
extracto hidroalcohdlico de la partes
aéreas de Equisetum giganteum L.
presentara mayor efecto inhibitorio
frente a  cepas clinicas de
Staphylococcus aureus?

¢Cual sera la susceptibilidad
antibacteriana de las cepas clinicas de
Staphylococcus aureus frente al jarabe
con extracto hidroalcohdlico de la partes
aéreas de Equisetum giganteum L.
comparados con amoxiciina y
azitromicina?

aéreas de Equisetum giganteum L.

Determinar a qué concentracién el
jarabe que contiene extracto
hidroalcohdlico de la partes aéreas de
Equisetum giganteum L. presentara
efecto inhibitorio frente a cepas clinicas
de Staphylococcus aureus.

Evaluar la susceptibilidad antibacteriana
de las cepas clinicas de Staphylococcus
aureus frente al extracto hidroalcohdlico
de la partes aéreas de Equisetum
giganteum L. comparados con
amoxicilina y azitromicina.

presenta  metabolitos con actividad
antibacteriana frente a cepas clinicas de
Staphylococcus aureus.

El  jarabe que contiene  extracto
hidroalcohdlico de la partes aéreas de

Equisetum giganteum L. a concentraciones
de 20%, 40% y 60% posee efecto inhibitorio
frente a cepas clinicas de Staphylococcus
aureus.

La susceptibilidad antibacteriana de las
cepas clinicas de Staphylococcus aureus
frente a concentraciones de 20%, 40% y 60%
del jarabe con extracto hidroalcohdlico de la
partes aéreas de Equisetum giganteum L. es
relevante en comparacion con amoxicilina y
azitromicina.

Indicadores

- Porcentaje de
inhibicion

- Halo de
inhibicion

- Efecto
inhibitorio

Experimental

Poblacion:
Especie vegetal
Equisetum
giganteum L.
(cola de caballo).

Muestra:
Se recolectd
3000g.

Instrumento:
Ficha de
recoleccion de
datos.
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ANEXO N° 2: Matriz de Operacionalizacion de variables

Variables Definicién Conceptual O[;)eefrlgé:ci:é)onll Dimensiones Indicadores
Producto de la
" maceracion en alcohol Maceracion
= 0 i
Z | Extracto 70% por 10 dias, en alcohol | Concentraciones 0
= hidroalcohdlico concentrado en estufa 70% por 10 |del extracto de| 20%
% q Equisetum hasta eliminacion del dias Equiseturm - 40%
H_J g%anteuqrﬁlse uL solvente, conservado y conc’entrado gi?ganteum L - 60%
| " | almacenado en envase I :
% (Cola de caballo) de vidrio color &mbar. Zgocestufa a | administrado.
= Administrado segun la '
concentraciones.
. . . Evaluacion
L ﬁ;(;tl\gdad antét;actenarlz del  Extracto - Porcentaje
E adrginistracién del hidroalcohalic de
= Vi . - - inhibicion.
% ﬁri?i\tl)lggiriana Extracto hidroalcohdlico E uisetum de Antibiograma - Halo de
H_J d.e Equisetum gi(é]anteum L. inhibicion.
Léj giganteum L. (Cola de (Cola de - Efecto
caballo) caballo) inhibitorio.
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ANEXO N° 3: Certificado botanico de Equisetum giganteum L.

-'_‘ UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
0 J Universidad del Perti, DECANA DE AMERICA

Iooq%

% VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO e 9
\e, /4
VTGRS MUSEO DE HISTORIA NATURAL =

“Afio de la lucha contra la corrupcién y la impunidad”

CONSTANCIA N°0066-USM-2019

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:
La muestra vegetal (ramas aéreas estériles), recibida de José Carlos PAIBA
MARIN y KARINA PEREZ MIRANDA; estudiantes de la Universidad Inca
Garcilaso de la Vega, ha sido estudiada y clasificada como: Equisetum
giganteum L.; y tiene la siguiente posicion taxondmica, segln el Sistema de
Smith, A.R. et al. (2006):
DIVISION: MONILIOPHYTA

CLASE: EQUISETOPSIDA

ORDEN: EQUISETALES
FAMILIA: EQUISETACEAE
GENERO: Equisetum
ESPECIE: Equisetum giganteum L.;

Nombre vulgar: “cola de caballo”
Determinado por: Mg. Asuncién A. Cano Echevarria y Bach. Elluz Huaman Melo

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los
fines que estime conveniente

Lima, 14 de marzo de 2019

[ evarria
RBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb
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ANEXO N°4: Certificacion de medio de cultivo

. . ®
Liofilchem
Certificate of Analysis Page 1 of 1
Product Balch Expiration dale
Mueller Hinton Il Agar 07 1E17504 2020.10.31
Ref. 610627 — 620627 — 6106275
Physical quality conitral 5pedification Resulls
Exp:d.cd pH-'v=.|ue [25C) 73z02 73
Appearance of powder Fine, dry, homogeneous, free of extraneous material  Conforms
Colour of powder Beige Conforms
Appearance of prepared medium Slightly opalescent Conforms
Colour of prepared medium Amber Conforms
Microbiclogical Performance
Tested according to CLS1 M22-A3, EM 150 11133, current CLSI andfor EWCAST methodology
Anltimicrobial Susceplibility Tesling, Method of control: Disc Diffusion
Conirol strains Antimicrobial agent Expected resulis Resulis
Lone range (mm)
Staphylococcis atrets Amoaicillin-clavulanic acid AUG 30 (20:100 pg 28-36 Conforms
ATCC® 5503 Ampicillin-zulbactam AMS 30 {10+70) pg 1937 Conforms
ettt e Tetracycline TEJ0UE e e e en e 2430 ... Conforms
Staphylococous aureus Erythromycin ERY 15 pg 1329 Conforms
ATCC® 29213 Rifampicin RD 5 pg 30-36 Conforms
ettt e Trimethoptim-cubfamethoxazole SXT25 (12523750 pg ... %31 .....Conforms
Escherichia coli Amoxicillin-clavulanic acid AUG 30 (20=100 pg 18-24 Conforms
ATCC® 15522 Ampicillin AMP 10 pg 16-12 Conforms
Centamicin CM 10 pg 19-26 Conforms
Tetracycline TE 30 pg 18-25 Conforms
e Trimethoprim sulfamethowazole ST UZHETIM ...l B Sontems
Pseudomaonas Ceflazridime CAZ 30 pg 2-29 Conforms
aeruginoa Centamicin CM 10 gg 17-H" Conforms
ATCC® ITES3
Ticardillin-davulanic acid TTC 85 (75+10) pg 0-28 Conforms
Tobramycin TOB 10 pg 20-26 Conforms
Enterococcus fascalis Trimethoprim-Sulfamethoxazole SXT 25 (1.25423.75) pg 15-34 Conforms
ATCC® X922
*Adjusted to meet both CL51 and EUCAST requirements
Balch Release
Approved
Dale 24.07.2017 Signaluie Quality Control
(0. Vitagliana)

The results reported ware obiained at the tims of release.

Patio ulaians

Bliofilchem® =rl. Via Scozia - Zona Industriale 64026, Rossto degli Abruzzi (TE) ltaly - Tel +39 0858530745 - Fax +39 0858530330

CoA Ref. 610627 — 620627 — 6106275 Rav. 4 of 201002015
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ANEXO N° 5: Certificacion de placas Petri

BIOL@GIX

GROUP LIMITED

Certificate of Conformity

This is to eartify that,
Biologix Is the manufacturer of the fellowiag preduct:

66-1501 Petri dishes 90 x I5Smm Petri Dish with vented i,

Sterile, S 0pieces/case

1) Our quality System has been found to conform to the Quality System

Standard ISO - 9001:2008

~ 2) The products listed below are EO sterilized. The products are sterile if
package ntegrity is not compramised,
66-1501 Petd dishes 90 x 13mm Peni Dish  with vented

Sterile S00picces/case

Lo 0974241550

Certfication Dare :2017-5-6

Authorized Signarure

Tel: 186-531-67802668 Faox:+86.321 67802768 www.BislogixGroup.com
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ANEXO N°6: Certificacion de cepas clinicas de Staphylococcus aureus

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
RICFERLAB E.LR.L.
LABORATORIO DE ANALISIS CLINICO Y BIOLOGICO RICFAR E.LR.L.

CONSTANCIA

Por presente de este medio hago constar de octubre, noviembre y diciembre del
2018, sean _aislados diversas cepas clinicas patolégicas de pacientes de rutina
analizadas en el laboratorio de andlisis clinico y biolégico RICFARE.LRL.

El siguiente microorganismo:

e Staphylococcus aureus correspondiente a una secrecion faringea.

Asi mismo se realiza la entrega del microorganismo para trabajo de investigacion
Tesis al Bachiller José Carlos Paiba Marin, tesista de la Facultad de Farmacia y
Biogquimica de Universidad Inca Garcilaso de la Vega.

San Martin de Porres 15 de Diciembre 2018

MARIA CRIRTHUANCE Chies
CT™MP DSBS
KRNE 0TG5
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ANEXO N° 7: Ficha de recoleccién de datos

UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE PRUEBA DE SOLUBILIDAD Y TAMIZAJE
FITOQUIMICO

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum
giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLIiNICAS DE
Staphylococcus aureus

1. Prueba de solubilidad:

SOLVENTE

RESULTADO

N-Hexano

Etanol

Acetato de Etilo

Metanol

N-Butanol

Agua destilada

LEYENDA:

- Poco soluble (+)

- No soluble o insoluble (-)

- Mediana o moderadamente soluble (++)
- __Completamente soluble (+++)

2. Tamizaje fitoquimico:

- Moderada (++)
- _Abundante (+++)

METABOLITOS ™ ENBRGS RESULTADOS
(Muestra + Reactivo)
Alcaloides Mayer
Dragendroff
Lactonas Baljet
Quinonas Bortranger
Antrona
Carbohidratos Fehling Ay B
Molish
Compuestos fendlicos Tricloruro Férrico
Taninos Gelatina
Flavonoides y flavonas Shinoda
Antocianinas y flavonoides catequicos Rosenheim
Esteres y terpenos Liberman-Burchard
Aminoacidos libres Ninhidrina
Saponinas Espuma
LEYENDA:
- Ausente (-)
- Leve (+)

Fecha: ... O\ =N 2%

veldRdoper v NG TN \dkve, Qseee
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wey « UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE LOS RESULTADOS DE ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum

giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLINICAS DE
Staphylococcus aureus

1. Registro de resultados de los halos de inhibicién: Jarabe versus Azitromicina

Medios | Jarabe A ) | Azitromicina | Jarabe B ™ | Azitromicina | Jarabe C ™ | Azitromicina
de cultivo
1

DO e wN

Media

(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohélico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L. al
20%

(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L. al
40%

(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L. al
60%

2. Registro de resultados de los halos de inhibicién: Jarabe versus Amoxicilina

Medios | Jarabe A (Y [ Amoxicilina | Jarabe B Amoxicllina | Jarabe C ™ [ Amoxicilina
de cultivo
1

@ o d W

Media

(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohélico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
al 20%

(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
al 40%

(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
al 60%

Fecha: Qk{'\l\\%

e AL S T e s

P

Firma: .......:

N 2

‘
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

» ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum

giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLIiNICAS DE
Staphylococcus aureus

!
|

Después de revisado el instrumento es valiosa su opinién acerca de lo siguiente:

MENOS DE:
50-60-70-80-90-100
. ¢Enqué porcentaje estima que con estos instrumentos se lograran los objetivos

DIODUESIOSR . con ecanisnnsan e sitinmmansin i ~() () () &G€) ()

. ¢,En qué porcentaje considera que las tablas estan referidos a los conceptos del tema?

~0) () () () &)

. ¢Enqué porcentaje cree que las tablas planteadas son suficientes para lograr los

objetivos? .. wauscasvs WO G () €)=

: (,En qué porcentaje estima que las tablas de instrumento son de ejecucién viable?

W) C) 6) =)

. ¢Qué porcentaje considera que las tablas siguen una secuencia légica?

=) ) ()0 ) B

. ¢Qué porcentaje cree usted que con los instrumentos se obtendran datos similares
se replicara con otras muestras? ................c.cceeeeuninni. 06 ENd) e
SUGERENCIAS:

1 (,Qué items consudera usted que deberan agregarse'?

2. ¢,Qué items considera usted que deben eliminarse?
Raan D, e T

Fecha: ....0 L\"\L\KLQ\QQ

Fima: . A e s
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UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE PRUEBA DE SOLUBILIDAD Y TAMIZAJE
FITOQUIMICO

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum
giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLINICAS DE
Staphylococcus aureus

1. Prueba de solubilidad:

SOLVENTE

RESULTADO

N-Hexano

Etanol

Acetato de Etilo

Metanol

N-Butanol

Agua destilada

LEYENDA:

- Poco soluble (+)

- No soluble o |nsoluble (-)

- Mediana o moderadamente soluble (++)
- Completamente soluble (+++)

2. Tamizaje fitoquimico:

- Moderada (++)
- _Abundante (+++)

METABOLITOS SRR RESULTADOS
(Muestra  + Reactivo)
Alcaloides Mayer
’ Dragendroff
Lactonas Baljet
Quinonas Bortranger
Antrona
Carbohidratos Fehling Ay B
Molish
Compuestos fendlicos Tricloruro Férrico
Taninos Gelatina
Flavonoides y flavonas Shinoda
-| Antocianinas y flavonoides catequicos Rosenheim
Esteres y terpenos Liberman-Burchard
Aminoacidos libres Ninhidrina
Saponinas Espuma
LEYENDA:
- Ausente (-)
- Leve (+)

Vahdado por\’\(S % =3 V ok

=2 2 | =y

Firma:

cREe

B3>
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= « UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
' FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

{ FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE LOS RESULTADOS DE ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

~/ ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum

giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLIiNICAS DE
Staphylococcus aureus

1. Registro de resultados de los halos de inhibicién: Jarabe versus Azitromicina

Medios | Jarabe A (') | Azitromicina | Jarabe B @ [ Azitromicina [ Jarabe C @ | Azitromicina
de cultivo

1

G| Al WN

6

Media

LEYENDA:
(1) Jarabe A: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisefum giganteum L. al
20%
(2) Jarabe B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L. al
40%
(3) Jarabe C: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L. al
60%

2. Registro de resultados de los halos de inhibicién’ Jarabe versus Amoxicilina

Medios | Jarabe A () | Amoxicilina | Jarabe B @ | Amoxicilina | Jarabe C @ | Amoxicilina
de cultivo
1
2
3
4
5
6
Media
LEYENDA:
(1) Jarall::/e A: Jarabe con extracto hidroalcohélico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
(2) jlafgl:: B: Jarabe con extracto hidroalcohdlico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
(3) j%zazl:fe C: Jarabe con extracto hidroalcohélico de las partes aéreas de Equisetum giganteum L.
al 60%

Fecha: OL‘\ \.? (g
Validado por: % » ¥: &b)m &\t}yy M\;
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‘! UNIVERSIDAD INCA GARCILASO DE LA VEGA FACULTAD DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS Y BIOQUIMICA

FICHA DE OBSERVACION AD-HOC DE RECOLECCION DE DATOS

@¥/ ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE UN JARABE ELABORADO CON

EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum

giganteum L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS CLINICAS DE
Staphylococcus aureus

Después de revisado el instrumento es valiosa su opinion acerca de lo siguiente:

MENOS DE:
50-60-70-80-90-100
1. ¢En qué porcentaje estima que con estos instrumentos se lograréan los objetivos

Propuestos? cu.cessoessssiinarmes foasnminsasmmnsnenenmmensessmsmensast (. Y 00) () () O

2. ¢En qué porcentaje considera que las tablas estan referidos a los conceptos del tema?

.............................................................................. (31X 4) =) ()

3. ¢En qué porcentaje cree que las tablas planteadas son suficientes para lograr los

‘ OBJEtIVOS? .o () O) () () O

4. ¢En qué porcentaje estima que las tablas de instrumento son de ejecucion viable?

.............................................................................. () ) C) L=E )

5. ¢Qué porcentaje considera que las tablas siguen una secuencia logica?

RS e miusirmis somemmemmasmrarmsgzenes 0 4 ¥ L1 13 el

6. ¢Qué porcentaje cree usted que con los instrumentos se obtendran datos similares
se replicara con otras muestras? ...............ccocooeceee. () () () ( ) (D

SUGERENCIAS:

1. ¢Qué items considera usted que deberan agregarse?

2. _¢Qué items considera d que deben eliminarse?

que deben reformularse o precisarse mejor?

3. ¢Que items considera us

Fecha: Oq"' \v’l d.\ g

Firma: ....\... &332 © :

CUT P (SIB
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ANEXO N° 8: Testimonios fotogréficos de los diferentes procesos del desarrollo

de la investigacion

RECOLECCION Y TOMA DE MUESTRA DE

Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

Fotografia N° 1: Equisetum giganteum L. (Cola de caballo) en su habitad, distrito

Huahuapuquio, provincia Cangallo y departamento de Ayacucho.
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PULVERIZACION Y OBTENCION DE LA MUESTRA SECA DE LAS
PARTES AEREAS DE Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

Fotografia 2 (A y B): Pulverizacion de la planta desecada con un molino artesanal

hasta obtener un polvo fino para la elaboracion del extracto hidroalcohdlico.

MATERIALES Y REACTIVOS EMPLEADOS EN EL PROCESO DE GRADUACION
ALCOHOLICA

Fotografia N° 4: En este proceso se empleé el alcoholimetro, agua destilada, probeta,

frasco ambar y un embudo de vidrio para graduar el grado alcohdlico a 70°.
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PROCESO PARA LA OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE
LAS PARTES AEREAS DE Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

Fotografia N° 5: Pesando 200 g muestra seca y pulverizada de las partes aéreas de

Equisetum giganteum L. (cola de caballo).

Fotografia N° 6: Analista Jose Carlos Paiba Marin afiadiendo alcohol a la muestra

para la extraccion respectiva.
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Fotografia N° 7: Analista Jose Carlos Paiba Marin realizando el proceso de

extraccion.

Kywnrel |
bordsd

looom! |

Fotografia N° 8: Sistema de filtrado de la solucién de Equisetum giganteum L. (cola

de caballo).
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Fotografia N° 9: Analista Karina Perez Miranda realizando el procedimiento de

filtracion.

Fotografia N° 10: Analista Jose Carlos Paiba Marin realizando la segunda filtracion.

98



Fotografia N° 12: Extracto hidroalcohdlico obtenido de la especie Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) listo para llevar a la estufa para su secado a 40° C.

99



PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LA ESPECIE Equisetum giganteum L.

(Cola de caballo)

Fotografia N° 13: Prueba de solubilidad del extracto de Equisetum giganteum L. (cola

de caballo).

Fotografia N° 14: Analista Jose Carlos Paiba Marin realizando la prueba de

solubilidad con metanol.
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TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA ESPECIE Equisetum giganteum L.
(Cola de caballo)

Fotografia N° 15: Resultados del tamizaje fitoquimico a partir del extracto de

Equisetum giganteum L. (cola de caballo).

Fotografia N° 16: Analista Jose Carlos Paiba Marin realizando el tamizaje

fitoquimico.
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Fotografia N° 17: Analista Karina Perez Miranda realizando el tamizaje fitoquimico.

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA EL ANTIBIOGRAMA

Fotografia N° 18: Analistas Jose Carlos Paiba Marin y Karina Perez Miranda pesando

el agar Mueller Hinton para la preparaciéon de medio de cultivo.
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Fotografia N° 19: Analista Jose Carlos Paiba Marin colocando el medio de cultivo a

la autoclave para su esterilizacion.

Fotografia N° 20: Medio de cultivo enfriando a temperatura ambiente, después de su

esterilizacion.
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Fotografia N° 21: Analista Karina Perez Miranda colocando el medio de cultivo en las

placas Petri.

PREPARACION DEL INOCULO

T

¥ s

Fotografia N° 22: Tubos contenidos con inéculo de cepas de Staphylococcus aureus.
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Fotografia N° 23: Analista Karina Perez Miranda realizando el sembrado de bacterias

de Staphylococcus aureus en los medios de cultivo.

ANAL,ISIS ESPECTROFOTOMETRICO DEL EXTRACTO
HIDROALCOHOLICO DE Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)

Fotografia N° 24: Se determind la concentracidon de flavonoides a través del método

de tricloruro férrico el cual se llevé al espectrofotometro para su lectura.

105



PREPARACION DEL JARABE A PARTIR DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO
DE LAS PARTES AEREAS DE Equisetum giganteum L. (Cola de caballo) A
DIFERENTES CONCENTRACIONES

Fotografia N° 25: Solucién base (extracto hidroalcohdlico) y jarabe simple, para la

elaboracion del jarabe con extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo).

Fotografia N° 26: Jarabes preparados en concentraciones al 20%, 40% y 60% a

partir del extracto de Equisetum giganteum L. (cola de caballo).
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COLOCACION DE DISCOS DE SENSIBILIDAD DE AMOXICILINA,
AZITROMICINA Y DEL JARABE DE Equisetum giganteum L. (Cola de caballo)
EN CONCENTRACIONES DE 20%, 40% Y 60%

liscos pe sensiBIL?T

PARA ANTIBIOGRANT 0

Fotografia N° 27: Discos de sensibilidad empleado como control positivo en el

procedimiento del antibiograma.

Fotografia N° 28: Analista Jose Carlos Paiba Marin colocando los discos de

sensibilidad sobre los cultivos para poder determinar la actividad antibacteriana.
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Fotografia N° 29: Discos de sensibilidad colocados en las placas respectivas.

Fotografia N° 30: Analistas Jose Carlos Paiba Marin y Karina Perez Miranda

culminando el empaquetado de las placas para llevar a incubacion.
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Fotografia N° 31: Analista Jose Carlos Paiba Marin terminando de colocar las placas

en el equipo de incubacién para el respectivo crecimiento de los cultivos.

MEDICION DE LOS HALOS DE INHIBICION DE LAS SIEMBRAS RESPECTIVAS

Fotografia N° 32: Analista Jose Carlos Paiba Marin realizando la medicion de los

halos de inhibicién en las siembras de Staphylococcus aureus.
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