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RESUMEN

La resistencia a multiples antimicrobianos es un problema de salud publica mundial, por lo
que es necesario el desarrollo de nuevas altenativas terapéuticas. Ante ello surge la nesecidad
de evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de Equisetum giganteum (cola
de caballo), frente a Escherichia coli productor de betalactamasas de espectro extendido
(BLEE) y E. coli ATCC. En este estudio se utilizaron tres cepas de E. coli ATCC y 12 cepas
de E. coli BLEE, las cuales fueron enfrentadas a seis concentraciones porcentuales del
extracto acuoso de E. giganteum (100, 50, 25, 12,5, 6,25y 3,13); y tres repeticiones.

La concentracion minima del extracto acuoso de E. giganteum que inhibi6 el 50 y 90 % de
observaciones (CMI 50 y CMI 90), frente a E. coli ATCC, fue de 34 y 70 %); y frente E. coli
BLEE fue de 78 y 115 %, respectivamente. De nueve observaciones sobre E. coli ATCC,
seis fueron inhibidos a una concentracion de 25 %; y de las 36 observaciones sobre las cepas
de E. coli BLEE, 13 fueron inhibidas a una concentracion de 50%. Las cepas tuvieron un
comportamiento inhibitorio no diferenciado (p<0,05), frente extracto acuoso de E.

giganteum.

El extracto acuoso de E. giganteum tuvo efecto antibacteriano frente a cepas de E. coli ATCC
y BLEE, por lo que constituye una posibilidad futura de principios activos antimicrobianos

para el tratamiento de infecciones por bacterias resistentes.

Palabras clave: Equisetum, Cola de caballo, Escherichia coli, Betalactamasas (Fuente:
DeCS-BIREME).



ABSTRACT

Resistance to multiple antimicrobials is a global public health problem, so the development
of new therapeutic alternatives is necessary. Given this the need arises to evaluate the in
vitro antibacterial effect of the aqueous extract of E. giganteum (horsetail), against

Escherichia coli producing extended spectrum betalactamases (ESBL) and E. coli ATCC.

In this study three strains of were used E. coli ATCC and 12 strains of E. coli ESBL were
faced with six percentage concentrations of the aqueous extract of E. giganteum (100, 50,
25, 12.5; 6.25 and 3, 13 ); and three repetitions.

The minimum concentration of the aqueous extract of E. giganteum that inhibited 50 and
90% of observations (IMC 50 and IMC 90), compared to E. coli ATCC, was 34 and 70%;
and against E. coli ESBL was 78 and 115%, respectively. Of nine observations on E. coli
ATCC, six were inhibited at a concentration of 25%; and of the 36 observations on E. coli
ESBL strains, 13 were inhibited at a concentration of 50%. The strains had an

undifferentiated inhibitory behavior (p <0.05), against aqueous extract of E. giganteum.

. The aqueous extract of E. giganteum had an antibacterial effect against E. coli strains ATCC
and ESBL, so it constitutes a future possibility of antimicrobial active ingredients for the
treatment of infections by resistant bacteria. It is recommended to continue with preclinical

studies of efficacy and safety in vitro and in vivo.

Keywords: Equisetum, Escherichia coli, Beta-lactamases (Source: MeSH-NLM).



I. INTRODUCCION

Durante estos ultimos afios la medicina se ha enfrentado al desarrollo de cepas bacterianas
altamente resistentes a mdaltiples antibacterianos; generandose asi la resistencia a los
antimicrobianos en un problema de salud publica, no s6lo en términos de opciones de

tratamiento limitadas, sino también debido a su carga econémica (1).

Al respecto, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), revela que la resistencia a los
antimicrobianos, en particular los antibacterianos, es ya una realidad en todas las regiones
del mundo y que puede afectar a cualquier persona de cualquier edad. Las infecciones

comunes o lesiones menores que han sido tratables volveran a ser potencialmente mortales

).

En este contexto, las infecciones del tracto urinario (ITU) son una de las enfermedades
infecciosas mas frecuentes, siendo Escherichia coli T. von escherich el agente causal de mas
del 80% de estas infecciones y en complicidad a otras enterobacterias como Pseudomonas
aeruginosa y Acinetobacter baumani, representan las bacterias que han desarrollado mayor

resistencia a los medicamentos (3).

E. coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
tribu Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas después del
nacimiento y se le considera un microorganismo de flora normal, pero hay cepas que pueden
ser patdgenas y causar dafio produciendo diferentes cuadros clinicos (20). Asi mismo, este
patdgeno es uno de los agentes causales mas frecuentes de procesos infecciosos
nosocomiales y hoy en dia adquiridos en la comunidad. Es reconocida como una de las
principales enterobacterias no sélo por su alta prevalencia, sino por la capacidad de generar

resistencia a los diferentes antimicrobianos (21).

A finales de los afios noventa se reconoci6 la multidrogoresistencia en E. coli, condicionada
por la produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), como las enzimas CTX-
M, las cuales han surgido como cepas causales de infeccion de vias urinarias (IVU)

predominantemente. Aunque los carbapenémicos son los antimicrobianos de primera



eleccion para el tratamiento de infecciones severas de E. coli BLEE, ya se han reportado
casos de cepas de E. coli productoras de carbapenemasas, lo que coloca en una posicion de
19 vulnerabilidad el estado de salud de un paciente, pues son pocas las herramientas
antimicrobianas con las que se cuentan para el manejo de infecciones ocasionadas por estas

cepas de gérmenes (21).

Con frecuencia, E. coli es resistente a un amplio espectro de familias de antibacterianos (4).
De hecho, un estudio revel6 que el perfil de susceptibilidad de E. coli productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), presenta alta resistencia a la ampicilina,
cefaclor y ceftriaxona (100%), levofloxacino (87%), norfloxacino (92%), ciprofloxacino y
acido nalidixico (94%), cefuroxima y cefotaxime (96%), cotrimoxazol (70%), aztreonam
(75%) y tobramicina (85%) (5).

A proposito de bacterias resistentes, un estudio realizado en el Hospital Cayetano Heredia
para determinar factores asociados al desarrollo de infecciones del tracto urinario causadas
por E. coli productoras de BLEE, se incluyeron 150 casos y 150 controles (caso: paciente
con urocultivo positivo para E. coli BLEE y como control: paciente con urocultivo positivo
para E. coli no BLEE), concluyendo que los factores asociados a la presentacion de
infecciones urinarias por E. coli BLEE encontrados en el estudio fueron sexo masculino (OR
5,13 - IC 95% 2,37 — 11,07), edad mayor a 45 afios (OR 2,65 - IC 95% 1,61 — 4,38) y
hospitalizacion previa (OR 2,57 - IC 95% 1,39-4,75) (18).

Una investigacion realizada en 81 pacientes de un hospital en Per(, con edad media de 65
afios, diagnosticados con ITU en el 2010, para determinar la frecuencia y caracteristicas
asociadas a la infeccion por E. coli resistente a ciprofloxacino, encontraron que 57 (70,4%)
pacientes presentaron E. coli con resistencia a ciprofloxacino, que estuvo asociada (p<0,05)
a resistencia a cotrimoxazol, cefalosporinas, aminoglicésidos y a la produccién de beta-
lactamasa de espectro extendido. En pacientes con E. coli resistente a ciprofloxacino fue mas
frecuente (p>0,05) el uso antibidtico previo de cefalosporinas y quinolonas, Yy
comorbilidades neurologicas, gastrointestinales y renales (4).

Asimismo, un estudio en 111 nifios de 1 mes a 5 afios (97 mujeres, 68 lactantes, 77 pacientes
con ITU recurrente) para determinar el patron de resistencia antibidtica de las bacterias
causantes de ITU; E. coli (63,1%) fue el microorganismo mas frecuente en todos los grupos;

la resistencia antibiotica fue: ampicilina 80,6%, cefalotina 59%, amoxicilina/clavulanico
2



55,4%, trimetoprima-sulfametoxazol 51,6%, acido nalidixico 51%, cefalexina 40%,
cefotaxima 31%, cefuroxima 29,8%, ceftriaxona 28,6%, ceftazidima 27,3%, norfloxacino
21,2%, ciprofloxacino 21,1%; y con menos resistencia fueron nitrofurantoina 17%,

gentamicina 13,2%, amikacina 1% (19).

En consecuencia, las clinicas y hospitales cuentan, cada vez, con menos cantidad de
antibacterianos disponibles para tratar las infecciones causadas por bacterias con creciente
capacidad de resistencia, como lo es la E. coli. Esta realidad plantea la imperante necesidad
de buscar principios activos para desarrollar nuevos antimicrobianos (6). Es en este contexto
que las plantas son una fuente importante ya que contienen moléculas antimicrobianas, toda
vez que su uso ancestralmente han sido usados por la medicina popular y costumbrista han

dado resultados positivos (7).

A nivel mundial va en incremento debido al consumo excesivo de medicamentos
antibacterianos tanto en automedicacién como en incremento de pacientes con enfermedades
de etiologia bacteriana, por ende, surge la necesidad de investigar otros principios activos
los cuales ayuden a combatir estos tipos de resistencia bacteriana a medicamentos y sean

accesibles a todas las personas (1).

En la naturaleza existen plantas con propiedades curativas que podria utilizarse para
disminuir la resistencia ante estos patdgenos una de estas plantas es el Equisetum giganteum
L; comUnmente denominada cola de caballo, es una planta gimnosperma ancestralmente
usada en infusiones para tratar la inflamacion de las vias urinarias y otros fines, ya que
estudios recientes han comprobado sus efectos bioactivos (8,11) y la ausencia de toxicidad

de los extractos contra células humanas (12,13).

La cola de caballo, es una de las plantas mas primitivas principalmente de las zonas himedas
de Asia, Europa, Africay América. EI nombre procede del latin “equus ” de caballo y debido
aque los verticilos son finos es que se tradujo en espafiol a cola de caballo. Planta que Galeno

empleaba para curar la tendinitis (22).

El Missouri Botanical Garden describe la taxonomia del E. giganteum en las siguientes

categorias (23):



Division: Sphenophyta.
Clase: Equisetopsida C. Agardh
Subclase: Equisetidae Warm.
Orden: Equisetales DC. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Equisetaceae Michx. ex DC.
Género: Equisetum L.

Especie: E. giganteum

E. giganteum vive en Ameérica tropical, desde el sur de México hasta la Argentina; es una
planta predominantemente palustre, tanto de ambientes I6ticos como lénticos y humedales;
tanto en zonas despejadas como areas mas protegidas como orillas de quebradas y bordes de
barrancos sombrios y humedos. El rango altitudinal de crecimiento de los géneros de
Equisetum es similar, desde los 900 hasta los 4 500 ms de altitud, aunque E. giganteum es

mas comun en zonas mas bajas, entre los 600 y 3 000 m de altitud (22).

La distincion morfoldgica de las especies peruanas se basa inicialmente en las dimensiones
y ramificacion de las plantas. E. bogotense alcanza < 50 cm de largo, ejes < 2 mm de ancho,
con 4 — 7 surcos longitudinales y ramas de nimero menor que los surcos (1 — 4); mientras
que las especies E. giganteum y E. myriochaetum del subgénero Hippochaete superan 1 m
de alto, ejes > 3 mm de ancho, con 16 — 25 surcos y ramas, por lo general, de igual nimero

que los surcos rodeando a los ejes (7).

E. giganteum “cola de caballo” es una de las muchas plantas cuyos productos derivados,
suplementos, entre otros se exportan del Perd; sin embargo, la denominacioén de “cola de
caballo” también se les da a las especies: E. arvense, E. bogotense y E. hiemale, estos ltimos

no corresponden a las plantas exportadas (7).

Una evaluacién de los extractos hidroetandlicos ricos en compuestos fendlicos obtenidos de
E. giganteum L. y Tilia platyphyllos Scop. para conocer su potencial antioxidante,
antiinflamatorio y antitumoral; T. platyphyllos mostr6 el mayor potencial bioactivo,
evaluado en términos de antioxidante, antiinflamatorio y antitumoral sin tener efectos
citotoxicos; el contenido de flavonoides fue notablemente superior al contenido de &cidos
fendlicos, en ambas muestras, siendo para T. platyphyllos 50.4 mg g—1 y 11.65 mg.g—1,y
para E. giganteum 21.7 mg.g—1 y 4.98 mg.g—1. Ademas, mientras que en el extracto de E.

giganteum, kaempferol-O-glucosido-O-rutindsido fue el flavonoide més abundante; los
4



acidos protocatéquico y cafeico existian en mayor abundancia en los extractos
hidroanandlicos de T. platyphyllos y E. giganteum, respectivamente (9).

Al respecto, un estudio realizado en Brasil sobre composicién quimica del extracto de
etanolico al 70% de E. giganteum, describieron la presencia de compuestos fendlicos
derivados de los acidos cafeico y feralico y de los heteroides flavonoides derivados de la
quercitina y el kaempferol, ademas de las estirilpirona. Las concentraciones més altas de E.
giganteum tienen actividad antimicrobiana contra los microorganismos relevantes probados:
E. coli, Staphylococcus aureus y Candida albicans, asi mismo actividad antiadherente en
biopeliculas de C. albicans en un modelo experimental similar a las dentaduras. Todas las
concentraciones analizadas mostraron actividad antiinflamatoria y el extracto no mostrd
citotoxicidad en contacto con células humanas (12). Asimismo, otro estudio, también en
Brasil, evalud la actividad antimicrobiana de fracciones enriquecidas de E. giganteum y
Punica granatum incorporadas a una protesis adhesiva contra biofilm de C. albicans;
encontrando que, ambos extractos de hierbas amplificaron la accion anti-biofilm del
adhesivo sobre la resina acrilica hasta 12 h; y, cuando se combinaron con COREGA

colaboraron en el control de la biopelicula (10).

En Perd, otro estudio reportd que el aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense
“cola de caballo”, presentan actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli ATCC
25922, siendo el aceite esencial mas activo con 1% de CMI frente al extracto etandlico quien
posee una CMI de 2.5%. A su vez E. coli ATCC 25922 es susceptible a las dosis de aceite
esencial y extracto etandlico aplicadas en este estudio, comparando con el farmaco
Gentamicina, el aceite esencial y extracto etandlico a dosis similares con el farmaco, poseen
susceptibilidad antibacteriana similar (14). Asimismo, también se ha reportado que el
extracto de Equisetum arvense mayor al 50% presenta efecto antibacteriano, sobre las cepas

de Streptococcus mutans (15).

Para sobrevivir al efecto antimicrobiano las bacterias modifican sus estructuras generando
cepas multiresistentes y sean capaces de generar severas infecciones en los humanos. Las
enfermedades intrahospitalarias, son causadas por agentes bacterianos resistentes debido al
uso de medicamentos de primera linea lo cual, en uso concurrente ante cepas bacterianas,

estas tienden a mutar y generar resistencia a estos antibacterianos, lo cual genera



disminucion de la calidad de vida del paciente y un incremento de los costos para las
entidades de salud por el alargamiento de estancia hospitalaria (21).

Bajo este contexto, la presente investigacion beneficiara a la poblacion en cuanto al uso de
un antimicrobiano de procedencia natural y de facil accesibilidad por la poblacién, utilizando
como respaldo para emprender estudios que identifiquen y describan las moléculas
bioactivas, y posteriormente, se proyecten el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos.
Por lo tanto, tendra un interés en la industria farmacéutica y de impacto en la mejora de la

salud publica en cuanto a la resistencia antimicrobiana.

Asimismo, sera importante porque permitira valorar los principios activos antimicrobianos
procedentes de plantas que desarrollan en nuestro territorio nacional, al mismo tiempo que,
permitira revalorar a la medicina natural y ancestral en los procesos de tratamiento y

prevencion de las enfermedades.

Finalmente, la presente investigacion tendré interés cientifico porque sentara las bases para
futuras investigaciones respecto al tema, y permitira futuras comparaciones y avances en el

nivel del conocimiento de esta area.

Razon por el cual la presente investigacion tuvo como la siguiente pregunta: ;Cudl es el
efecto antibacteriano del extracto acuoso de E. giganteum (cola de caballo), frente a E. coli
productora de betalactamasas de espectro extendido y E. coli ATCC - Jaén 2019?



Il. OBJETIVOS

1. Objetivo general:

Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de E. giganteum (cola de
caballo), frente a E. coli productor de betalactamasas de espectro extendido y E. coli
ATCC.

2. Objetivos especificos:

— Determinar la concentracién minima inhibitoria 90 % (CMI 90) y 50% (CMI 50) con
respecto a la inhibicion de crecimiento bacteriano in vitro del extracto acuoso de
Equisetum giganteum (cola de caballo), frente a Escherichia coli productor de

betalactamasas de espectro extendido y Escherichia coli ATCC.

— Determinar las diferencias del efecto antibacteriano in vitro del extracto acuoso de
Equisetum giganteum (cola de caballo), frente a cepas de Escherichia coli productor

de betalactamasas de espectro extendido y Escherichia coli ATCC.



I1l.  MATERIAL Y METODOS

3.1.  Ubicacion de experimento

El estudio se realizé en el laboratorio de Tecnologia Médica de la Facultad de

Tecnologia Médica de la Universidad Nacional de Jaén.

3.2 Insumos y materiales

3.2.1. Reactivos y medios de cultivo
e Alcohol 70

e Caldo Muller Hinton
e Agar Tripticasa soya
e Solucion salina estéril
e Cloramfenicol

e CepakE. coli ATCC

3.2.2. Materiales
e Tubos de ensayo 13x100mm

e Puntas azules

e Puntas amarillas

e Algodon hidréfilo

e Lentes de proteccion

e Mascarillas descartables x 50

e Guardapolvo descartable Talla M

3.3.  Disefio metodoldgico

e Enfoque
Cuantitativo: debido a que los datos se cuantificaron con analisis estadisticos

estableciendo relaciones y comparaciones en cuanto a los resultados obtenidos.
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e Alcance
Descriptivo: porque se describieron los fendmenos a los cuales se sometieron las
variables: en estudio y se especificaron las caracteristicas de cada una de ellas.
Correlacional: debido a que se busco la relacion entre las variables en cuanto a
dosis - respuesta, la cual se plasmo en los resultados obtenidos.
Explicativo: debido a que se buscard explicar el por qué las variables se
relacionan entre si.

e Disefio
Experimental puro: porque se realizaron pruebas y ademas controles, agrupados
en tres grupos: Un grupo de controles positivos: antibidtico Cloranfenicol para
E. coli BLEE y ATCC, un control negativo (Solucion salina 0.9%); vy el tercer
grupo representada por el extracto acuoso de Equisetum giganteum (Cola de

caballo).

3.4. Disefio de la muestra

A. Poblacién: La poblacion estuvo constituida por cepas de E. coli BLEE aisladas
previamente de muestras de orina de pacientes con infecciones del tracto
urinario. Asi mismo las cepas ATCC (American Type Culture Collection),

fueron las adquiridas comercialmente.

B.  Muestra: La muestra es no probabilistica, a criterio de los investigadores. De
modo tal que para el experimento se selecciond 12 cepas de E. coli BLEE y
tres cepas de E. coli ATCC.

C. Muestreo: No probabilistico a criterio de los investigadores. Donde fueron
seleccionadas a partir de palcas Petri que contenian las cepas, de estas se
tomaron al azar 12 cepas BLEE y 3 Cepas de ATCC.



VARIABLE DEFINICION DEFINICION OPERACIONAL INDICADOR INDICE
DEPENDIENTE CONCEPTUAL ESCALA INSTRUMENTO
Cepas de E. coli Bacilos Gram Obtencidn del extracto acuoso Turbidez del No posee efecto Intervalo - Tarjeta de
BLEE y E. coli negativos anaerobio de E. giganteum “Cola de TSA antibacteriano: Tipo: Recoleccion de
' caballo” y diferentes diluciones. : '
ATCC facultativo abundante | Las bacterias fueron cultivadas Crecimiento Cualitativo. datos

en el tracto
gastrointestinal de los
humanos y también se
pueden presentar en
distintos 6rganos los
cuales pueden causar
enfermedades. Lo mas
comun son las

infecciones de tracto

urinario.

en Caldo TSA, se mezcla con las
diluciones y se incubara a 37 °C
por 24 horas, en las cuales se
utilizara 12 cepas de E. coli
BLEE y 3 cepas de E. coli
ATCC, haciéndose 3
repeticiones por cada cepa en las
diferentes concentraciones del
extracto y asi determinar el
efecto antibacteriano y a su vez
la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI).

bacteriano reflejado
en la turbidez.

Posee efecto
antibacteriano:
inhibicion del
crecimiento
bacteriano reflejado
en ausencia de

turbidez.
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VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADOR iNDICE ESCALA | INSTRUMENTO
INDEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL
Control negativo: Solucion
Extracto acuoso de Cantidad de mg de Concentracion del % salina 0.9% Intervalo Tarjeta de
E. giganteum “Cola | extracto acuoso de extracto acuoso de E. Concentracion 1: 100% -Tipo. recoleccién de

de caballo”.

E. giganteum (Cola
de caballo) en ml de
Caldo TSA.

giganteum “Cola de

caballo” en Caldo TSA.

Concentracion 2: 50%
Concentracion 3: 25%
Concentracion 4: 12,5%
Concentracion 5: 6,25%
Concentracion 6: 3,13
Control Positivo:
Cloranfenicol (30 ug)
Control de esterilidad: Sin

indculo.

Cuantitativo

datos
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3.5.  Tecnicas, procedimientos e instrumentos de recoleccion de datos

3.5.1. Técnica

Se utilizé la técnica de observacion directa, la cual consiste en observar

atentamente el fendmeno, tomar informacion y registrarla para el analisis.

e Para este estudio la observacion directa se realizo luego de 24 horas
de haber inoculado la bacteria a distintas concentraciones del extracto
acuoso de E. giganteum mencionadas anteriormente en el
procedimiento.

e Los datos obtenidos fueron registrados en una tarjeta de recoleccién

de datos para su analisis.
3.5.2. Instrumento de recoleccién de datos

Los datos recolectados de las variables fueron registrados en una base de
datos usando Microsoft Excel 2013 (tarjeta de recoleccion de datos),
considerando en las columnas las variables: cepa bacteriana, concentracion
del extracto de E. giganteum y respectivo efecto antimicrobiano (inhibicion

del crecimiento).

3.5.3. Procedimiento
3.5.3.1.  Seleccion de Equisetum giganteum (cola de caballo)

El material botanico del E. giganteum se recolectd en areas
boscosas del distrito de Jaén, provincia de Jaén, departamento de
Cajamarca, Perd. El lugar exacto de la recoleccion fue
identificado en el momento de la recoleccién a través de puntos
geograficos UTM vy altitud mediante un equipo de GPS. Se
recolecto dos kilogramos del material botanico entre las 6 a 8
horas del dia, el mismo que fue inmediatamente almacenado y
conservado a temperatura ambiente para su identificacion

taxonémica.

12



3.5.3.2.

3.5.3.3.

3.5.3.4.

Identificacion de Equisetum giganteum (cola de caballo)

Las muestras de E. giganteum recolectadas en las diferentes areas
geograficas fueron empacadas y enviadas al laboratorio de
botanica de la UNPRG. Estas muestras fueron procesadas por un
Bidlogo Boténico Dunalia N. Llatas Cancino (Anexo 9), quien

realizo la identificacion taxonémica.
Obtencidn de cepas de Escherichia coli BLEE

Las cepas de E. coli BLEE procedentes de muestras de orina
obtenidas por donacién al servicio de Laboratorio Clinico del
Hospital Regional Lambayeque, los cuales fueron 12 cepas
donadas. Las cepas E. coli BLEE fueron donadas tras
identificacion especifica y caracterizacién fenotipica por el
profesional Bidlogo Microbidlogo Ever Silva Diaz. Asimismo,
las cepas de E. coli ATCC certificadas fueron adquiridas

comercialmente.

Preparacion del extracto acuoso de Equisetum giganteum

“cola de caballo”
Siguié el siguiente procedimiento:

e El material botanico fue secado a temperatura ambiente
durante 24 horas y luego a 80°C durante 4 horas.

e Posteriormente se molié y cocié a 95°C durante 15
minutos en una proporcion planta: agua destilada de 1:10,

usando un matraz herméticamente cerrado.

e Luego, el extracto fue filtrado y almacenado en otro frasco

de vidrio para su esterilizacion por autoclavado.

e El extracto esterilizado fue conservado en refrigeracion a

2 a 8°C en un frasco de vidrio de color &mbar hasta su uso

13



3.5.3.5.

3.5.3.6.

en los ensayos. Se obtuvo el extracto a una concentracion
inicial de 100mg/ml (100%).

Preparacion del medio cultivo y suspensiones bacterianas de
Escherichia coli BLEE y Escherichia coli ATCC:

Las cepas fueron cultivadas en caldo TSA y seguird el siguiente

procedimiento:

e Se utiliz6 un litro de caldo TSA, el cual se prepar6 en un
matraz suspendiendo 22 g del polvo de caldo para un litro
de agua destilada.

e Luego, se calentd a fuego lento el medio de cultivo hasta
diluir en su totalidad al caldo con el agua destilada.

e Posteriormente se esterilizo el medio por autoclavado.

De este cultivo fresco se prepararon las suspensiones bacterianas
en caldo TSA ( hasta obtener una turbidez equivalente al tubo N°
0,5 de Mc Farland, asi como lo describe el “Manual de
procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por
el método de difusion en disco” del Instituto Nacional de Salud
del Peru (21).

Determinacion del efecto antibacteriano:

La determinacion del efecto antimicrobiano del extracto acuoso
de E. giganteum frente a cepas E. coli BLEE y ATCC se realizd
mediante la técnica de la concentracién minima inhibitoria (CMI)
por el método de macrodilucion en caldo, segin ha sido
previamente descrito en el “Manual de procedimientos para la
prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de difusion
en disco” del Instituto Nacional de Salud del Peru (21). El
experimento fue guiado por el disefio experimental presentado

previamente.
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3.5.3.7.

La técnica consiste en preparar diluciones dobles del extracto
acuoso de E. giganteum usando como diluyente el caldo TSA,
iniciando en una concentracion porcentual de 100, 50, 25, 12,5,
6.25 y 3,13. Estas diluciones del extracto fueron posteriormente
inoculadas con suspensiones de las cepas bacterianas a una
turbidez equivalente al tubo N° 0,5 de Mc Farland (Anexo 01). El
volumen final obtenido fue de 1 ml. Se consideraron tres
controles: a) de esterilidad, que no contuvo indculo ni extracto, b)
el negativo, que no contuvo extracto y c) el positivo, que contuvo
32 ug/ml de cloranfenicol. Los cultivos se incubaron a 37°C
durante 18 horas, después del cual se revisé el crecimiento. La
CMI fue aquella mayor dilucion en la que el crecimiento fue
inhibido (Anexo 02).

Disefio experimental

Se utilizara el disefio completo al azar con arreglo factorial de 3A,
2B, 13C; Siendo el factor A, las repeticiones, el factor B, las cepas
bacterianas y el factor C las concentraciones que incluyen los
testigos; para mayor detalle, el disefio se muestra en el siguiente

esquema.
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Tratamiento en estudio.

TRATAMIENTO CcODIGOS CONCENTRACIONES
Inoculo de la bacteria (Segun escala de Mc
CN Farlan tubo N° 05) 1 ml, solucion salinay
caldo TSA
In6culo de la bacteria (Segun escala de Mc
CP Farlan tubo N° 05) 1 ml méas 32 ug de
cloranfenicol por ml de caldo de TSA.
T1: E coli BLEE  |[SEM Caldo TSA
co1 Concentracion 1: 100% mas 1ml de inéculo
C02 Concentracion 2: 50% mas 1ml de in6culo
C03 Concentracion 3: 25% mas 1ml de inéculo
C04 Concentracion 4: 12,5% mas 1ml de in6culo
C05 Concentracion 5: 6,25% mas 1ml de in6culo
C 06 Concentracion 6: 3,13% mas 1ml de in6culo
Inoculo de la bacteria (Segun escala de Mc
CN Farlan tubo N° 05) 1 ml, solucién salinay
caldo TSA
Inoculo de la bacteria (Segun escala de Mc
CP Farlan tubo N° 05) 1 ml méas 32 ug de
cloranfenicol por ml de caldo de TSA.
CEM Caldo TSA
T2: E. coli ATCC
co1 . , .,
Concentracion 1: 100% mas 1ml de inéculo
Cc02 o , -
Concentracion 2: 50% mas 1ml de inéculo
Cco03 o , .
Concentracion 3: 25% mas 1ml de inéculo
Co4 o , .
Concentracion 4: 12,5% mas 1ml de in6culo
C 05 DA , o
C 06 Concentracion 5: 6,25% mas 1ml de in6culo

Concentracion 6: 3,13% mas 1ml de in6culo

Fuente. Elaboracion propia.

C 01-06: Se us6 extracto acuoso de Equisetum giganteum usando como diluyente caldo

TSA.

Inoculo de la bacteria (Segun escala de Mc Farlan tubo N° 05), se agregard un 1 ml a cada

una de las concentraciones.
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NOTA: Las bacterias inoculadas en las diferentes concentraciones del extracto
acuoso de E. giganteum se evalu6 mediante comparacion con el Control Positivo
(CP), el cual determin6 si hubo efecto del extracto acuoso o no, mediante la
inhibicion de crecimiento. EI Control Negativo (CN) confirmo el crecimiento, debido
a que no presentd ningun inhibidor de crecimiento. ElI Control de esterilidad de
Medio (CEM) evalud si el medio estuvo estéril en todo el procedimiento, caso

contrario se invalidara todo el procedimiento.
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3.6.

Analisis estadistico

Se aplicd el andlisis de diferencia de muestras independientes no paramétrico U
Mann Whitney y Kruskal Wallis. Para determinar la concentracion inhibitoria
minima 90 (CIM 90) y 50 (CIM 50), se realiz6 analisis de regresion logistica tipo
Probit. La CIM 90 y CIM 50 sera minima concentracion de extracto necesaria para
inhibir el 90 y 50% de las cepas de E. coli BLEE y ATCC respectivamente. En ambos
casos se considerard significativo un valor de p<0,05. El analisis de datos fue

realizado con ayuda del software estadistico SPSS version 24.
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IV. RESULTADOS

Se evaluo el efecto antibacteriano del extracto acuoso de E. giganteun frente a 15 cepas de
E. coli, tres ATCC y 12 BLEE, con tres observaciones cada una. De la muestra en estudio
se encontro que, del total de observaciones para las cepas ATCC (9), 6 observaciones fueron
inhibidos a una concentracion de 25% y para las cepas BLEE, de 36 observaciones, 13 fueron

inhibidas a una concentracion de 50% (tabla 1).

Tabla 1. Frecuencia de la inhibicidn del crecimiento bacteriano de E. coli, enfrentadas
a distintas concentraciones del extracto acuoso de E. giganteum.

Tipo de cepade  Concentracion Cepas Observaciones
E. coli de extracto (%) N N° Inhibidos N N° Inhibidos
ATCC 3,12 3 0 9 0
ATCC 6,25 3 0 9 0
ATCC 12,5 3 0 9 0
ATCC 25 3 3 9 6
ATCC 50 3 3 9 9
ATCC 100 3 3 9 9
BLEE 3,12 12 0 36 0
BLEE 6,25 12 0 36 0
BLEE 12,5 12 0 36 0
BLEE 25 12 0 36 0
BLEE 50 12 5 36 13
BLEE 100 12 8 36 23

Respecto al analisis de dosis letal media mediante el modelo Probit, se encontrd que los
estimadores fueron estadisticamente significativos (p<0,001), permitiendo establecer el

modelo para cada tipo de cepa (tabla 2).
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Tabla 2. Estimaciones del modelo para el total de observaciones en cepas de Escherichia

coli.
) ) ) Error ) Intervalo de confianza de 95 %
Estimador  Estimacion ] 4 Sig.
estandar Limite inferior Limite superior
Concentracion 3,499 0,420 8,332 <0.001 2,676 4,322
ATCC -1,177 0,259 -4,552  <0.001 -1,435 -0,918
BLEE -2,743 0,410 -6,693 <0.001 -3,153 -2,333

ATCC: -1 (P)= -1,777 + 3,499 * (Concentracion E. giganteum)
BLEE: -1 (P)= -2,743 + 3,499 * (Concentracion E. giganteum)

Respecto al total las observaciones realizadas a la cepa E. coli ATCC, se estim6 que la
concentracion minima del extracto acuoso que inhibi6 al 50 % de observaciones (CMI 50)
fue al 34 % y que inhibié 90 % de observaciones (CMI 90) fue al 70 % de concentracién
(figura 1). En cuanto a la E. coli BLEE, la CMI 50 y CMI 90 fueron de 78 % y 115%,

respectivamente (figura 2).
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Figura 1. Concentracion minima inhibitoria 50 y 90 del extracto acuoso de E. giganteum
frente a cepas de E. coli ATCC (total de observaciones).
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Figura 2. Concentracién minima inhibitoria 50 y 90 del extracto acuoso de E. giganteum
frente a cepas de E. coli BLEE (total de observaciones).

En cuanto a la comparacion del nimero de inhibidos entre el tipo de cepas, no se encontro
asociacion significativa (p>0,05), tanto para el total de observaciones como para el total de
cepas (tabla 3). Asi mismo al comparar las concentraciones, tampoco se encontré asociacion

estadisticamente significativa (tabla 4).

Tabla 3. Comparacion de la frecuencia de inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli
expuestos al extracto acuosos del E. giganteum, segun tipo de cepa.

Medicién Tipo de cepa Rango promedio Sumade rangos  p-valor
) ATCC 6.50 39.00
Total de observaciones 1,000
BLEE 6.50 39.00
ATCC 6.50 39.00
Total de cepas 1,000
BLEE 6.50 39.00

Prueba de U Mann Whitney
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Tabla 4. Comparacion de la frecuencia de inhibicion del crecimiento bacteriano de E. coli
expuestos al extracto acuoso del E. giganteum, segun tipo de concentracion.

Medicién Concentracion (%) Rango promedio p-valor
3,12 4.00
6,25 4.00
. 12,5 4.00
Total de observaciones 0,080
25 6.00
50 10.25
100 10.75
3,12 4.00
6,25 4.00
12,5 4.00
Total de cepas 0,103
25 6.50
50 10.00
100 10.50
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V. DISCUSION

Los resultados mostrados en las figuras 2 y 3 arrojan que las concentraciones mayores a 34%
y 78% son capaces de inhibir el crecimiento bacteriano del 50% (CMI 50) de las
observaciones sobre Escherichia coli ATCC y E. coli BLEE, respectivamente. Estos
resultados coinciden con los estudios realizados en Per( de un equiseto taxondmicamente
cercano a E. giganteum, el E. arvense, también mostraron resultados concordantes a los
obtenidos en este estudio. EIl primero, realizado por Calsin (2017), observaron que el aceite
esencial al 1% y extracto etandlico 2,5% presentaron actividad antimicrobiana fueron las
concentraciones minimas inhibitorias frente a E. coli ATCC 25922 (14). El segundo,
realizado por Caceres (2018), observo que el extracto a una concentracion mayor al 50%
tuvo efecto antibacteriano frente a cepas de Streptococcus mutans (15).la actividad
abtibacteriana de E. giganteum se sustenta en el alto nUmero de principios activos que
contiene el equiseto, a saber: &cidos, glucosidos, flavonoides, fendlicos, terpenos,
glucdsidos, entre otro. Sin embargo, se desconoce el principio activo responsable de esta

actividad antibacteriana, si acaso es una sinergia entre varios de sus componentes(12,17).

A pesar que los diferentes estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana de E.
giganteun y especies similares, han sido realizados con metodologia y extracto diferentes,
todos concuerdan en su efecto antimicrobiano frente bacterias Gram positivas y negativas y
ciertos hongos. Estos hallazgos son importantes, por cuanto el actual y emergente problema
de salud publica referido a la epidemia de resistencia antibacteriana declarada por la OMS 'y
otras instituciones, requieren, entre otras estrategias, la de buscar nuevos principios activos
para hacer frente a las infecciones causados por “super microorganismos”. El proceso
cientifico de desarrollar un nuevo farmaco antimicrobiano puede tomar afios o décadas, y se
incia mediante estudios de eficacia preclinica como este, pero se debera continuar con la
identificacion del principio activo y evaluacion de la seguridad in vitro, para continuar con

estudios clinicos (1,2).

Por otro lado, no obstante su capacidad antibacteriana de E. giganteum, las relativas altas
concentraciones a la que ha sido observada; su ingestién en infusiones o extractos en el

marco de la medicina tradicional requiere de probar su seguridad a concentraciones eficaces.
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Al respecto, evaluar la citotoxicidad in vitro y la toxicidad in vivo en modelos animales de

laboratotio deberia ser obligatorio y necesario.

En cuanto a la comparacion del efecto antibacteriano del extracto de E. giganteum frente a
E. coli ATCC y E. coli BLEE, no se encontr¢ significancia estadistica (p<0,05); por lo que
ambos tipos de cepas presentaron la misma suceptibilidad frente al extracto de E. giganteum.
No obstante, la amplia diferencia de la concentracién minima para inhibir el 50% (CMI 50)
de observaciones de E. coli ATCC (34%) y E. coli BLEE (70%), podrian evidenciar la
tendencia de que este ultimo tipo de cepa presenta menor suceptibilidad a los extractos del
equiseto, debido a que las cepas de E.coli BLEE, a diferencia de las ATCC, han sufrido
mutaciones debido a una presion selectiva por el uso de diversos antimicrobianos,
haciendose resistentes a través del desarrollo una serie de mecanismos de resistencia a los

agentes antimicrobianos.

Al respecto, E. coli es resistente a un amplio espectro de familias de antibacterianos (4). El
perfil de susceptibilidad de E. coli BLEE, presenta resistencia alta a las aminopenicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, fluroquinolonas, cotrimoxazol,
monobactetamicos y aminoglucésidos. Razén por el cual, es de relevancia el reporte de,
aungue en fases preclinicas iniciales, el reporte de principios activos de origen natural con

efecto antibacteriano sobre estas cepas de E. coli BLEE (5).

El presente estudio presentd una limitacion: el tamafio de muestra fue no probabilistico, por
lo que la inferencia de los resultados obtenidos a toda la poblacion de de cepas de E. coli
ATCC y E. coli BLEE puede ser limitada; no obstante, el disefio experimental del estudio

que permitio controlar las variables, compensa y da validez interna y externa al estudio.
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VI. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A. Conclusiones
1. La concentracion minima del extracto acuoso de E. giganteum que inhibi6 el 50 y
90 % de observaciones (CMI 50 y CMI 90), frente a cepas de E. coli ATCC, fue de
34y 70 %; y frente E. coli BLEE fue de 78 y 115 %, respectivamente.

2. Las cepas de E. coli ATCC y E. coli BLEE mostraron un comportamiento
inhibitorio no diferenciado (p<0,05), frente a distintas concentraciones de extracto
acuoso de E. giganteum.
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B. Recomendaciones
1. Evaluar la eficacia (efecto antibacteriano) in vivo del extracto acuoso de E.
giganteum, usando modelos animales de experimentacion, sobre patdgenos

bacterianos humanos representativos.

2. Estudiar el efecto antibacteriano de los principios activos de E. giganteum por
grupos quimicos, con el fin de identificar los componentes que individualmente o

en conjunto presenten mayor actividad.

3. Evaluar el efecto antifungico de E. giganteum sobre hongos miceliales y

levaduriformes de importancia clinica.

4. Estudiar seguridad del extracto acuoso de E. giganteum, mediante pruebas de

citotoxicidad in vitro y toxicidad in vivo.
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Anexo 1

Tabla 5. Estimaciones dosis-respuesta para el total de observaciones en cepas de Escherichia coli.

ATCC BLEE
Proporcién  95% de limites de confianza para Dosis 95% de limites de confianza para
inhibida Dosis
Estimacion de Limite Limite Estimacion Limite Limite
dosis inferior superior de dosis inferior superior
0.01 -0.328 -1.139 -0.002 0.119 -0.751 0.468
0.02 -0.251 -0.986 0.061 0.197 -0.597 0.531
0.03 -0.201 -0.890 0.103 0.246 -0.501 0.573
0.04 -0.164 -0.819 0.135 0.284 -0.430 0.604
0.05 -0.134 -0.761 0.162 0.314 -0.372 0.631
0.06 -0.108 -0.713 0.185 0.340 -0.323 0.653
0.07 -0.085 -0.671 0.205 0.362 -0.281 0.674
0.08 -0.065 -0.633 0.224 0.382 -0.243 0.692
0.09 -0.047 -0.600 0.241 0.401 -0.209 0.709
0.10 -0.030 -0.569 0.258 0.418 -0.178 0.725
0.15 0.040 -0.444 0.328 0.488 -0.051 0.794
0.20 0.096 -0.349 0.387 0.543 0.046 0.851
0.25 0.144 -0.270 0.441 0.591 0.127 0.903
0.30 0.186 -0.202 0.492 0.634 0.197 0.952
0.35 0.226 -0.141 0.542 0.674 0.260 1.000
0.40 0.264 -0.086 0.592 0.712 0.317 1.047
0.45 0.300 -0.035 0.642 0.748 0.371 1.095
0.50 0.336 0.014 0.694 0.784 0.422 1.143
0.55 0.372 0.060 0.747 0.820 0.471 1.194
0.60 0.409 0.105 0.803 0.856 0.519 1.248
0.65 0.446 0.150 0.864 0.894 0.567 1.305
0.70 0.486 0.195 0.929 0.934 0.615 1.368
0.75 0.529 0.241 1.002 0.977 0.664 1.437
0.80 0.577 0.290 1.086 1.024 0.716 1.518
0.85 0.633 0.344 1.186 1.080 0.774 1.615
0.90 0.703 0.409 1.316 1.150 0.843 1.741
0.91 0.719 0.424 1.348 1.167 0.859 1.772
0.92 0.738 0.440 1.383 1.185 0.876 1.806
0.93 0.758 0.458 1.422 1.206 0.895 1.844
0.94 0.781 0.477 1.465 1.228 0.915 1.886
0.95 0.806 0.499 1.515 1.254 0.938 1.935
0.96 0.837 0.524 1.574 1.284 0.964 1.992
0.97 0.874 0.555 1.647 1.321 0.996 2.064
0.98 0.923 0.595 1.744 1.371 1.037 2.160
0.99 1.001 0.656 1.900 1.449 1.101 2.313
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Mapa de recoleccion de muestra botanica,
provincia de Jaén, Cajamarca

Recoleccion de la planta E. giganteum (cola de caballo) en la provincia de Jaén
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Anexo 4

giganteum (cola de caballo) molido, el material botanico fue secado a temperatura

ambiente durante 24 horas y luego a 80°C durante 4 horas.

Anexo 5

Coccion del E. Giganteum a 95°C durante 15 minutos en una proporcién planta: agua

destilada de 1:10, usando un matraz herméticamente cerrado.
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Anexo 6

Filtrado y almacenado en otro frasco de vidrio para su esterilizacion por autoclavado

Anexo 7

Ejecucion del proyecto de tesis.
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Anexo 8
Resultado segun la inhibicion

e E.coliBLEE

Inhibicién a un 100% Inhibicién a un 50% Sin inhibicién




e E.coli ATCC

Inhibiciéon a un 50% Inhibicion a un 25%

Control de las cepas E. coli ATCC
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CONSTANCIA

La que suscribe, Bidlogo - Botanico con colegiatura CBP N2 7778,

HACE CONSTAR

Después de estudiar y analizar la muestra botéanica que tengo a la
vista, le corresponde el nombre cientifico: Equisetum giganteum L.,

especie conocida comunmente con el nombre de “cola de caballo”.

Se expide la presente como constancia a solicitud del interesado

para los fines que estime conveniente.

Chiclayo, 22 julio 2019.
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