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RESUMEN

En la actualidad Escherichia coli y Candida albicans son los uropatdgenos mas
frecuentes tanto a nivel mundial como en el Per(, debido a que cuentan con factores de
virulencia y una constante resistencia a farmacos, esto hace que sea un problema para la
salud publica, por tanto, se sugiere una alternativa de control utilizando una planta
medicinal conocida como “cola de caballo” (Equisetum arvense). En tal sentido se
plantearon los objetivos: Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del
aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense (cola de caballo) frente a
Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans, seguidamente determinar la
susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans
frente al aceite esencial y extracto etanolico de “cola de caballo” comparado con los
farmacos comerciales gentamicina y fluconazol. La extraccion del aceite esencial se
realizd por el método de arrastre a vapor de agua y la obtencion del extracto etanolico
por el método de maceracion en frio. La concentracion minima inhibitoria (CMI) del
aceite esencial y extracto etandlico se determind por el método de dilucion en placa a
dosis de 0.1, 0.2, 0.5, 1, 25y 5 % y para la determinacion de la susceptibilidad
antimicrobiana, se emple6 el método de difusion en placa (Kirby-Bahuer) a dosis de 1
ul, 5 ul, 10 pl, 25 pl, 35 pl y 50 ul de aceite esencial y extracto etandlico, teniendo
como controles positivos los antibidticos gentamicina y fluconazol. La CMI del aceite
esencial de Equisetum arvense, frente a Escherichia coli ATCC 25922 in vitro fue 1.0
% y 2.5% para el extracto etanolico, mientras que para Candida albicans las
concentraciones de aceite esencial y extracto etandlico no fueron las suficientes para
determinar la CMI. Por otro lado en la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia
coli ATCC 25922, el porcentaje de inhibicion del aceite esencial y extracto etandlico a
mayores dosis (35 y 50 ul) fueron superiores al control (Gentamicina 10 pg) con 57% y
27% por encima de dicho control, estos datos fueron analizados estadisticamente
mediante pruebas de analisis de varianza y pruebas de rango mdltiple de Tukey, en la
que presentaron diferencia estadistica significativa (P<0.05), mientras tanto la cepa de

Candida albicans resulto resistente a las dosis aplicadas.

Palabras Clave: aceite esencial, extracto etandlico, Equisetum arvense, Escherichia
coli ATCC 25922, Candida albicans, concentracién minima inhibitoria.
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ABSTRACT

Currently, Escherichia coli and Candida albicans are the most frequent uropathogens
both worldwide and in Peru, because they have virulence factors and constant resistance
to drugs, this makes it a problem for public health, therefore, a control alternative is
suggested using a medicinal plant known as horsetail (Equisetum arvense). In this
sense, the objectives were set. To determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of the essential oil and ethanolic extract of Equisetum arvense horsetail against
Escherichia coli ATCC 25922 and Candida albicans and to determine the antimicrobial
susceptibility of Escherichia coli ATCC 25922 and Candida albicans against essential
oil and ethanolic extract of "Horsetail" compared to commercial drugs gentamicin and
fluconazole. The extraction of the essential oil was carried out by the method of drag to
steam of water and the obtaining the ethanolic extract by the cold maceration method.
The determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of the essential oil
and ethanolic extract was performed by the plate dilution method at doses of 0.1, 0.2,
0.5, 1, 2.5 and 5%. To determine the antimicrobial susceptibility of the essential oil and
ethanolic extract, the plate diffusion method (Kirby-Bahuer) was used in doses of 1 ul, 5
ul, 10 pl, 25 pl, 35 pl and 50 pl of essential oil and ethanolic extract, having as positive
controls the antibiotics gentamicin for E. coli ATCC and fluconazole for C. albicans.
The CMI of the essential oil of Equisetum arvense against Escherichia coli ATCC
25922 in vitro was 1.0% and 2.5% for ethanolic extract, whereas for Candida albicans
the concentrations of essential oil and ethanolic extract were not sufficient to determine
the CMI. On the other hand, in the antimicrobial susceptibility of Escherichia coli
ATCC 25922, the percentage of inhibition of the essential oil and ethanol extract at
higher doses were higher than the control (Gentamicin) with 57% and 27% above said
control, these data were analyzed statistically (P <0.05), whereas strains of Candida

albicans were resistant to the applied doses.

Keywords: Essential oil, ethanolic extract, Equisetum arvense, Escherichia coli ATCC

25922, Candida albicans uropathogen, minimal inhibitory concentration.
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I. INTRODUCCION

Desde épocas remotas el hombre siempre ha buscado y encontrado remedios para sus
enfermedades en la naturaleza, especialmente en los vegetales, constituyendo asi que
hoy en dia el uso de los recursos de las plantas medicinales es una gran alternativa para
preservar y recuperar la salud sobre todo en comunidades aisladas, constituyendo
motivos suficientes para profundizar el conocimiento de nuestras especies de plantas
medicinales, por tanto el presente trabajo de investigacion se basa en la actividad
antimicrobiana in vitro del aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense
“cola de caballo” frente a la supervivencia de cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Candida albicans, el cual fue desarrollado en la Universidad Nacional del Altiplano -

Puno, en la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Escuela Profesional de Biologia.

Por otro lado las infecciones de tracto urinario (ITU), son uno de los problemas de salud
publica, ya que se estima que globalmente ocurren al menos 150 millones de casos de
ITU por afio (1), mientras en el Peru, de todos los casos de infecciones asociadas a la
atencion en salud el 19% es por ITU (2), y de todos los casos, Escherichia coli es el
microorganismo mas frecuentemente aislado en todos los tipos de infeccién de tracto
urinario, presentes en infecciones intrahospitalarias con 50% y extrahospitalarias con
63% (3), no obstante las infecciones urinarias por levaduras del género Candida sp.,
también son cada vez mas prevalentes en pacientes hospitalizados, especialmente en
grupos de mayor riesgo como puede ser en pacientes con neoplasia hematologica que se
encuentran bajo tratamiento de quimioterapia y en cuidados intensivos (4), es asi que en
los casos de flujo vaginal, la vaginosis bacteriana (VB) representa el 50% vy la
candidiasis vulvovaginal (CVV) el 30 a 35%, por eso considera que es la segunda causa

mas frecuente del sindrome de flujo vaginal (5).

Sin embargo el problema no solo es la prevalencia con la que Escherichia coli y
Candida albicans afectan a la poblacién causando infecciones de tracto urinario, sino
que cada vez estos microorganismos se hacen resistentes a una variedad de farmacos,
siendo asi que la resistencia bacteriana de Escherichia coli a los antibi6ticos se
relaciona con el consumo inadecuado de éstos, ya que la presion selectiva que ejercen,
es favorable en la creacion, adaptacion y diseminacion de mecanismos de resistencia a
los antimicrobianos (1) y por lo tanto se reconoce la influencia que ejerce la emergencia

de bacterias con patrones de resistencia en la gravedad de este tipo de infecciones(6), a
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tal punto que se considera un problema de salud publica, tanto en el ambito nosocomial

como en el comunitario.

Por todo ello la fitoterapia o tratamiento con plantas medicinales esta siendo cada vez
mas aceptada en los diferentes niveles sociales, a pesar de tener una larga historia de
saber popular esta ha sido menospreciada por los profesionales de salud hace algunos
afios (7), por tanto, es evidente que los remedios a base de plantas medicinales
presentan una gran ventaja con respecto a los tratamientos quimicos, ya que las plantas
y sus principios activos se hallan siempre biol6gicamente equilibrados por la presencia
de sustancias complementarias que se potencian entre si, de tal manera que en general
no se acumulan en el organismo y sus defectos indeseables estan limitados (8). Dentro
de la variedad de plantas medicinales en el Per(, encontramos a Equisetum arvense
(cola de caballo), la cual es una de las hierbas medicinales mas usadas en el mundo y no
es casualidad, ya que esta planta brinda un numero importante de beneficios y

propiedades que pueden ayudar a superar muchos padecimientos y molestias.

Por tanto este trabajo de investigacion contiene informacion producto de datos
obtenidos del desarrollo de la tesis sobre la actividad antimicrobiana de una hierba
nativa “Cola de caballo”, por ende la culminacion de esta tesis es suma importancia para
corroborar, aplicar y desarrollar los conocimientos teoricos y practicos que se adquieren
durante la formacién profesional, aportando criterios en los procesos tecnoldgicos
desarrollados, finalmente toda la informacion cientifica que se brinda a través de la
tesis, contribuira al mejor conocimiento de nuestra realidad y esperamos que estimule a
futuros trabajos de investigacion a fin de ir resolviendo gradualmente la validacién

cientifica de estos importantes recursos de la zona sur peruana.

En tal sentido, se plantearon los siguientes objetivos e hipdtesis:

1.1.  Objetivo general:

Determinar la actividad antimicrobiana del aceite esencial y extracto etandlico de
Equisetum arvense “Cola de caballo” In vitro, frente a Escherichia coli y Candida
albicans uropatogenas.
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1.1.1. Objetivos especificos:

e Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) del aceite esencial y
extracto etandlico de Equisetum arvense “cola de caballo” In vitro, frente a
Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans uropatogenas.

e Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC 25922 y
Candida albicans uropatogenas In vitro, frente al aceite esencial y extracto

etanolico comparado con los farmacos gentamicina y fluconazol.

1.2.  Hipotesis general:

El aceite esencial y el extracto etanolico de Equisetum arvense “cola de caballo”, tienen
actividad antimicrobiana in vitro frente a uropatégenos como Escherichia coli y

Candida albicans.

1.2.1. Hipotesis especificas:

e La concentracion minima inhibitoria del aceite esencial y extracto etandlico de
Equisetum arvense frente a Escherichia coli ATCC y Candida albicans estaran
dentro del rango de concentracion del 0.1 a 5%.

e La susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC y Candida
albicans frente a las diferentes dosis de aceite esencial y extracto etanélico de
Equisetum arvense, comparado con los farmacos comerciales, tendran diferente

efecto inhibitorio.
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Il. REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

La actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos y metanolicos de Equisetum
arvense (cola de caballo) se demostro por estudios realizados en diferentes lugares, en
la que se aplicaron determinadas concentraciones de los extractos para demostrar si la
planta cola de caballo causa efectos inhibitorios frente a Aeromonas spp.,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli ATCC 25922, los resultados fueron favorables
obteniendo asi, halos de inhibicion de 11 mm para Escherichia coli ATCC 25922 (9,
10).Por otro lado un estudio evalué el efecto del extracto de “cola de caballo”
Equisetum arvense obtenido por destilacién, coccidn, infusion y maceracion para el
control de roya Puccinia sp. en el cultivo de cebolla blanca Allium fistulosum, aplicando
tres concentraciones de cada extracto (5%, 10% y 15%), todos los tratamientos que
tuvieron aplicacion de extracto de cola de caballo sin importar el método de extraccion

ni la dosis tuvieron un rendimiento estadisticamente igual (11).

El aceite esencial de ajenjo (Artemisia absinthium L.) también demuestra causar efecto
inhibitorio frente a Escherichia coli enteropatdgena (EPEC), tal como lo demuestra un
estudio donde en los resultados se observd que a concentraciones de aceite esencial
superiores a 5 pl/l inhibio a dicha bacteria y comportandose como resistente a 1 pl/l, en
tanto la concentracion minima inhibitoria (CMI) fue 32.81 pl/l (12), asi como también
el aceite esencial de Matricaria recutita (manzanilla), tiene efecto antibacteriano sobre
cepas de Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus presentando una actividad
bactericida con una concentracion inhibitoria minima del 4% en el caso Streptococcus

pyogenes y 3% para Staphylococcus aureus (13).

Por otro lado el aceite esencial del chiri-chiri (Grindelia boliviana) también muestra
efecto bactericida inhibiendo el crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC in vitro a
partir de la concentracion de 5ul/l con 5.74 mm de halo de inhibicidn, el mayor efecto
bactericida se observo en la concentracion de 75ul/l con 14.24mm de halo de inhibicién,
en tanto la concentracién minima inhibitoria fue estimada en 1.12 pl/l (14), efectos
similares causa el aceite esencial de menta (Mentha piperita L.) frente a Escherichia
coli enteropatégena (EPEC), estimando una concentracién minima inhibitoria a una
dosis del 2.5 % (15).
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No obstante también hay plantas que tienen propiedades antiflngicas, asi como lo
refieren las revisiones bibliograficas, dentro de ellas esti el estudio realizado con
“romero” Rosmarinus officinalis y “tomillo” Thymus vulgaris, los resultados estiman
que la concentracion de 10 000 ug/ml origina mayor inhibicion del crecimiento de
Candida albicans, mientras que la CMI fue 1000 ug/ml (16), la “mufia” Minthostachys
mollis tiene las mismas propiedades inhibiendo asi a cepas de Candida albicans con un
promedio de halo de inhibicién de 29 mm a una dosis de 1ml/250ul, mostrandose asi

sensible a dicho aceite esencial (17).

La accion antimicrobiana de las plantas, depende mucho de los compuestos activos
presentes en ellas, los mas importantes son los aceites esenciales ricos en fenoles, como
es el caso del tomillo que contiene altos porcentajes de timol y carvacrol, clavo de olor
(Eugenia caryophyllus) contiene eugenol e isoeugenol, y las esencias con alcoholes y
cetonas: menta (mentol y mentona), orégano (carvacrol y timol) es que gracias a esta
actividad, las esencias son muy usadas para problemas de las vias respiratorias, como

antiseptico bucal y para infecciones urinarias (18).

En tanto en la composicion quimica del aceite esencial de Equisetum arvense (Cola de
caballo), identificaron 25 componentes, siendo los de mayor porcentaje el
Hexahydrofarnesyl acetone (18.34%), cis-geranyl acetone (13.74%), thymol (12.09%),
trans-phytol (10.06%) y Carvacrol (7.5%), este mismo aceite esencial fue aplicado para
determinar el efecto inhibitorio in vitro de cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella enteritidis, los
resultaros fueron favorables ya que todas éstas fueron sensibles a una dilucion de 1:10
(19). Segun la bibliografia el Carvacrol y Timol son componentes que tienen la
capacidad de destruir la estructura de la membrana celular microbiana, causando el
incremento de su permeabilidad y por consiguiente la salida de iones inorganicos, ATP,

acidos nucleicos y aminoécidos, etc (20).
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Algunos autores refieren también, que la planta “cola de caballo” contiene muchos
minerales (Silice, calcio, magnesio, cromo, hierro, manganeso, potasio); acidos
(salicilico, malico, esquisético), saponinas, nicotina, glucosidos, flavonoides, taninos y
fitosteroles, alcaloides, muchos de los cuales poseen comprobados efectos protectores y
curativos (21). Dentro de los esteroles tienen el beta-sitosterol (60%), campesterol
(32.9%), isofucosterol (5.9%), colesterol (trazas), asi como también trazas de alcaloides
piridinicos como la equisetina, nicotina, palustrina, 3-metoxipiridina, equispermina y
equisetopirona (22).
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2.2.  Marco tedrico

2.2.1. Plantas medicinales

Una planta medicinal es cualquier especie vegetal que posee sustancias que pueden ser
empleadas para intereses terapéuticos y cuyos principios activos pueden servir de
precursores para la sintesis de nuevos farmacos (8), estas plantas también tienen
relevantes aplicaciones en la medicina moderna y entre otras, se emplean como materia
prima para la fabricacion de medicamentos semisintéticos mas complejos, la estructura
guimica de sus principios activos puede de uso para modelo de la elaboracion de drogas
sintéticas y tales principios se pueden utilizar como marcadores taxonémicos en la

busqueda de nuevos medicamentos (23).
Plantas medicinales en el Peru

El Pert es un pais que posee una gran biodiversidad y experiencia en la utilizacion
tradicional de plantas medicinales, fuente de recursos naturales para la investigacion y
desarrollo de fitomedicamentos (24), por ello diversos pueblos indigenas del Perl
vienen utilizando desde tiempos inmemoriales las plantas medicinales, asignandoles
nombres que se conocen como nombres comunes 0 nombres populares, esto origina
que, en el saber popular, a una planta se le otorgue méas de un nombre de acuerdo a la
region, idioma o dialecto que se use (25), por otro lado, la atencién primaria de salud de
hasta un 80% de la poblacion de los paises en desarrollo se basa en la medicina
tradicional, por tradicion cultural o porque no existen otras opciones, en tanto en los
paises ricos, muchas personas recurren a diversos tipos de remedios naturales porque

consideran que natural es sindnimo de inocuo (26).
Principio activo de las plantas

Los principios activos son sustancias que se hallan en las distintas partes u 6rganos de
los vegetales, los mas importantes desde el punto de vista de la salud son los aceites
esenciales, alcaloides, glucésidos, mucilagos y taninos (18), que por su estructura
quimica, se disponen en dos grupos, uno son los productos resultantes del metabolismo
primario, de procesos quimicos que intervienen de manera directa en la supervivencia,
crecimiento y reproduccion, los cuales son los glucidos, lipidos y derivados de
aminoéacidos, otro los productos que derivan del metabolismo secundario, los cuales no

son esenciales para el metabolismo, sino que son sintetizados como defensa y
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adaptacion, los mas importantes son los heterdsidos, polifenoles, terpenoides y
alcaloides (27).

2.2.2. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son sustancias altamente concentradas de la parte de la planta de
la cual se extraen y consisten en una mezcla de sustancias aromaticas, en general los
aceites esenciales se definen como mezclas de componentes volatiles (28), los
componentes quimicos principales de los aceites esenciales son hidrocarburos alcoholes
fenoles aldehidos cetonas, etc. estos se han estudiado en su mayoria por su sabor y
fragancia para dar sabor a los alimentos, bebidas, sin embargo, los aceites esenciales y
sus componentes estan ganando mayor interés debido a su potencial uso multifuncional,
debido a esto muchos autores informan de las propiedades antimicrobianas,

antifangicas, antioxidantes y de captura de radicales de los mismos (29).
Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

El efecto antimicrobiano de cada aceite esencial es diferente y su actividad
antimicrobiana pueden ser evaluada como la concentracion minima inhibitoria (CMI)
(30) , la cual se define como la concentracién minima requerida del aceite esencial de
una determinada planta que tenga la capacidad de frenar el crecimiento del
microorganismo como son las propiedades bacteriostaticas o fungistaticas, o la
concentracion minima letal que asegure la reduccion de un 99.9 % de la poblacién del
microorganismo propiedades bactericida y fungicida (31), por tanto, se puede resumir
que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales dependeria principalmente de
tres caracteristicas; su caracter hidrofilo o hidrofoba, sus componentes quimicos y el

tipo de microorganismo al que se debe atacar (32).
2.2.3. Extractos etanolicos

El extracto etanolico es una sustancia obtenida a partir de una determinada materia
prima desecada de origen vegetal, por maceracién y en contacto con etanol, seguida de
la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico, estos procesos pueden ser
sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes (33),
la extraccion se realiza a temperatura ambiente y consiste en remojar el material vegetal,
previamente triturado, en contacto con un solvente, esta puede ser agua o etanol,

preferentemente el etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el agua puede
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propiciar la fermentacion o la formacion de mohos hasta que éste penetre y disuelva las
porciones solubles, por tanto se utiliza un recipiente con tapa, en él se coloca todo el
material vegetal con el disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14
dias con agitacion esporadica, posteriormente se filtra el liquido y se obtiene el extracto
(33).

2.2.4. Equisetum arvense L. (cola de caballo)

Descripcion botanica

Sinonimias: “Cola de caballo”, “Yerba del Platero”, “Chicote de fraile”

Figura 1. Cola de caballo (Equisetum arvense L.) en su habitat natural, distrito de

Marangani (Cusco), en el mes de Marzo 2017.

La planta “cola de caballo” es una planta herbacea sin flores, vivaz por su raiz y rizoma,
crece en suelos humedos, sus tallos son erectos; unos son fértiles, miden de 10 a 20 cm
de altura, no se ramifican y terminan en una espiga esporangifera de color beige (32),
mientras que los tallos estériles, que son los que interesan en fitoterapia, miden de 20 a
80 cm de altura, de color verde y presentan un verticilio de escamas que se
corresponden con las hojas de cada nudo, las hojas surgen en unos verticilos o nudillos

presentes en el tallo (34).
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Eco geografia

Su distribucién es mundial y de mayor riqueza en el hemisferio norte (34), en el Per( se
reconoce en la actualidad tres especies del género Equisetum: E. bogotense, E. arvense
y E. myriochaetum, estas tres especies se hallan distribuidas en casi toda América
tropical y en el Per( las dos primeras crecen en casi todas las regiones, ocupando
ambientes humedos y alterados desde el nivel del mar hasta los 4200 msnm de altitud
(35).

Equisetum arvense L. (cola de caballo)

Clasificacion taxonémica (35)

Dominio: Eukarya
Reino: Plantae
Phylum Pteridophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Equisetales
Familia: Equisetaceae
Género: Equisetum
Especie: Equisetum arvense L.

Principios activos de la cola de caballo

Las propiedades terapéuticas de la planta “cola de caballo” estdn dadas por
determinados principios activos que se pueden aislar de sus tejidos (36), algunos autores
refieren que esta planta contiene muchos minerales (Silice, calcio, magnesio, cromo,
hierro, manganeso, potasio); acidos (salicilico, malico, esquisético), nicotina,
glucosidos, saponinas, heteroxidos, fitosteroles, flavénicos y taninos , por tanto la cola
de caballo contiene muchos componentes de los cuales poseen comprobados efectos
protectores y curativos (21), son dos los tipos de principios activos de mayor relevancia
en esta planta, el primero es un amplio conjunto de sustancias minerales, dentro de las
cuales la mas importante es la silice, el segundo es una serie de glucésidos que tienen
roles coadyuvantes del silice y la mayor proporcién de silice se presenta como anhidrido
(36).
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Sus principales componentes bioquimicos son (22):

e Sales minerales, en especial de silice, es una de las mejores fuentes de este
mineral que nos brinda la naturaleza, potasio, calcio, magnesio y aluminio.

e Vitamina C, carotenoides.

e Flavonoides, glucésidos de kenferol.

e Taninos galicos.

e Saponosidos, a destacar la equisetonina.

e Acidos cafeico y ferdlico.

e Polialcoholes carbonados como el manitol, con efectos diuréticos el Inositol.

e Trazas de alcaloides activos como la espermidina, usada en jardineria, la
nicotina, etc.

e Esteroles.

Estos componentes le confieren a la cola de caballo cualidades remineralizantes,
vitaminicas, diuréticas, depurativas, desintoxicantes, antimicrobianas, antiinflamatorias,

vasoconstrictoras a nivel local, cicatrizantes y como eficaz restaurador epidérmico (37).
2.2.5. Escherichia coli

Dentro de las cepas de Escherichia coli que infectan a los seres humanos, se han
descrito dos grupos principales; las que causan infecciones intestinales y las que
producen infecciones extraintestinales, este ultimo grupo incluye a los agentes causales
de las infecciones del tracto urinario, es asi que los serogrupos de E. coli cominmente
asociados con ITU son: O1, 02, 04, 06, 07, 08, 016, 018, 022, 025 y 075, los
cuales son responsables de mas del 75% de estas infecciones (38). En 2013 las
infecciones de vias urinarias se mantuvieron como una de las primeras causas de
morbilidad y E. coli es el principal agente causal con méas del 90% de este tipo de
infecciones, seguida por otros géneros bacterianos, como son Klebsiella, Proteus y

Staphylococcus (3),
Factores de virulencia

Ademas de los factores de riesgo clasico y de virulencia bacteriana, se incide sobre el
papel que juega la adhesividad de las enterobacterias y de los receptores Toll-like
(TLRs) en reconocer a dichos uropatdgenos y en desencadenar la cascada de respuesta

inmunitaria innata (39), demostrando en estudios experimentales de la capacidad que
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tiene Escherichia coli de invadir las células epiteliales y formar comunidades
bacterianas intracelulares en el interior de biofilms, puede constituir un reservorio para
Escherichia coli productora de las ITU recurrentes, en tanto la resistencia de
Escherichia coli a una de las clases de medicamentos mas utilizadas en el tratamiento
de las infecciones urinarias estd muy generalizada y en muchas partes del mundo hay
paises en los que este tratamiento es ineficaz en més de la mitad de los pacientes (40).

2.2.6. Candida albicans

Existen mas de 100 especies de candida que son patogénicas para los seres humanos y
la mayoria de ellas vive como comensal en el tracto gastrointestinal, aparato reproductor
y en la piel, esperando el momento oportuno para que aumente su poblacion y entonces
genere molestias, es decir que son patégenos oportunistas que se hallan evidentes
cuando el equilibrio se rompe o se altera por algun factor (41), las especies del género
Candida, son la causa mas comun en infecciones de las vias urinarias, son comensales
normales del ser humano y la colonizacion por Candida difiere de la infeccion en que
esta Ultima produce una reaccion tisular, en tanto la infeccion urinaria inferior por
Candida suele producirse en pacientes con sonda urinaria, especialmente después de

una terapia con antibioticos (42).

Aunque las infecciones por Candida y por bacterias con frecuencia se producen
simultaneamente, en tanto, la prostatitis por C. albicans aparece con frecuencia en
pacientes con diabetes, por lo general después de una instrumentacion, mientras la
candidiasis renal suele diseminarse por via hematdgena, y en general se origina en el
tracto gastrointestinal (42), por otro lado, de los casos de flujo vaginal, la VB suele
representar el 50% de los casos y la CVV el 30 a 35% de los casos. Se considera, en la
mayoria de las series revisadas, la segunda causa mas frecuente del sindrome de flujo

vaginal (41).
2.2.7. Gentamicina

Farmacologia: la gentamicina es un antibiético aminoglucésido de amplio espectro y
accion bactericida. Mecanismo de accion: Los aminoglucésidos son transportados de
forma activa a través de la membrana bacteriana, se unen irreversiblemente a una o mas
proteinas receptoras especificas de la subunidad 30S de los ribosomas bacterianos e
interfieren con el complejo de iniciacién entre el ARNm (ARN mensajero) y la

subunidad 30S. EI ADN puede leerse de forma errénea, lo que da lugar a la produccion
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de proteinas no funcionales; los polirribosomas se separan y no son capaces de sintetizar
proteinas. Esto da lugar a un transporte acelerado de aminoglucésidos, con lo que
aumenta la ruptura de las membranas citoplasmaticas de las bacterias y la consiguiente
muerte celular (42), por otro lado su composicion quimica dice componer de
policationicos que contienen dos 0 mas aminoazucares unidos por enlaces glucosidicos

a un anillo de hexosa, policationes muy polares, como se muestra en la figura 2 (43).

Ry
HC—NHR, NH,
0 NH,
Ko )
NH,
0
HO 0
NHCH
HyC
OH

Figura 2. Estructura quimica de la Gentamicina
Fuente: (43)

2.2.8. Fluconazol

Fluconazol es una antifingico comunmente usado en tratamientos patoldgicos y al igual
que otros triazoles, tiene 2 anillos que contienen 3 &tomos de nitrégeno como se muestra
en la (Figura 3), un anillo bencénico presenta 2 fldor, su peso molecular es
relativamente bajo, 306.3 Da, es decir es una molécula polar y simétrica lo que favorece
su hidrosolubilidad, su aspecto es de polvo blanco y cristalino y no ionizable a pH
fisioldgico, su buena solubilidad en agua le hace apto para administracion endovenosa,
penetrando muy bien en fluidos corporales (44), su mecanismo de accion esta dado
porque generalmente los azoles se unen a la enzima C14-alfa-demetilasa, e inhiben la
transformacion de lanosterol en ergosterol, esta inhibicion altera la fluidez de la
membrana, aumentado la permeabilidad y produciendo una inhibicion del crecimiento
celular y de la replicacion (43), la enzima Cl4-alfa-demetilasa, esta acoplada al

citocromo P- 450, esta inhibicion del citocromo P- 450 es responsable de los efectos
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adversos que los imidazoles pueden causar en humanos y la afinidad por el P- 450 de
los mamiferos es menor en el caso de los Triazoles (44).

N

Figura 3. Estructura quimica del Fluconazol
Fuente :(44)
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2.3.  Marco conceptual

Aceite esencial. Son formas o sustancias altamente concentradas de la parte de la planta
de la cual se extraen y consisten en una mezcla de sustancias aromaticas que solo la
naturaleza puede producir, en general, los aceites esenciales se definen como mezclas de

componentes volatiles, productos del metabolismo secundario de las plantas (28).

Cepa. Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio genético
(45).

Destilacion. Separacion de una mezcla de varios componentes aprovechando sus

distintas volatilidades, o bien separar los materiales volatiles de los no volatiles (33).

Destilacion por arrastre de vapor con agua. Destilacion por medio de una corriente

de vapor que arrastra selectivamente algunos compuestos de la mezcla (33).

Extracto etanolico. Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima
desecada de origen vegetal, por maceracion o percolacion en contacto con etanol,

seguida de la eliminacion de dicho solvente por un procedimiento fisico (33).

Levadura. Son hongos unicelulares, redondos o elipsoides que se reproducen por

gemacion o fision binaria (46).

Halo de inhibicidn. Es la zona alrededor de un disco de antibiético en un antibiograma
en el que no se produce crecimiento bacteriano en una placa de agar inoculada con el

gérmen, es una medida de la potencia del antibidtico frente al gérmen (47).

Método Kirby — Bauer. Método utilizado para determinar la sensibilidad de agentes

patdgenos ante nuevas sustancias en investigacion (48).

Planta medicinal. Especie vegetal que contiene en toda o en alguna de sus partes

constitutivas, principios activos Utiles para combatir enfermedades (23).

Antibidtico: agente biolégico o quimico que inhibe el crecimiento de los
microorganismos. (48)

Colonia: crecimiento visible bacteriano, generalmente en medios sélidos, originada por

la multiplicacion de una sola bacteria preexistente. (48)

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

Concentracién minima inhibitoria (CMI): corresponde a la concentracién mas débil
de un antibidtico capaz de inhibir el crecimiento visible de una cepa bacteriana al cabo
de 18 — 24 horas de incubacién. (48)

Escala de Mc. Farland: estandar de turbidez de sulfato de bario. La escala usada para
el inoculo de las pruebas de susceptibilidad por el método de disco difusién es 0.5 (48).

PatOgeno: especie bacteriana capaz de ocasionar dichas enfermedades al presentarse
circunstancias favorables para el organismo (49).

Principio activo: los principios activos son la sustancia a la cual se debe el efecto
farmacoldgico de un medicamento, y su uso se remonta a la prehistoria, en un principio

eran hierbas y sustancias naturales. (50)

Resistente: organismo que no se inhiben por las concentraciones clinicamente posibles

de un agente antimicrobiano. (48)

Sensible: categoria clinica definida para las pruebas de susceptibilidad in vitro. Implica
que una infeccion debida a la cepa bacteriana estudiada puede ser tratada
apropiadamente con la dosis de antibiotico recomendada para el tipo de infeccion y la
especie infectante, a menos que existan contraindicaciones (48)

Infecciones del tracto urinario (ITU): Es la existencia de gérmenes e infecciones
patdgenos en el tracto urinario. El tracto urinario incluye los rifiones, la vejiga y la
uretra. (39)

In vitro: es un conjunto de fenémenos observados en el laboratorio a partir de productos
bioldgicos vivos. Método para mantener en vida diversos organismos vivos como son:
células, espermatozoides, 6vulos, virus, bacterias etc. generalmente en un ambiente

controlado fuera del organismo vivo (51).
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I11. MATERIALES Y METODOS
3.1. Area de estudio

La recoleccion de las muestras de la plantas de “cola de caballo” se realizé en el distrito
Marangani, provincia de Canchis — Cusco, a una altura de 3698 msnm
aproximadamente. La obtencion del aceite esencial de Equisetum arvense L. “cola de
caballo”, se realizo en el Laboratorio de Operaciones y Procesos Unitarios de la Escuela
Profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno. La
obtencion de extracto etanolico se realiz6 en la Facultad de Ciencias Biologias,
Laboratorio de Microbiologia. Las pruebas de susceptibilidad del aceite esencial y
extracto etandlico de Equisetum arvense L. (cola de caballo) frente a las cepas de
Escherichia coli y Candida albicans, se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la

Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.
3.2. Tipo de estudio

Es de tipo experimental, con pruebas y controles, distribuidos en tres grupos: Un grupo
controles positivos: antibiotico Fluconazol para Candida albicans y Gentamicina para
Escherichia coli, un control negativo (agua destilada estéril); y el tercer grupo
representada por el aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense L. (Cola

de caballo).
3.3.Poblacién y muestra
Constituida por:

e Cepa de Candida albicans: se obtuvo del CERITS (Centro de Referencia de
Infecciones de Transmision Sexual), del Hospital Regional “Manuel Nuifiez
Butron — Puno”, procedente de un muestra clinica de orina.

e Cepa de Escherichia coli ATCC: cepas de referencia de Escherichia coli
ATCC 25922, se obtuvo del Departamento de Patologia Clinica del Hospital
Regional “Manuel Nufiez Butron — Puno”.

e Aceite esencial de Equisetum arvense L. (Cola de caballo).

e Extracto etandlico de Equisetum arvense L. (Cola de caballo).
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Criterios de inclusion:

e Planta “cola de caballo” en buen estado de desarrollo, sin signos de

enfermedades y dafio fisico.
Criterios de exclusion:

e Material vegetal que se encuentre en mal estado de crecimiento o desarrollo y

que presente signos visibles de dafio.

3.4. Disefio de investigacion

La distribucion de las unidades experimentales para el estudio del efecto del aceite
esencial y extracto etandlico de la “cola de caballo” frente a Escherichia coli ATCC y
Candida albicans, correspondié a un disefio completamente al azar (D.C.A)), la

disposicion de unidades experimentales fue de la siguiente manera:

Tabla 1. Disefio experimental para determinar la CMI del aceite esencial y
extracto etandlico frente a Escherichia coli y Candida albicans.

Control Aceite esencial y/o extracto etandlico de cola de caballo
Repet. negativo* 0.1% 02% 0.5% 1% 2.5% 5%  Total

1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 3 3 3 3 3 3 3 21

*Control negativo: medio de cultivo Mueller Hinton sin concentracién de aceite
esencial ni extracto etanolico.

Para determinar el primer objetivo, se trabajo con 21 unidades experimentales,
conformado por 3 repeticiones para cada dosis utilizada, ademas se utiliz6 un control
negativo (medio de cultivo Mueller Hinton sin aceite esencial o extracto etandlico),
cada unidad experimental estuvo constituida por determinados porcentajes de aceite
esencial y/o extracto etandlico (0.1 %, 0.2 %, 0.5%, 1%, 2.5%, 5%), preparados de la

siguiente manera:
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1° concentr.: 0.02 ml de aceite esencial y/o extracto etanélico + 19.98 ml de Agar MH
2° concentr.: 0.04 ml de aceite esencial y/o extracto etanolico + 19.96 ml de Agar MH
3° concentr.: 0.1 ml de aceite esencial y/o extracto etandlico + 19.90 ml de Agar MH
4° concentr.: 0.2 ml de aceite esencial y/o extracto etanolico + 19.80 ml de Agar MH
5° concentr.: 0.5 ml de aceite esencial y/o extracto etandlico + 19.50 ml de Agar MH
6° concentr.: 1.0 ml de aceite esencial y/o extracto etanodlico + 19.00 ml de Agar MH

Para determinar la susceptibilidad, se trabajo con 21 unidades experimentales,
conformado por 3 repeticiones por cada dosis utilizada, ademas se utilizé un control
positivo el antibidtico comercial gentamicina y fluconazol para E. coli y C. albicans
respectivamente, que sirvieron para comparar el efecto inhibitorio, ya que se conoce que

dichos microorganismos son sensibles a estos antibioticos.

Tabla 2. Disefio experimental para la susceptibilidad antimicrobiana de
Escherichia coli y Candida albicans.

Antibidtico  Aceite esencial y/o extracto etandlico de Cola de caballo

Repet  Gentamicina/
Lul  Sul 10pl 25l 35ul 50ul Total

Fluconazol
1 1 1 1 1 1 1 1 7
2 1 1 1 1 1 1 1 7
3 1 1 1 1 1 1 1 7
Total 3 3 3 3 3 3 3 21

3.5. Metodologia
Método de campo
Recoleccion del material vegetal

Primeramente hay que tener en cuenta que dependiendo de la planta que interesa
recolectar debemos distinguir donde se encuentre los principios activos mas intensos y
en qué momento de recoleccion del dia, no obstante tener en cuenta que la hora indicada

para la recoleccidn de las especies vegetales es realizarla por la mafana. (52)
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Procedimiento:

Se colecto 24 kg de planta entera (Figura 7), se cortaron los tallos estériles con tijeras
de podar, se seleccionaron y separaron las impurezas (ramas secas, tallos secos o
dafnados, tierra, otras plantas, etc.), inmediatamente se almacenaron en bolsas de papel
kraft previamente etiquetados, con la finalidad de evitar su deterioré o maltrato de la
planta durante su traslado. Posteriormente fueron trasladadas al Laboratorio de
Operaciones y Procesos Unitarios de la Facultad de Ingenieria Quimica, Escuela

Profesional de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.
Secado del material vegetal

Fundamento.- es la eliminacion del agua de los tejidos y células de la planta, para
evitar la alteracion de los componentes de la planta por la humedad persistente. Las

hojas deben ser secadas con el tallo sin desprenderlas (54).

Procedimiento.- se hizo en un ambiente protegido de la luz solar, ventilada y sin
superponer los tallos para su desecacion éptima por el lapso de 15 dias que se obtuvo un

secado adecuado de la materia vegetal (Figura 8).

Método de laboratorio

Obtencion del aceite esencial de E. arvense (cola de caballo)
Meétodo de destilacién por arrastre a vapor de agua

Fundamento.- Consiste en calentar la planta medicinal hasta que sus componentes méas
volatiles pasen a la fase de vapor y a continuacion se enfria el vapor para recuperar
dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacion (el aceite esencial)
(33)

Procedimiento

e Se separaron manualmente las hojas de los tallos de la planta, y se carga en un
hidrodestilador, de manera que forme un lecho fijo compacto, colocandose un
total de 2 Kg.

e El vapor de agua se inyectd mediante un distribuidor interno, préximo a su base
y con la presion suficiente para vencer la resistencia hidraulica del lecho.
Conforme el vapor se pone en contacto con el lecho, la materia prima se

calienta y liberando el aceite esencial contenido y éste, a su vez, debido a su alta
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volatilidad se evapora. Al ser soluble en el vapor circundante, el aceite esencial
es “arrastrado”, corriente arriba hacia el tope del hidrodestilador.

e La mezcla, vapor saturado y aceite esencial, fue condensado y enfriado, hasta
temperatura ambiente en un condensador “cuello de cisne” o prolongacion
curvada del conducto, a la salida del hidrodestilador.

e A la salida del condensador, se obtuvo una emulsion liquida heterogénea. La
cual, se separ6 en un decantador dinamico o bureta. Este equipo esta lleno de
agua fria al inicio de la operacion y el aceite esencial se fue acumulando, debido
a su casi inmiscibilidad en el agua y a la diferencia de densidad y viscosidad con
el agua. Posee un ramal lateral, por el cual, el agua es desplazada para favorecer
la acumulacion del aceite, el vapor condensado acompafiante del aceite esencial
y que también se obtiene en la bureta, es llamado “agua floral”, posee una
pequefia concentracion de los compuestos quimicos solubles del aceite esencial,
lo cual le otorga un ligero aroma, semejante al aceite obtenido.

e EIl proceso termind cuando el volumen del aceite esencial acumulado en la
bureta no vario con el tiempo. A continuacién, el aceite fue retirado de la bureta
y almacenado en frascos acaramelados estériles con tapa, luego los frascos se

rotularon y se mantuvieron en refrigeracion para su conservacion.

Obtencidn de extractos etandlicos de E. arvense (cola de caballo)
Método de extraccién por maceracion

Fundamento: Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima
desecada de origen vegetal, por maceracién en contacto con etanol, seguida de la
eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico, estos procesos pueden ser
sometidos a determinadas operaciones para eliminar algunos de sus componentes y asi

mejorar notablemente la calidad del producto deseado (33).
Procedimiento:

Se procedio a triturar 25 g de la planta deshidratada, luego fueron agregados en 50 mi
de alcohol al 70%; y macerados en envases de vidrio en ambiente oscuro y seco durante
5 dias, a temperatura ambiente (15 a 18 °C), posteriormente se procedid a filtrar el

estado liquido del organico para preparar diluciones de las concentraciones.
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Figura 4. Diagrama de flujos de proceso de obtencion de extractos etandlicos
Fuente: (33)

Obtencidn de cepas

Se utiliz6 cepas de Escherichia coli ATCC 25922, provenientes del Instituto Nacional
de Salud de la ciudad de Lima, obtenidas del Departamento de Patologia Clinica del
Hospital Regional “Manuel Nunez Butrén” y cepas de Candida albicans provenientes
de Centro de Referencia de Infeccion de Transmision Sexual (CERITS) del mismo
hospital. El transporte y bioseguridad se tomaron muy en cuenta ya que estas son
sustancias infecciosas, por tanto se aplicé el sistema de embalaje triple. Este sistema de
embalaje consto de tres componentes: el recipiente primario, el embalaje secundario y el
embalaje externo. El recipiente primario que contiene la muestra debe ser estanco, a
prueba de fugas y estar debidamente etiquetado en relacion con el contenido, estas
fueron envueltas en material absorbente suficiente para absorber todo el liquido en caso
de rotura o fuga, posterior a ello de transporto en una caja de tecnopor bien hermetizada,

hasta llegar al laboratorio.
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Preparacion del medio de cultivo agar Mueller Hinton (48)

Fundamento.- El agar Mueller-Hinton se considera el mejor medio para las pruebas de
sensibilidad de rutina dado que muestran buena reproducibilidad lote a lote en las
pruebas de sensibilidad, contiene bajo nivel de inhibidores de sulfonamidas,
trimetoprima y tetraciclina, es adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias
patogenas y existen suficientes datos recopilados que avalan la experiencia de las

pruebas de sensibilidad realizadas en este medio.

Procedimiento.- Segln su especificacion para su respectiva hidratacion, se preparé la
cantidad de 6.08 g de agar con 160 ml de agua destilada para 8 placas. Luego se llevo el
medio a esterilizacion en autoclave a 120 °C por 30 minutos. Antes que el medio de
cultivo se enfrie, se realiz6 el plaqueo, vertiendo aproximadamente 20 ml de medio
Mueller Hinton en cada placa estéril vacia, luego se esperd su solidificacion. No

obstante se verifico el pH del agua destilada (7.2-7.4), empleando tiras reactivas.
PREPARACION DEL ESTANDAR MC FARLAND (48)

Fundamento.- El inoculo bacteriano debe contener una cantidad normatizada de
unidades formadoras de colonias (UFC), para minimizar la variacion de la poblacion
bacteriana, esta cantidad es de 1x10° UFC/ml la que se determin6 mediante el estandar
de Mc Farland.

Procedimiento.- Para estandarizar la densidad Optica del inoculo se utilizd una
suspension de sulfato de bario como estandar de turbidez (0.5 de la escala de Mc
Farland). Para prepararlo se procedio de la siguiente manera: Se agrega 0,5 ml de BaClI2
a 99,5 ml de H2SO4. Luego se verifica la densidad correcta del estdndar usando un
espectrofotdmetro; la absorbancia a 625 nm debe ser 0,03 - 0,10 para el estandar 0,5 de
Mc Farland. Se distribuyen 2 - 4 ml de la solucion en tubos similares a los que se usan
para preparar los inoculos y se mantienen guardados a temperatura ambiente al abrigo
de la luz. Antes de su uso y para lograr una turbidez homogeénea, se agita vigorosamente

cada estandar.
Preparacion del indculo

Las cepas ATCC (American Tipy Culture Colletion) Escherichia coli y Candida
albicans fueron inoculadas en medio de cultivo TSA (Tripticasa Soya Agar) y SDA

(Sabouraud Dextrosa Agar) respectivamente con 24 a 48 horas de ser cultivados, a
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partir del cual se seleccionaron y recogieron con asa de Kolle, 4 a 5 colonias, bien
aisladas y con similar morfologia, teniendo el cuidado de no recoger medio de cultivo.
Con estas colonias se prepar0 una suspension en 4 6 5 ml en solucion salina. Luego la
suspension bacteriana fue incubada a 35°C hasta alcanzar o exceder la turbidez del
estandar (2 horas). Finalmente se realizé el ajuste a la turbidez del inoculo por
comparacion visual, agregando solucion salina, hasta una turbidez equivalente al tubo
0.5 del estandar de Mc Farland, para ello, se observaron los tubos contra un fondo

blanco con una linea negra como contraste.

Preparacion de discos con aceite esencial y extracto etandlico de E. arvense L.

“cola de caballo”

Utilizando el aceite esencial y el extracto etanodlico de “cola de caballo”, se ensayaron

las siguientes concentraciones, todas ellas por triplicado.

* Tratamiento 1 (T1): 1pl de aceite esencial/extracto etandlico

* Tratamiento 2 (T2): 5 pl de aceite esencial/extracto etanolico

* Tratamiento 3 (T3): 10 pl de aceite esencial/extracto etandlico

* Tratamiento 4 (T4): 25 ul de aceite esencial/extracto etandlico

« Tratamiento 5 (T5): 35 pl de aceite esencial/extracto etanolico

* Tratamiento 6 (T6): 50 ul de aceite esencial/extracto etandlico

* Tratamiento control positivo (TC): Gentamicina (10 pg)/Fluconazol (25 ug)

Con la ayuda de micropipetas se empaparon las perforaciones de papel filtro Whatman
No. 4 exento de cenizas a manera de discos de antibiograma, cada uno con las
cantidades correspondientes y con tres repeticiones, para posteriormente ser utilizadas

como inhibidores de E. coli y C. albicans.
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3.5.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(CMI) DEL ACEITE ESENCIAL Y EXTRACTO ETANOLICO DE Equisetum
arvense COLA DE CABALLO FRENTE A Escherichia coli ATCC 25922 Y

Candida albicans.

Para obtener los resultados de este objetivo, se realizaron los procedimientos

recomendados por Zuni (15)
Meétodo: dilucion en placa

Fundamento.- la técnica de dilucion en agar segun Kirby-Bauer, se utilizé para medir
cuantitativamente la actividad in vitro de un antimicrobiano frente a un cultivo
bacteriano, estos métodos se basan en la preparacion de una serie de placas con caldos o
agar, respectivamente, a los cuales se les agrega el antibiético en distintas
concentraciones. Luego se inoculan cada uno de las placas con una suspension
estandarizada del microorganismo en estudio. Las pruebas se examinan después de
incubar 18 a 24 horas a 37 °C y se determina la concentracién minima inhibitoria (CMI)

del antimicrobiano frente al microorganismo ensayado (48).

Procedimiento. Para determinar la concentracion minima inhibitoria se inoculo con la
suspension de 1x108 UFC de la cepa de Escherichia coli ATCC y Candida albicans en
estudio de acuerdo al estdndar de Mc Farland, en las placas contenidas con agar Miller
- Hinton mas aceite esencial o extracto etandlico de Cola de caballo, preparados en
diferentes concentraciones o dosis de aceite esencial y extracto etanolico sin diluir 0.1,
0.2, 0.5, 1, 2.5 y 5 % respectivamente, simultaneamente se colocé una placa control sin
ninguna concentracion de aceite sin tratamiento (control de crecimiento), posterior a
ello se procedi6 a la incubacién por 24 horas, después de la incubacién las placas se
examinaron en busca del desarrollo para demostrar a que concentracion minima

inhibitoria (CMI) la bacteria mostraba sensibilidad.
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3.5.2. DETERMINACION LA SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE
Escherichia coli ATCC 25922 Y Candida albicans FRENTE AL ACEITE
ESENCIAL Y EXTRACTO ETANOLICO COMPARADO CON LOS
FARMACOS GENTAMICINA Y FLUCONAZOL.

Meétodo: difusion con discos (48).

Fundamento.- el antibiograma disco-placa consiste en depositar, en la superficie de
agar de una placa de Petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de
papel secante impregnados con los diferentes antibidticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibiotico se pone en contacto con la superficie humeda del agar, el
filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar. El antibiotico difunde radialmente a
través del espesor del agar a partir del disco formandose un gradiente de concentracion.
Transcurridas 18-24 horas de incubacién los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion.

Procedimiento:

Se sumergid un hisopo estéril en la suspension bacteriana de 1x108 UFC/mI (turbidez
estdndar de 0.5 de Mc Farlan), se inocul6 la superficie en cada placa de Agar Muller
Hinton, se dispers6 en la superficie del medio con el hisopo en diferentes direcciones
para asegurar una distribucién uniforme del inoculo, luego con la ayuda de una pinza
estéril se colocaron los discos de papel filtro sobre la superficie del Agar con cada una
de las concentraciones del aceite esencial o extracto etandlico de Cola de caballo. Como
control positivo se utilizaron discos de gentamicina, fluconazol y como control negativo
se utilizd agua destilada estéril. Posteriormente se incubd las placas en posicion

invertida a 37 °C durante 24 horas, para su posterior lectura e interpretacion.
Lectura de las placas e interpretacion de resultados (48)

Después del tiempo de la incubacion se examinaron cada placa y se procedié a medir
con una regla milimetrada, los didmetros de los halos de inhibicion alrededor de cada

disco.
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Tabla 3. Tabla estandarizada de medida de halos de inhibiciéon (mm).

CONCENTRACION DIAMETRO EN (MM)
ANTIBACTERIANO DEL DISCO R I S
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Cefotaxima 30 g <14 15-22 >23
Amikacina 30 ug <14 15-16 >17
Ceftriaxona 30 ug <13 14-20 >21
Gentamicina 10 g <12 13-14 >15
. CARGA DE DIAMETRO (MM)
ANTIFUNGICO DISCO R | S
Fluconazol 25 ug <14 15-18 >19
Voriconazol 1pg <13 14 - 16 >17
Caspofungina 5 g <10 - 11

Fuente: (48)
En la tabla 3 se muestra medidas establecidas de halos de inhibicién (en mm), con la

dosis o carga de los antibioticos utilizados: R; resistente, I; intermedio, S; sensible.

METODO ESTADISTICO

Para la comparacion del efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial o extracto
etanolico de cola de caballo Equisetum arvense, el antibidtico gentamicina y fluconazol
frente a Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans, al obtener los resultados, se
evalud las diferencias estadisticas entre las concentraciones de aceite esencial o extracto
etanolico de la Cola de caballo y el control de los bioensayos (control positivo), para lo
cual se utilizo el andlisis de varianza (ANOVA) de un disefio completamente al azar
(DCA). Para determinar la existencia de diferencias entre las concentraciones respecto a
la inhibicion producida en Escherichia coli y Candida albicans, por el efecto del aceite
esencial o extracto, asimismo se realizo la prueba de rango multiple de Tukey para
realizar la prueba de comparacion de medias entre los tratamientos, el andlisis de
varianza se realizo utilizando el siguiente modelo lineal aditivo:

Yii=u+1+e¢;
Donde:
Y;j= Variable de respuesta (halo de inhibicion en mm).

u= Promedio general.

7,=Efecto de la i-ésima concentracién de aceite o extracto de Cola de caballo.
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&;j= Efecto del error experimental.

Las pruebas estadisticas se evaluaron:

Si el resultado es p < a 0,05 las pruebas son significativas

Si el resultado es p > a 0,05 las pruebas no son significativas
Prueba de rango multiple de Tukey.

Tukey propuso un procedimiento para evaluar la hipotesis nula con o siendo
exactamente el nivel global de significancia, cuando las muestra tienen tamarios iguales,

y en el maximo o, cuando las muestras tienen tamafios diferentes.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO |l Nacional del
: Altiplano

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) in vitro del aceite
esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense “cola de caballo®, frente a
Escherichia coli ATCC 25922 Y Candida albicans.

a) Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial de Equisetum arvense
frente a Escherichia coli ATCC 25922.

En los resultados del crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 frente a las
diferentes concentraciones de aceite esencial de Equisetum arvense L. (cola de caballo),
se establecio que la concentracion minima inhibitoria en todos los bioensayos fue del
1.0 % evidenciado por la ausencia de crecimiento bacteriano. En los resultados de 3
repeticiones se observa que en el rango de concentracion del aceite de 0.1% hasta 0.5 %
presentd crecimiento de UFC (unidades formadoras de colonias) de la bacteria
Escherichia coli ATCC 25922, es decir estas concentraciones no fueron las suficientes
para inhibir el crecimiento de dicha bacteria, mientras que las dosis de 1.0 % hasta 5%
se evidencia la inhibicidn del crecimiento de la bacteria. (Tabla 4).

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria (CMI) “in vitro” del aceite esencial de

“cola de caballo” frente a Escherichia coli ATCC 25922. Obtenidos en la Facultad
de Ciencias Bioldgicas UNA — Puno, durante abril a junio del 2017.

Crecimiento de Escherichia coli Concentracion
ATCC 25922 (UFC) minima
inhibitoria (CMI)

Concentracion de
aceite esencial (%)

R1 R2
Control (-) Agar 379 401 391
0.1 380 400 389
0.2 201 198 189
0.5 180 175 168
1 0 0 0 1% (CMI)
2.5 0 0 0
5 0 0 0

Para analizar estadisticamente las diferencias observadas se procedié con el analisis de
varianza (ANOVA) respectivo. Las 6 concentraciones utilizadas para la determinacion
de la concentracion minima inhibitoria, resultaron con diferencia estadistica

significativa (Fc=1915,50; gl=5; p<0.0001), demostrando que al menos una de las
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concentraciones con aceite esencial fue diferente. Evidenciando asi, que la CMI para el

aceite esencial es de 1.0 %.

El aceite esencial de “cola de caballo” a concentraciones de 1% 0 mayores, es una
sustancia inhibitoria frente a Escherichia coli ATCC 25922, el cual se demostro en la
presente investigacion, en tanto que en la concentracion de 0.1% es insuficiente, debido
a que practicamente no ejercid ningun efecto inhibitorio sobre la cepa ensayada.
Resultado similar reporta un estudio realizado con aceite esencial de menta (Mentha
piperita L.) frente a Escherichia coli enteropatogena (EPEC), obteniendo como CMI al
2.5% de aceite esencial (15), mientras que el aceite esencial de Equisetum arvense se
mostré mas activa mostrando 1.0% de CMI a comparacion de la “menta”. Por otro lado
la CMI del aceite esencial de hojas de Aloysia triphylla P. “cedron”, frente a
Escherichia coli ATCC 25922 fue de 3.7% (54), dicha CMI fue superior a lo obtenido

en este trabajo de investigacion.

Otro estudio realizado con aceite esencial de ajenjo (Artemisia absinthium) obtuvo una
CMI sobre Escherichia coli enteropatogena (EPEC) de 1% (12), este resultado
concuerda con la CMI del aceite esencial de Equisetum arvense obtenida en este
estudio. Mientras, (13) la CMI del aceite esencial de manzanilla es de 4% sobre cepas
de Staphylococcus aureus resultdé superior a lo obtenido en nuestro estudio. La
concentracion minima inhibitoria del aceite esencial del “chiri-chiri" (Grindelia
boliviana) frente a Staphylococcus aureus ATCC, fue estimada en 12 pl/ml (14). el cual

equivale al 1.2%, esta CMI es similar a lo obtenido en este estudio.

Por otra parte un estudio propuso una clasificacion para plantas medicinales, en base en
los resultados de la CMI, considerando como fuerte inhibicion la CMI hasta 50 pl/ml,
inhibicion moderada la CMI entre 60 y 150 puL/ml y como inhibicién débil la CMI por
encima de 160 uL/ml (55). Es asi que el aceite esencial de Equisetum arvense una CMI
de 1%, lo que equivale a 10 ul/ml, de acuerdo a la clasificacion citada, el aceite

esencial de Equisetum arvense, presentd una inhibicién fuerte.

Un estudio manifiesta que la diferencia se puede atribuir a variacion en la composicion
quimica del aceite, la cual estd influenciada por las condiciones del medio ambiente
donde se cultiva la planta, por otra parte, difieren en algunos casos las metodologias
utilizadas para determinar la actividad antibacteriana, también mencionan el modo de

accion de los aceites esenciales en cuestion a su caracter hidréfilo o hidréfobo se debe a
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que tienen la capacidad de alterar y penetrar en la estructura lipidica de la pared celular
perturbando estructuras celulares lo que lleva a la desnaturalizacion de las proteinas y a
la destruccion de la membrana celular, haciéndolas méas permeables, lo que conduce a
rupturas o fugas citoplasmicas, lisis celular y eventualmente la muerte del
microorganismo (33). En este sentido se puede resumir que la actividad antimicrobiana
de los aceites esenciales depende principalmente de tres caracteristicas; su caracter
hidrofilo o hidrofobo, sus componentes quimicos y el tipo de microorganismo al que se
deben atacar.

b) Concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de Equisetum arvense
frente a Escherichia coli ATCC 25922.

En tanto los resultados del crecimiento de Escherichia coli ATCC 25922 frente a las
diferentes concentraciones de extracto etandlico de “cola de caballo”, se establecid que
la concentracion minima inhibitoria en todos los bioensayos fue de 2.5 % evidenciado
por la ausencia de crecimiento bacteriano. Los resultados de 3 repeticiones se observa
que en el rango de concentracion del aceite de 0.1% hasta 1.0 % presentd crecimiento
de la bacteria patdgena, mientras que en el rango de 2.5 % hasta 5% se evidencia la

inhibicion del crecimiento de la misma (Tabla 5)

Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (CMI) por accion antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Cola de caballo frente a Escherichia coli ATCC
25922. Obtenidos en la Facultad de Ciencias Bioldgicas UNA — Puno, durante abril
a junio del 2017.

Concentracion Crecimiento de Escherichia Conrﬁ?rr:itrrna;lon
de extracto coli ATCC 25922 (UFC)

o inhibitoria
etanolico (%) il 55 = (CMI)
Control (-)Agar* 400 385 405
0.1 380 385 392
0.2 300 325 315
0.5 205 215 221
1 180 185 192
2.5 0 0 0 2.5% (CMI)
5 0 0 0

*Control (-): medio de cultivo (Mueller Hinton) sin extracto etanolico.
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De igual manera que para el aceite esencial, se procedié con el andlisis estadistico,

andlisis de varianza (ANOVA) respectivo:

Las 6 concentraciones aplicadas en la investigacion resultaron con diferencia estadistica
significativa (Fc=2407.31; gl=5; p<0.0001), demostrando que al menos una de las
concentraciones con extracto etandlico fue diferente. Teniendo en cuenta la
significancia de la prueba de andlisis de varianza, mostro que la CMI para el extracto

etanodlico fue de 2.5 %.

El extracto etanolico de “cola de caballo” a concentraciones mayores al 2.5% son
sustancias inhibitorias frente a Escherichia coli ATCC 25922, el cual se ha demostrado
en la presente investigacion, en tanto que en la concentracion de 0.1% es insuficiente,

debido a que practicamente no ejercio ningun efecto inhibitorio sobre la cepa ensayada.

Mientras una concentracion 0.21% es suficiente para inhibir el crecimiento de S.
aureus, siendo esta la CMI al utilizar extracto etandlico y metanolico de Equisetum
arvense “cola de caballo” (9), estos resultados fueron inferiores a los obtenidos por
nuestro estudio, ademas mostraria que la planta “cola de caballo” seria mas activa en
bacterias Gram positivas. Por otra parte el extracto etandlico de Cestrum buxifolium K.
mostr6 una CMI de 30 pL/mL (3%), frente a la cepa de Escherichia coli. (56), haciendo
una conversion, la concentracion de 2.5% de extracto etandlico de Equisetum arvense
equivale a 25 pL/mL, por tanto se asemeja a lo determinado por el extracto etandlico de

Cestrum buxifolium K.

Segun a la clasificacion citada anteriormente, el extracto etanélico de Equisetum
arvense a una CMI de 2.5 %, lo que equivale a 25 pL/ml, al igual que es aceite esencial
presentd una inhibicion fuerte. Si bien es cierto, ambas sustancias (aceite esencial y
extracto etanolico), resultaron causar una inhibicion fuerte. Al realizar el analisis
estadistico, ambas CMI resultaron con diferencia estadistica significativa (Fc= 238.09,
gl=1, p< 0.0001).

Esta diferencia se deberia a que ambos (aceite esencial y extracto etanolico), tendrian
propiedades diferentes, debido a que los aceites esenciales poseen multiples y diversas
actividades debido a su variada composicion molecular, ya que una corriente de vapor
de agua a baja presion es capaz de extraerlas de las glandulas secretoras de esencia.

Mientras un extracto etandlico se obtiene macerando la planta aromatica en etanol, por
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lo que solo se extrae los compuestos solubles en este alcohol (33). Por tanto no tienen
las mismas moléculas o en la misma concentracion que en el aceite esencial. Por lo
tanto, las propiedades del extracto etanolico no pueden ser las mismas que las del aceite

esencial.

Ademas un estudio demuestra lo expuesto, donde el aceite esencial de R. officinalis
“romero” exhibidé un amplio espectro de accion antimicrobiana tanto para bacterias
Gram positivas como Gram negativas con CIM menor al extracto etandlico. Esta
actividad antimicrobiana se mostr6 contra las bacterias. Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Shigella sonnei, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus y Lactobacillus plantarum
(57). Otro estudio analiz6 la composicion de 35 plantas aromaticas en forma de aceite
esencial y de extracto etandlico y comprueban su actividad antibacteriana frente
a Escherichia coli, de las cuales 13 plantas (Aloysia triphylla, Anthemis
nobilis, Cymbopogon martinii, Cymbopogon winterianus, Cyperus articulatus, Cyperus
rotundus, Lippia alba, Mentha arvensis, Mikania glomerata, Mentha piperita, Mentha
sp., Stachys byzantina, y Solidago chilensis, mostraron actividad antibacteriana, todas
en forma de aceite esencial, mientras los extractos etandlicos no fueron eficaces a

ninguna de las concentraciones testadas (58).

¢) Concentracion minima inhibitoria del aceite esencial y extracto etandlico de

Equisetum arvense frente a Candida albicans.

En tanto para Candida albicans no se pudo determinar la concentraciébn minima
inhibitoria debido a que las concentraciones aplicadas (0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.5, 5.0%) de
aceite esencial y el extracto etandlico de Equisetum arvense no fueron las suficientes
para determinar una CMI frente a Candida albicans. Si bien es cierto que para
Escherichia coli estas concentraciones fueron suficientes para determinar la
concentracion minima inhibitoria, para Candida albicans no lo fueron, por tanto existe
la probabilidad de que la CMI para Candida albicans sea por encima del 5%. Como lo

indican otros autores.

Segun un estudio realizado con aceite esencial de orégano, se determin6 que la CMI
para la accion antifungica fue de 1000 pL/ml y se atribuy6 al carvacrol, como causante
del efecto inhibitorio in vitro contra Candida albicans (59). Por otro lado Los resultados

obtenidos en el trabajo de enfrentamiento de Trichophyton mentagrophytes con las
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concentraciones al 2 % hasta el 12 % aceite esencial de Schinus molle permitieron
observar que la CMI fue del 12 % (60), estos datos concuerdan con lo deducido en
nuestro trabajo de investigacion, ya que la concentracion de 5% no fue la suficiente para

causar dicha inhibicion.

4.2. Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC
25922 Y Candida albicans frente al aceite esencial y extracto etanolico de

Equisetum arvense comparado con los farmacos gentamicina y fluconazol.

a) Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC
25922 frente al aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense

comparado con el fArmaco gentamicina

e Susceptibilidad de Escherichia coli frente al aceite esencial de Equisetum
arvense

Las lecturas del ensayo de disco difusion a diferentes dosis del aceite esencial de la
planta “cola de caballo” frente a Escherichia coli ATCC 25922, resultaron de la
siguiente manera: el control positivo (Gentamicina 10 pg), obtuvo un promedio de
diametro de halo de inhibicién de 16.0 mm, el cual representa el 100% de inhibicion,
mientras para los discos con aceite esencial de Equisetum arvense, los cuales se
evaluaron a dosis de 1, 5, 10, 25, 35, y 50 pL. frente a Escherichia coli ATCC 25922, se
encontraron diametros de halos de inhibicion de 9.2, 10.5, 13.3, 17.5, 19.3 y 25.1 mm
respectivamente, mostrando asi, que la menor dosis de 1 pL, que de acuerdo a la
densidad del aceite equivale a 0.9 g aproximadamente, formo un halo de inhibicion de
9.2mm, cuyo porcentaje de inhibicion con respecto al control Gentamicina es del 57% ,
en tanto la mayor dosis de 50 pL (45 pg), formo un halo de 25.1 mm, el cual sobre paso
a los valores obtenidos por el control Gentamicina (10 pg), con un porcentaje de
inhibicién del 157%. Mientras la dosis con 10 pL que equivale a 9 pg genero el 83% de

inhibicidn, cercano al control Gentamicina. (Tabla 6).
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Tabla 6. Diametro de halos de inhibicion (en mm) y porcentajes de inhibicion,
tratados con diferentes dosis de aceite esencial (1, 5, 10, 25, 35, 50 pl) de Equisetum
arvense, comparado con el control positivo (Gentamicina) frente a Escherichia coli
ATCC 25922, obtenidos en la Facultad de Ciencias Biologicas UNA — Puno,
durante abril a junio del 2017.

Concentraciones Halos de inhibicion (mm) frente  Promedio

de aceite aE.coli ATCC25922 (mm)  dehalo . 09
esencial R1 R? R3 (mm) inhibicion
1ul 9.1 8.8 9.2 9.2 57%
5l 12 9.8 9.8 105 66%
10 pl 14 14.2 11.6 13.3 83%
25 il 17.4 183 16.7 17.5 109%
35 pl 20.2 19.2 185 193 121%
50 26.1 25.2 24 25 1 157%
Gentamicina 165 153 155 16 100%

La categorizacion segun el Manual de susceptibilidad antimicrobiana del Instituto
Nacional de Salud (45), indica que una cepa es Resistente al antibiotico Gentamicina
(10 pg) con valores < 12, Intermedio =13-14 y Sensible con valores > 15. Esto esta
estandarizado de acuerdo a tablas establecidas de sensibilidad para el tratamiento

control (Gentamicina).

Para establecer la categorizacion de la susceptibilidad antimicrobiana del aceite esencial
de la planta cola de caballo y el farmaco Gentamicina frente a Escherichia coli ATCC
25922, se procedio a llevar los promedios a nimeros enteros y resultaron de la siguiente
manera: El tratamiento control positivo (Gentamicina) obtuvo un diametro de inhibicion
de 16 mm, lo cual se categoriza como Sensible segun dicho manual, asi como también
los tratamientos con 25, 35, 50 ul del aceite esencial de Equisetum arvense, obtuvieron
valores de halos de inhibicion por encima de 15 mm, por lo cual se categorizan como
Sensible, susceptibilidad Intermedia para el tratamiento con 10 pl que resulté con 13
mm de halo de inhibicion. Por ultimo resultaron Resistente para los tratamientos de 1y

5 pl de aceite esencial, quienes formaron halos de 9 y 11 mm (tabla 7).
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Tabla 7. Categorizacion de la susceptibilidad de Escherichia coli frente al aceite
esencial de Equisetum arvense “Cola de caballo”, segin diametro del halo de
inhibicién, obtenidos en la Facultad de Ciencias Biol6gicas UNA — Puno, durante
abril a junio del 2017.

Dosis de aceite esencial . .H_al_qs de Categorizacion
inhibicion (mm)

1l 9 Resistente
Sul 11 Resistente
10ul 13 Intermedio
25ul 18 Sensible
35ul 19 Sensible
50pl 25 Sensible

GentamicinalOug 16 Sensible

Para analizar estadisticamente las diferencias observadas se procedi6 con el analisis de

varianza (ANOVA) respectivo:

Los 7 tratamientos realizados en la investigacion resultaron con diferencia estadistica
significativa (Fc=86.35; gl=6; p<0,0001), demostrando que al menos uno de los
tratamientos con aceite esencial de Equisetum arvense fue diferente y posee efecto
antibacteriano en cepas de Escherichia coli ATCC. Teniendo en cuenta la significancia
de la prueba de andlisis de varianza, la prueba de Tukey resultd que el mejor tratamiento
fue el T6 (Aceite esencial con 50 pL) (Figura 4).
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Figura 5. Diferencia estadistica significativa del efecto antibacteriano del aceite
esencial de Equisetum arvense a diferentes dosis, comparado con el antibiético
Gentamicina, obtenidos en la Facultad de Ciencias Biol6gicas UNA - Puno,
durante abril a junio del 2017.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
% Altiplano

Resultados similares al de esta investigacion se obtienen al utilizar el efecto del aceite
esencial de Origanum vulgare, obteniendo un halo de inhibicion de 22 mm frente a la
cepa Escherichia coli ATCC 25922, se categorizo como Sensible (20), similar efecto
causo el tratamiento 6 con aceite esencial de Equisetum arvense con un promedio de
halo de 25 mm. En la revision realizada acerca de la actividad antimicrobiana de los
aceites esenciales parece indicar que la actividad no se puede atribuir a un 0nico
componente mayoritario, sino que, al tratarse de mezclas muy complejas, su actividad

antimicrobiana es el resultado de una sinergia entre todos sus componentes (61).

La accidén bactericida de las plantas, depende mucho de los compuestos activos
presentes, los méas activos son los aceites esenciales ricos en fenoles, como es el caso
del tomillo que contiene altos porcentajes de timol y carvacrol, clavo de olor (Eugenia
caryophyllus) contiene eugenol e isoeugenol (20), y las esencias con alcoholes y
cetonas: menta (mentol y mentona), orégano (carvacrol y timol). Gracias a esta
actividad, las esencias son muy usadas para problemas de las vias respiratorias, como

antiseptico bucal y para infecciones urinarias (18).

En tanto un estudio demuestra la composicion del aceite esencial de Equisetum arvense
(cola de caballo), identificando 25 componentes, siendo los de mayor porcentaje el
Hexahydrofarnesyl acetone (18.34%), cis-geranyl acetone (13.74%), thymol (12.09%),
trans-phytol (10.06%) y Carvacrol (7.5%), este mismo aceite esencial fue aplicado para
determinar el efecto inhibitorio de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Salmonella enteritidis, los resultaros fueron
favorables ya que todas fueron sensibles a una dilucion de 1:10 (19), este estudio
concuerda con nuestro trabajo ya que se demostro tambien que Escherichia coli ATCC
25922 es sensible a todas las dosis de dicho aceite esencial.

Segun la bibliografia revisada refiere que el Carvacrol y Timol son componentes que
tienen la capacidad de destruir la estructura de la membrana celular de los
microorganismos, causando el incremento de su permeabilidad y por consiguiente la
salida de iones inorganicos, ATP, &cidos nucleicos y aminoéacidos, etc. (20) Y se sabe
que el aceite esencial de Equisetum arvense tiene ciertos porcentajes mencionados
anteriormente de carvacrol y timol, esto apoyaria al resultado obtenido en esta
investigacion, ya que serian estos componentes y otros més, los que causan el efecto
inhibitorio de Escherichia coli ATCC 25922.
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e Susceptibilidad de Escherichia coli frente al extracto etandlico de Equisetum
arvense

Del mismo modo que la anterior, las lecturas del ensayo de disco difusion a diferentes
dosis del extracto etanolico de la planta cola de caballo frente a Escherichia coli ATCC
25922, resultaron que el control positivo (Gentamicina 10 pg), obtuvo un promedio de
diametro de halo de inhibicion de 15.7mm vy representa el 100% del porcentaje de
inhibicidn por ser control, mientras para los discos con extracto etandlico de Equisetum
arvense, los cuales se evaluaron a dosis de 1, 5, 10, 25, 35, y 50 pL frente a
Escherichia coli ATCC 25922, se encontraron diametros de halos de inhibicion
promedios de 7.1, 7.5, 9.1, 15.7, 17.4 y 20.3 mm respectivamente, mostrando asi, que la
menor dosis de 1 puL (0.9 pg) formo un halo de inhibicién de 7,1mm, quien representa
el 45% de inhibicion y la mayor dosis de 50 pL (45 pg) formé un halo de 20.3mm, el
cual es superior al control Gentamicina (10 pg) con un porcentaje de inhibicion de
127%, en tanto las dosis con similares porcentajes de inhibicién al control positivo
fueron 10 y 25 pl con 98 y 109%, como se muestra en la (Tabla 8).

Tabla 8. Diametro de halos de inhibicion en (mm) tratados con concentraciones de

extracto etanolico, comparado con el control positivo (Gentamicina), obtenidos en
la Facultad de Ciencias Bioldgicas UNA — Puno, durante abril a junio del 2017.

concentraciones  Halos de inhibicion frentea E.  Promedio

de extracto coli ATCC 25922 (mm) de halo ink?ﬁ)i%?én
etandlico R1 R2 R3 (mm)
1l 7.8 7.1 6.5 7.1 45%
5ul 8.5 6.9 7.2 7.5 47%
10 pl 9.8 8.9 8.5 9.1 57%
25 ul 15 16.3 16.5 15.7 98%
35 ul 17.9 18.2 16.2 17.4 109%
50 pl 20 19.2 21.8 20.3 127%
Gentamicina 154 16.1 155 15.7 100%

Para establecer la categorizacion de la susceptibilidad antimicrobiana del extracto
etanolico de la planta “cola de caballo” y el farmaco Gentamicina frente a Escherichia
coli ATCC 25922, se procedié de la misma manera que con el aceite esencial y estas
resultaron de la siguiente manera: El tratamiento control positivo (Gentamicina) obtuvo
un didametro de inhibicion de 16 mm, lo cual se categoriza como Sensible segun el
manual de procedimiento para la prueba de sensibilidad del INS, en tanto los

tratamientos con las diferentes dosis del extracto etandlico de Equisetum arvense,
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también resultaron Sensibles para Escherichia coli ATCC 25922 y se obtuvieron
valores de halos de inhibicién mayores a 15 mm, no obstante se mostré Resistente para
aquellas dosis de menor concentracion, las cuales formaron halos de 7, 8, 9 mm (tabla
9)

Tabla 9. Categorizacién del Extracto etandlico de Equisetum arvense “Cola de
caballo” frente a Escherichia coli ATCC 25922 segun diametro del halo de

inhibicién, obtenidos en la Facultad de Ciencias Biologicas UNA — Puno, durante
abril a junio del 2017.

Dosis de extracto Halos de o
e P Categorizacion
etandlico inhibicién (mm)

1ul 7 Resistente
5ul 8 Resistente
10ul 9 Resistente
25ul 16 Sensible
35ul 17 Sensible
50ul 20 Sensible

GentamicinalOug 16 Sensible

Para analizar estadisticamente las diferencias observadas se procedid con el anélisis de
varianza (ANOVA) respectivo:

Los 7 tratamientos realizados en la investigacion resultaron con diferencia estadistica
significativa (Fc=41,11; gl=6; p<0,0001), demostrando que al menos uno de los
tratamientos (de extracto etandlico Equisetum arvense) fue diferente y posee efecto
antimicrobiano en cepas de Escherichia coli ATCC. Teniendo en cuenta la significancia
de la prueba de andlisis de varianza, la prueba de Tukey resulté que el mejor tratamiento
fue el T6 (Extracto etan6lico a una concentracion de 50 ul) (Figura 4).
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Figura 6. Diferencia estadistica significativa del efecto antibacteriano del extracto
etanolico de Equisetum arvense a diferentes dosis, comparado con el antibi6tico
Gentamicina, obtenidos en la Facultad de Ciencias Biolégicas UNA — Puno,
durante abril a junio del 2017.

Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron favorables debido a que
Escherichia coli ATCC 25922 se mostro sensible a las concentraciones del extracto
etandlico y aceite esencial de la planta “cola de caballo”. Estos resultados concuerdan
con un estudio realizado con extracto etanolico al 40% de Psidium guajava L., quien
también mostro actividad inhibitoria contra Escherichia coli ATCC 25922, formando un
halo de 16 mm (Sensible), el cual en este estudio a una concentracion de 25 pl muestra
resultados similares (62). Por otro lado cepas ATCC 33201 de C. jejuni, fueron
resistentes a los extractos de “cola de caballo" ya que ninguna concentracion inhibi6 el
crecimiento de C. jejuni, quien mostraria resultados opuestos a la de esta investigacion
(63).

La planta “cola de caballo” contiene un niimero de flavonoides, alcaloides, minerales,
petrosinas fendlicas, triterpenoides, saponinas, fitoesteroles, sales potasicas, una
saponina toxica llamada equisetonina. y principios amargos a quienes se les atribuiria el
efecto antimicrobiano (64), otro estudio corrobora con lo mencionado anteriormente en
la que determina la presencia de ciertos metabolitos secundarios como: flavonoides en

un alto contenido, la presencia de alcaloides, lactonas, cumarinas, catequinas, resinas,
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saponinas, taninos y antraquinonas, mientras que en poca cantidad se encuentran
triterpenos y/o esteroides, azucares reductores (65). Diferentemente de lo que ocurre
con los agentes antibioticos y quimiterapeuticos, hay pocos registros en la literatura en

cuanto al posible mecanismo de accion de productos de origen vegetal (9).

Resultados semejantes son reportados para el extracto etandlico de Equisetum arvense,
demostrando actividad antibacteriana contra microorganismos Gram positivos y Gram
negativos, siendo esta actividad asumida por la presencia de compuestos fenolicos,
taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides en el extracto etandlico de Equisetum
arvense (10). Por otro lado, el extracto metandlico de Equisetum arvense segin un
estudio realizado, se identifico 6 compuestos principales como son el 3, 7,11,15-
tetramethyl-2-hexadecen-1-ol, Hexadecan-1-ol, Acido linolénico Ester de metilo, acido
octadecanoico metil Esther, acido ftalico y el acido giberelico (66). No obstante el
extracto acuoso de la planta “cola de caballo” inhibi6 los cultivos de S. aureus y que
segun el analisis quimico realizado se informo la presencia de cido silicico, azucares,
esteroides, compuestos fenolicos, alcaloides, flavonoides, taninos, glicésidos, saponinas

y &cido aconitico (67).

Al hacer una comparacion entre los tratamientos con aceite esencial y extracto etandlico
de Equisetum arvense, estos no presentaron diferencia estadistica significativa (Fc =
2.35; GL = 1; P = 0.1566), lo que indica que el efecto inhibitorio causado por los
tratamientos con aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense, son
similares. Sin embargo los promedios son aritméticamente diferentes como se observa

en la (Figura 7).
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Figura 7. Diferencia estadistica no significativa de los diametros de halos de
inhibicidon segun extractos etanolicos y aceites esenciales de Equisetum arvense a
concentraciones de 1, 5, 10, 25, 35, 50 pL, durante abril a junio 2017.

Esta diferencia aritmética se deberia a que ambos (aceite esencial y extracto etandlico),
tendrian propiedades diferentes, ya que el aceite esencial es extraido por una corriente
de vapor de agua a baja presion, la cual, es capaz de extraerlas de las glandulas
secretoras de esencia, en tanto el extracto etanolico se obtiene macerando la planta
aromatica en etanol, por lo que sélo se extrae los compuestos solubles en este alcohol
(33), por ende no tienen las mismas moléculas o en la misma concentracion que en el

aceite esencial.

b) Determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana de Candida albicans frente
al aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum arvense comparado con el

farmaco Fluconazol.

Los resultados obtenidos con respecto al efecto del aceite esencial y extracto etanolico
de Equisetum avense L. en Candida albicans (Figura 8), no se representan en una tabla
en razon de que ésta levadura, resultd resistente a todas las concentraciones
experimentales de aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum avense L., incluso
se mostré también resistente al control positivo (Fluconazol), esta resistencia indicaria
lo que viene sucediendo en la ciudad de Puno y en el Perq, el efecto de la resistencia
antibidtica de los microorganismos, debido a la principal causa que es la

automedicacion.
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Figura 8. Susceptibilidad antimicrobiana de Candida albicans frente al extracto
etanolico y aceite esencial de Equisetum arvense (cola de caballo), Facultad
Ciencias Bioldgicas, UNA-Puno, abril - junio del 2017.

Otro estudio demostré que C. albicans también es resistente al extracto etandlico de
Psidium guajava L. (guayaba) a una concentracion de 40% (62). Por otro lado no
concuerda con el estudio realizado con aceite esencial de Minthostachys mollis “Mufia”
frente a cepas de Candida albicans, este obtuvo resultados favorables con hasta 29 mm
de didmetro del halo de inhibicion con una concentracion de 250ul/ml, superando asi al
control positivo (Fluconazol) con un DHI de 25 mm, este ultimo efecto no se dio en esta

investigacion ya que la cepa estudiada se mostrd resistente al Fluconazol (17).

Por otro lado, Candida albicans se mostré sensible al extracto etandlico de Schinus
terebinthifolius (copal), formando un halo de inhibicién de hasta 25.3 mm al utilizar una
concentracion de 80% de extracto, mostrando incluso mayor efecto frente a cepas

bacterianas (68).

La resistencia de Candida albicans, se deberia a tres posibles mecanismos: el primero
es la modificacion de la enzima del blanco, el segundo la incapacidad de alcanzar
concentraciones adecuadas del antibidtico en el sitio de accién por la presencia de
barreras de permeabilidad o sistemas de bombeo activo y por Gltimo la inactivacion del

antibiotico por modificacion del mismo (4).

En otros estudios realizados con aceite esencial de orégano en el que los compuestos
mayoritarios también son los compuestos fendlicos carvacrol (43%) y thymol (22%) se
obtuvieron muy buenos resultados frente a los hongos aislados del arroz Fusarium

culmorum y Fusarium verticillioides y también frente a Alternaria alternata, Bipolaris
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oryzae, Fusarium graminearum, Fusarium equiseti y Fusarium verticillioides).
Ademas, estudios recientes confirman que la eficacia del thymol como antifungico es
mayor cuando se encapsulé en material mesoporoso de silice MCM-41 que cuando se
encuentra en estado puro (61).
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V. CONCLUSIONES

1. 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 etanolico
quien posee una CMI de 2.5%. Por otro lado no se pudo determinar la CMI del
aceite esencial y extracto etanolico frente a Candida albicans, puesto que las
concentraciones aplicadas en este estudio, no fueron las suficientes para inhibir
el crecimiento en Candida albicans.

2. Escherichia coli ATCC 25922 es susceptible a las dosis de aceite esencial y
extracto etanolico aplicadas en este estudio, comparando con el farmaco
Gentamicina, el aceite esencial y extracto etanolico a dosis similares con el
farmaco, poseen susceptibilidad antibacteriana similar. Por otra parte la
susceptibilidad de Candida albicans, frente al aceite esencial y extracto
etanolico de Equisetum arvense “cola de caballo” fue nula, debido a que esta
levadura se mostré resistente a todas las dosis aplicadas, incluyendo al farmaco

Fluconazol.
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VI. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda realizar estudios con concentraciones de aceite esencial y extracto
etanolico de  “cola de caballo” mayores al 5%, para determinar la concentracion
minima inhibitoria de Candida albicans, debido a que las concentraciones aplicadas en

este estudio no fueron las suficientes para alcanzar una CMI, para dicha levadura.

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de otras especies bacterianas como
también fungicas, frente al aceite esencial o extracto etanolico de Equisetum arvense y
determinar la composicion fitoquimica cuantitativa de los principios activos con

potencial de efecto antimicrobiano.
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ANEXOS

ANEXO A

Figura 9. Recoleccion de plantas de Equisetum arvense (cola de caballo),
recolectado en Marangani, durante febrero a marzo del 2017.

Figura 10. Secado de plantas de Equisetum arvense (cola de caballo), realizado en
Puno, durante marzo del 2017
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ANEXO B

Figura 11. Obtencion de aceite esencial de Equisetum arvense por el método de
destilacion de arrastre por vapor, Facultad de Ingenieria Quimica, UNA-Puno.

durante abril a junio 2017.

—
Figura 12. Obtencion de extracto etandlico por el método de maceracion al frio.
Facultad de Ciencias Bioldgicas UNA — Puno, durante abril a junio del 2017.
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ANEXO C

Figura 13. Escherichia coli sensible a concentraciones de aceite esencial y extracto
etanolico de Equisetum arvense (cola de caballo). Realizado en la Facultad Ciencias
Biologicas UNA-Puno, durante abril a junio de 2017.
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