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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroalcohólico de

Equisetum giganteum L. (cola de caballo) frente a cepas de Salmonella enteritidis

ATCC 14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313.

Métodos: La muestra vegetal se efectuó a través del proceso de maceración con

etanol al 70 %, mediante el método de Olga Lock se realizó el análisis fitoquímico.

Para determinar el efecto antibacteriano se utilizó la metodología de Kyrby - Bauer

el grupo experimental constituido por diferentes concentraciones (15 %, 30 %, 45

%) del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. empleando como control

positivo el ciprofloxacino, en los análisis de datos se empleó ANOVA y prueba de

Tukey.

Resultado: Se encontraron metabolitos secundarios como alcaloides, flavonoides,

saponinas, taninos y antraquinonas. Según la escala de Duraffourd se demostró el

efecto antibacteriano frente a Salmonella enteritidis ATCC 14028 en las

concentraciones de 15 %, 30 % y 45 % con promedio de halo inhibitorio de 8,25

mm, 9,65 mm y 11,78 mm igualmente frente a Shigella dysenteriae ATCC 13313

con promedio de halo de inhibición de 9,05 mm, 10,59 mm y 12,15 mm

respectivamente, el control positivo formó halo inhibitorio de 41,43 mm.

Conclusiones: El extracto de Equisetum giganteum L, (cola de caballo) presenta

efecto antibacteriano in vitro en las diferentes concentraciones frente a las dos

cepas bacterianas en estudio cuyo efecto se relaciona con los metabolitos

secundarios encontrados.

Palabras claves: Equisetum giganteum L, Antibacteriano, Extracto, In vitro,

Salmonella enteritidis, Shigella dysenteriae.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the in vitro antibacterial effect of the hydroalcoholic extract

of Equisetum giganteum L. (horsetail), against strains of Salmonella enteritidis

ATCC 14028 and Shigella dysenteriae ATCC13313.

Methods: The plant sample was carried out through the maceration process with

70% ethanol, by means of the Olga Lock method, the phytochemical analysis was

carried out. To determine the antibacterial effect, the Kyrby-Bauer methodology was

used, the experimental group consisting of different concentrations (15%, 30%,

45%) of the hydroalcoholic extract of Equisetum giganteum L. using ciprofloxacin as

a positive control, in the data analysis ANOVA and Tukey's test were used.

Results:  Secondary metabolites such as alkaloids, flavonoids, saponins, tannins

and anthraquinones were found. According to the Duraffourd scale, the antibacterial

effect against Salmonella enteritidis ATCC 14028 was demonstrated at

concentrations of 15%, 30% and 45% with an average inhibitory halo of 8.25 mm,

9.65 mm and 11.78 mm, also against a Shigella dysenteriae ATCC 13313 with an

average inhibitory halo of 9.05 mm, 10.59 mm and 12.15 mm respectively, the

positive control formed an average inhibitory halo of 41.43 mm.

Conclusions: The extract of Equisetum giganteum L, (horsetail) presents

antibacterial effect in vitro in the different concentrations against the two bacterial

strains under study whose effect is related to the secondary metabolites found.

Keywords: Equisetum giganteum L, Antibacterial, Extract, In vitro, Salmonella

enteritidis, Shigella dysenteriae.
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I. INTRODUCCIÓN

La resistencia de los microorganismos a determinados antibióticos en diversas

enfermedades “se ha convertido en la actualidad en una de las mayores amenazas

para la salud mundial, la seguridad alimentaria, el desarrollo está aumentando a

niveles peligrosos con el transcurrir de los días”1.

Los vegetales constituyeron un medio de gran valor en las técnicas de sanidad de

los países que están en crecimiento, pese a que no hubo suficientes antecedentes

para precisar el uso de hierbas con efecto medicinal. La Organización Mundial de

la Salud (OMS) estimó  al 80 % de ciudadanos a nivel mundial emplean con

frecuencia los remedios tradicionales para aliviar sus dolencias, la mayor parte de

los tratamientos alternativos implican el uso de los vegetales en extractos por sus

interesantes sustancias activas; A finales de la década de 1970, la OMS ha

considerado  planta medicinal a toda clase de hierba que contengan compuestos

activos para terapias o sustancias eficaces  para la fabricación de productos

farmacéuticos2.

El Perú es identificado por el uso de plantas medicinales que se remontan a la

época preincaica, gracias a la enorme biodiversidad que nos brindan nuestros

Andes y la Amazonía. Por lo tanto, actualmente existe una mayor difusión de

hierbas curativas en las regiones Andinas y Amazónicas3.

El Equisetum es una planta nativa de América Central y del Sur4. El Equisetum,

comúnmente conocido como cola de caballo5. En los tratamientos complementarios

la hierba cola de caballo está considerada como una de las más usadas.

Generalmente son utilizadas en: inflamaciones de lesiones físicas, terapias a

pacientes parapléjicos, terapia de sobrepeso, enfermedades infecciosas y cálculos

del sistema renal, inconsistencia ósea, lavado de heridas externas e inflamaciones

dérmicas atópica6. La decocción y extracto acuoso de la planta entera tiene

actividad antibacteriana contra P. aeruginosa, S. typhi7.

A nivel mundial las enfermedades diarreicas agudas (EDA) generan una

preocupación de salubridad social, en especial de aquellas naciones en
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crecimiento, figuran como una de las principales razones de morbilidad y representa

como segundo motivo de fallecimientos en lactantes e infantes. Por lo general, es

una afección autolimitante debido a una serie de etiológias8.

Los síndromes de diarrea producidos por un agente infeccioso ocurren

principalmente a causa de microorganismos como: las bacterias, los virus, los

hongos y los parásitos. Entre las más importantes bacterias causantes y comunes

son: Campylobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp., Escherichia coli entero

invasiva, Escherichia coli enterohemorrágica y Escherichia coli enteropatógena9.

Según la situación problemática planteada se formula:

Las Equisetaceae son cosmopolitas. Incluyen un solo género Equisetum L., que

reúne unas 15 especies10. El Equisetum es un género de helechos, en nuestro país

se identifican tres especies: Equisetum bogotense Kunth, Equisetum giganteum L.

y la limitada popularidad de Equisetum myriochaetum11. Su taxonomía del

Equisetum giganteum L. Está conformado de la siguiente manera Reino: Plantae,

División: Equisetophyta, Clase: Equisetopsida, Orden: Equisetales, Familia

Equisetaceae Género Equisetum: Especie: Equisetum giganteum L12.

La Enterobacteriaceae es una familia de bacilos gramnegativos que son

responsables de una amplia gama de infecciones en humanos, animales y tienen

predilección por habitar en el tracto gastrointestinal13. Miembros importantes de la

familia de Enterobacteriaceae son Escherichia coli, Shigella dysenteriae,

Salmonella enteritidis, Enterobacter aerogenes14.

Salmonella enteritidis son bacterias anaerobias facultativas Gram negativas en

forma de bastón, generalmente de 2 a 5 micras de largo por 0,5 a 1,5 micras de

ancho y móviles por flagelos peritricos15.

Shigella dysenteriae tiene la forma de bastón alargado (bacilo), su pared celular es

simple, lo cual la define como una especie Gram negativa, es una especie

anaeróbica facultativa. Además de ello, esta especie es no móvil debido a que

carece de flagelo, y nunca forma esporas como estrategia reproductiva16.
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Equisetum es un género que en nuestro país identifica entre las tres especies a:

                         Figura 1. Equisetum giganteum L. (cola de caballo)
                         Fuente: Fotografía propia

Los antecedentes al desarrollar el estudio de investigación son dispuestos en lo

siguiente:

Algarate S, et al (2019), determinaron la actividad antibacteriana in vitro del

extracto de Equisetum giganteum (cola de caballo) contra Escherichia coli ATCC y

Escherichia coli (BLEE). Al evaluar con Escherichia coli BLEE resultó 78 y 115 %;

y ante Escherichia coli ATCC se obtuvo 34 y 70 % correspondientemente.

Establecieron una probabilidad posterior de sustancias activas antibacterianas con

finalidad de tratar enfermedades infecciosas producidas por patógenos

resistentes17.

Cáceres K, (2018), determinó que el extracto de cola de caballo resulta positiva la

actividad antimicrobiana contra Streptococcus mutans preparado a una

concentración de 10, 25, 50 y 100 %, obtuvo promedios de halos de inhibición

donde se observa 6,87 mm, 7,70 mm, 9,93 mm y 12,23 mm correspondientemente.

Por consiguiente, el extracto de cola de caballo mostró actividad antimicrobiana in

vitro a concentración superior al 50 % ante el cultivo de microorganismos

Streptococcus mutans18.

Peláez Y, et al (2018), desarrollaron el estudio farmacognóstico de las ramas de

Equisetum giganteum L., se encontraron las características físico-químicas:

cenizas totales, cenizas insolubles en ácido clorhídrico, cenizas solubles en agua,
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humedad, materias extrañas, sustancias solubles y metabolitos secundarios como:

flavonoides, taninos, compuestos fenólicos, esteroides, aminoácidos y azúcares

reductores19.

Pallag A, et al (2018), evaluaron el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum

(cola de caballo). Se demostró la efectividad antibacteriana únicamente en cocos

Gram (+). La actividad fue diferente y depende de la concentración utilizada. En la

preparación en porcentajes mínimos de las sustancias probadas ejercieron alta

efectividad antioxidante y disminuyeron la actividad20.

Yeganegi M, et al (2018), evaluaron la actividad antimicrobiana de extractos de E.

telmateia sobre Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli,

Salmonella typhi y Cándida albicans. Se utilizó un ensayo de microdilución de CMI

para determinar las actividades antimicrobianas. Contrariamente al menor

rendimiento de extracción, el extracto de SFE exhibió la mayor potencia

antimicrobiana contra S. aureus en comparación con los otros extractos21.

Bohatch M, et al (2016), probaron la actividad antimicrobiana contra

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli ATCC 25922, El extracto

etanólico crudo de P. solmsianum mostró actividad antimicrobiana hasta la

concentración de 125 μg para ambas cepas, con un halo de inhibición promedio de

15 mm para Staphylococcus aureus y 11 mm para Escherichia coli22.

Se justifica el estudio debido a que la formación del químico farmacéutico viabiliza

su desempeño en la investigación, al desarrollo de nuevos conocimientos23,

búsquedas de métodos y técnicas de las ciencias químicas farmacéuticas para

prevenir enfermedades y resolver problemas de salud, posibilita además el

desarrollo y elaboración de productos farmacéuticos, todo ello en pro de beneficiar

al paciente e intensificar el conocimiento24.

En la última década se han acumulado evidencias que permiten afirmar y ampliar

el conocimiento científico de la especie vegetal Equisetum giganteum (Cola de

caballo) en cuanto a su actividad antibacteriana, nos sentimos motivados a estudiar

esta planta frente a dos microorganismos de importancia farmacológica25.
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El resultado del presente estudio de investigación es de importancia para la

comunidad química farmacéutica tanto para docentes como estudiantes, ya que se

le brinda un aporte experimental evaluando el efecto antibacterial de una especie

vegetal medicinal (cola de caballo) frente a bacterias, relacionadas con

enfermedades diarreicas que están catalogadas entre las afecciones más comunes

del género humano, se les ofrece una alternativa que va de acuerdo con las

posibilidades económicas para el paciente y farmacéutico y que está al alcance

ambiental para su uso como alternativa medicinal.

La viabilidad de la Investigación del presente estudio es viable por la facilidad de

acceso a los lugares de recolección y presencia de cantidades considerables de la

especie vegetal en estudio, además porque contamos con los docentes

especializados en realizar métodos experimentales planteados.

El objetivo general fue el de evaluar el efecto antibacteriano in vitro del extracto

hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) frente a cepas de

Salmonella enteritidis ATCC 14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313.

La hipótesis general del estudio describe que el extracto hidroalcohólico de

Equisetum giganteum L. (cola de caballo), presenta efecto antibacteriano in vitro

frente a cepas de Salmonella enteritidis ATCC 14028 y Shigella dysenteriae ATCC

13313.
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II. MATERIALES Y MÉTODOS

2.1 Enfoque y diseño de la investigación

Enfoque: Cuantitativo.

Experimental: Ya que nos permitió manipular la variable independiente.

Analítico: Ya que se realizó comparaciones de las variables en estudio de

asociación causal.

Explicativo: Ya que se llegó a aclarar el motivo y suceso de un fenómeno. Se

indaga sobre el efecto antibacteriano.

Prospectivo: Ya que se recolectó información, datos posteriores a la fecha de

inicio del estudio.

2.2 POBLACIÓN, MUESTRA Y MUESTREO

La población estaba constituida por 6 kg de la parte aérea de la especie

Equisetum giganteum L. (cola de caballo), procedentes de la localidad de

Mazuko ubicada en el distrito de Inambari, provincia de Tambopata, región

Madre de Dios. Se encuentra a una altitud de 359 msnm.

La muestra estuvo constituida por 1000 g de la especie vegetal Equisetum

giganteum L. (cola de caballo).

El muestreo fue aleatorizado, considerando la zona de recolección.

La Identificación Taxonómica se realizó en la Universidad Nacional Amazónica

de Madre de Dios (UNAMAD), por el Especialista Forestal de Identificación de

especies de flora silvestre. (ANEXO C)

Se recogió la parte aérea de la especie vegetal Equisetum giganteum (cola de

caballo) muestras no deterioradas, se seleccionó los tallos, ramas en buen

estado y conservando el color que le caracteriza (verde oscuro), lo cual fue

seleccionado de acuerdo a sus características morfológicas en perfectas

condiciones, luego se procedió a realizar la limpieza de la planta con una

brocha desinfectada pequeña, la planta limpia se colocó en un ambiente con
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ventilación encima del papel kraft, se esperó hasta que seque a temperatura

ambiente un periodo aproximado de 15 días, posteriormente la planta fue

pulverizada en un molino de acero quirúrgico, se obtuvo un polvo fino, la cual

pasó por el proceso de maceración. Se utilizó 1 kg de muestra pulverizada

disuelto en 2000 ml de alcohol al 70 % durante un tiempo de 5 a 6 días,

realizando movimientos de arriba hacia abajo aproximadamente un cuarto de

hora por dos veces cada 24 horas, se usó envase pyrex ámbar para el

procedimiento. Al término del proceso de maceración se efectuó el proceso de

filtración utilizando papel whatman N° 4026,  luego se llevó a la estufa a 40°C

para su deshidratación hasta obtener un extracto seco (melcocha).

El extracto hidroalcohólico se realizó en el Laboratorio T.I.P.I.N SRL. - CUSCO.

(ANEXO D)

Respecto a la unidad de análisis se trabajó con cepas certificadas de

Salmonella enteritidis ATCC 14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313.

2.3 VARIABLES DE INVESTIGACIÓN

Variable independiente: El extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum

L. (cola de caballo).

- Definición conceptual: Utilizando alcohol de 70 ° y el vegetal, se pueden

emplear diferentes concentraciones 15, 30 y 45 %, se usa como insecticidas,

fungicidas, desinfectantes y repelentes según las plantas que se utilicen para

su preparación; el alcohol puede extraer las características de los vegetales.

- Definición operacional: El extracto elaborado por las partes aéreas de cola

de caballo con etanol y agua es un modo práctico para concentrar y obtener

constituyentes activos sintetizados por plantas. Los extractos

hidroalcohólicos ayudan a extraer sustancias que ejercen determinadas

actividades en nuestro organismo.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano frente a cepas de Salmonella

enteritidis ATCC 14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313.
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- Definición conceptual: Grupo de compuestos químicos que actúan sobre los

microorganismos, destruyen o inhiben su crecimiento, se determina

mediante el diámetro del halo de inhibición.

- Definición operacional: Mediante el Método Kirby - Bauer ayudó a evaluar el

efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum

L. (cola de caballo) frente a bacterias.

2.4 TÉCNICAS E INSTRUMENTO DE RECOLECCIÓN DE DATOS

Los registros se realizaron en Fichas ad hoc de recolección de datos para todos

los procesos experimentales, prueba de solubilidad, la marcha fitoquímica, para

determinar la susceptibilidad se utilizó la técnica de Kirby - Bauer27, que nos

permitió comprobar el efecto antibacteriano.

2.5 PROCESO DE RECOLECCIÓN DE DATOS

2.5.1 Análisis previo del extracto hidroalcohólico

El análisis previo se realizó en el Laboratorio T.I.P.I.N SRL. Ubicado en la

ciudad de CUSCO. Luego de obtener el extracto seco (melcocha) se

efectuaron las siguientes pruebas:

a) Índice afrosimétrico: Se tomó 1 g del extracto seco (melcocha) en

un tubo de ensayo y se añadió 5 ml de agua destilada, se calentó a

baño María hirviente mediante 2 minutos, se agitó vigorosamente,

observándose la aparición de espuma muy persistente; la persistencia

en minutos de la espuma se califica con cruces: 5 - 20 min. (+); 20 -

25 min. (++); 30 - Más (+++)28.

b) Determinación de pH a 25°C: Tomamos un tubo de ensayo y

añadimos 500 mg de extracto seco en 5 ml de etanol 96 %,

disolvemos agitando constantemente a temperatura de 25 C° luego

se procede a medir con ayuda de pH-metro29.

c) Prueba de solubilidad: Siguiendo el procedimiento se colocó 500 mg

del extracto seco en 6 tubos respectivamente, luego se añadieron

diferentes solventes; N-hexano, cloroformo, acetato de etilo, etanol al
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96 %, benceno, agua destilada, acetona y etanol al 70 %. Luego se

procedió a agitar hasta obtener los resultados30.

2.5.2  Marcha fitoquímica

La marcha fitoquímica se llevó a cabo este proceso con la finalidad de

identificar y conocer los diversos metabolitos secundarios activos

presentes en la planta de Equisetum giganteum L., mediante las

reacciones de color y precipitado de la muestra empleada con los

reactivos. Se utilizaron 8 tubos de ensayo donde se les agregó 500 mg

del extracto seco y se adicionaron 4 mL de alcohol al 70 %, hasta formar

una solución, donde se distribuyeron los distintos reactivos a utilizarse31:

Compuestos fenólicos (FeCl3 5 %), Taninos catéquicos (Acetato de

Plomo), Flavonoides (AlCl3), Esteroides y triterpenoides (Liebermann

Burchard), Cardenólidos (Baljet), Alcaloides (Dragendorff, Mayer),

Antraquinonas (Borntrager) y Saponinas (Met. Espuma).  Se realizaron

según el método de Olga Lock32.

2.5.3 Actividad antibacteriana método Kirby - Bauer o antibiograma

El método de KIRBY - BAUER (disco-placa), es el más utilizado en los

análisis clínicos de los laboratorios bacteriológicos para realizar estudios

de sensibilidad de un agente microbiano. En 1976 la Organización

Mundial de la Salud (OMS) lo normaliza este método por ser sencilla,

fiable y por su reproducibilidad33,34.

El Instituto de Normas de Laboratorio Clínico (CLSI). Es la entidad que

rectifica y moderniza los ensayos clínicos iniciales de Kirby - Bauer

mediante evaluación de concesión general. Esta técnica cuantitativa se

propone en la investigación de Enterobacterias35,36.

Se realizó en el Laboratorio LAASA LAB (ANEXO E) ubicado en la

ciudad de Cusco, por medio de dicho método, se efectuaron las pruebas

siguientes:
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a) Preparación de los extractos a ensayar

A partir de la obtención del extracto seco se le agrega alcohol 70 %,

seguidamente se procedió a realizar las siguientes concentraciones a

ensayar37:

Extracto seco 1.5 gr + 8.5 ml de etanol al 70 % = extracto hidroalcohólico
al 15 %.

Extracto seco 3.0 gr + 7.0 ml de etanol al 70 % = extracto hidroalcohólico
al 30 %.

Extracto seco 4.5 gr + 5.5 ml de etanol al 70 % = extracto hidroalcohólico
al 45 %

Los concentrados elaborados se reservaron en frascos ámbar de 20 mL

esterilizado y mediante agitación se homogenizó el preparado durante

60 segundos26.

b) Activación de la(s) cepa(s) de Salmonella enteritidis ATCC 14028 y
Shigella dysenteriae ATCC 13313.
En el proceso de activar las cepas de las bacterias, se realizó de acuerdo

a las instrucciones proporcionadas del laboratorio Microbiologicos:

- Se procedió a retirar la etiqueta del contenedor KWIK-STIK.

- Se presionó fuertemente solo una vez la ampolla que se ubica en la

parte superior del contenedor, el líquido hidratante se liberó y

descendió a la parte inferior del mismo.

- Se oprimió la parte inferior de la unidad, aplastando el pellet en el

líquido hasta que la suspensión del pellet sea homogénea.

- Inmediatamente después se empapo el hisopo en el material

hidratado y se transfirió a dos placas Petri con medio de cultivo Agar

Mueller-Hinton (se formó estrías longitudinales para facilitar el

aislamiento de las colonias) para viabilizar ambas cepas bacterianas

respectivamente.

- Luego se colocó en la incubadora a 37 °C por 24 horas.
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c) Preparación del inóculo

Al preparar el inóculo se efectuó utilizando 3 tubos de ensayo con 3 ml

de solución salina (NaCl al 0,9 %), a través de un hisopo esterilizado se

inocula directo las colonias de las cepas y la cual se homogeniza en el

mezclador de vórtex, la turbidez se ajusta a la escala de 0.5 Mc Farland

(1,0 x 108UFC/ml)33,36.

d) Preparación de los medios de cultivo
Agar Mueller-Hinton este medio de cultivo es utilizado en los estudios de

sensibilidad de microorganismos por su capacidad reproductiva en los

procedimientos que se realiza en la mayoría de bacterias patógenas38.

Según las indicaciones del laboratorio se preparó:

- Se disolvió 38 mg de suspensión en polvo del Agar Müeller-Hinton

en 1000 mL de agua destilada. Calentar en baño maría de agua

hirviendo hasta obtener una solución homogénea, calentar la mezcla

con agitación frecuente y esterilizar en autoclave a 121 °C durante

15 minutos, y dejar enfriar a 45 – 50 °C distribuir en placas Petri

estériles con una medida no mayor a 4 mm o 25 ml de agar en cada

placa aproximadamente y dejar solidificar. Por último, se incubaron

por 24 horas a 37 °C para control de esterilidad, quedando listos para

ensayo microbiológico.

e) Inoculación de las placas

Después de realizar el ajuste de la turbidez, a través de un hisopo

esterilizado con el cual se llevó a cabo el sembrado en dirección

horizontales dispersando completamente el inóculo de cepas en agar

Mueller-Hinton para Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae. Se

dejó reposar 15 min.

f) Grupos a ensayar
Se colocaron los discos de papel filtro whatman N°3 de 6 mm, embebidos

con cada concentración del extracto hidroalcohólico en placas de agar
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Mueller-Hinton. Se desarrolló tres ensayos microbiológicos, luego se

incubó a temperatura de 37 °C por 24 horas36,39.

Grupo I: discos embebidos con alcohol 70 %.

Grupo II: discos de antibiótico ciprofloxacino 5 µg.

Grupo III: discos embebidos con extracto hidroalcohólico (cola de

caballo) a 15 %.

Grupo IV: discos embebidos con extracto hidroalcohólico (cola de

caballo) a 30 %.

Grupo V: discos embebidos con extracto hidroalcohólico (cola de

caballo) a 45 %.

g) Interpretación de los resultados

Para interpretar el área inhibitoria se realizó mediante un calibrador

vernier digitalizado (Truper) para obtener datos y por consiguiente se

hizo la medición en milimetros29.

Se midieron las áreas alrededor del disco que muestran los halos

inhibitorios, seguidamente se registraron y evaluaron los resultados

obtenidos sujetos a la escala de Duraffourd40,41:

▪ Sensibilidad Nula       (-)        < 8 mm de diámetro.

▪ Sensible                     (+)       > 8 mm ≤ 14 mm de diámetro.

▪ Muy sensible              (++)     > 14 ≤ 20 mm de diámetro.

▪ Sumamente sensible (+++)   > 20 mm de diámetro.

2.6 MÉTODOS DE ANÁLISIS ESTADÍSTICOS

Los resultados obtenidos de los estudios se evaluaron por medio de

descripciones estadísticos empleando el programa de software Microsoft Excel,

programa estadístico SPSS 26. Fueron sometidos a las pruebas de análisis de
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varianza ANOVA, prueba de Tukey para determinar diferencia significativa

entre los grupos de tratamiento.

2.7 ASPECTOS ÉTICOS

El presente estudio de investigación se realizó tomando en consideración las

reglas interpuestas en las declaraciones de Helsinki - “La investigación se

realizó de manera que reduzca al mínimo el posible daño al medio ambiente”42.

Para la eliminación de los desechos biocontaminados se esterilizaron en la

autoclave por anticipado, como los cultivos de bacterias que se utilizaron al

desarrollar la investigación para evitar la contaminación por microbios, de tal

forma proteger la integridad del personal evitando el contacto con desechos43.
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III. RESULTADOS

3.1 De las pruebas de análisis del extracto hidroalcohólico

Tabla 1. Determinación del índice afrosimétrico saponinas

Índice afrosimétrico Resultados

Prueba de espuma (saponinas) +++

LEYENDA

Abundante (+++)
Moderado (++)
Leve (+)
Ausencia (-)

                Fuente: Registro de recolección de datos

En la tabla 1, se observa la abundante presencia de saponinas lo cual, determina

el contenido del metabolito secundario en el extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L.

Tabla 2. Determinación del pH del extracto hidroalcohólico

Muestra Temperatura (°c) Resultado

Cola de caballo 25 7,09

LEYENDA

Ácido (<7)
Neutro (=7)
Básico (>7)

                Fuente: Registro de recolección de datos

En la tabla 2, se aprecia que el extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum

L. (cola de caballo) presentó pH de 7,09 por consiguiente, el extracto se considera

ligeramente alcalina.
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3.2 De las pruebas de solubilidad

Tabla 3. Solubilidades del extracto hidroalcohólico de Equisetum
giganteum (cola de caballo)

SOLVENTES RESULTADOS
N-hexano +

Cloroformo +

Etanol 96% +

Acetato de etilo +

Benceno +

Agua destilada +++

Acetona -

Etanol 70 % ++

  Fuente: Registro de recolección de datos

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble

(++) Soluble

(+++) Muy soluble

En la tabla 3, se estima que el extracto hidroalcohólico de las partes aéreas (tallos

y ramas) de Equisetum giganteum L. (cola de caballo), presentó una alta solubilidad

en el solvente agua destilada, seguido de etanol al 70 %.
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3.3 De la marcha fitoquímica

Tabla 4. Marcha fitoquímica del extracto hidroalcohólico de Equisetum
giganteum (cola de caballo)

CONSTITUYENTES QUÍMICOS ENSAYO REACCIÓN

Compuestos fenólicos Rvo. FeCl3 -

Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Plomo +

Flavonoides Rvo. AlCl3 +++

Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann Burchard -

Cardenólidos Rvo. Baljet -

Alcaloides
Rvo. Dragendorff +

Rvo. Mayer ++

Antraquinonas Rvo. Borntranger +

Saponinas Met. Espuma +++
 Fuente: Registro de recolección de datos

LEYENDA:

(+++) Abundante      (++) Moderado       (+) Leve      (-) Ausencia

En la tabla 4, se evidencia que en el extracto hidroalcohólico de cola de caballo, se

detectó abundante presencia de flavonoides, saponinas, moderada presencia de

alcaloides y leve presencia de taninos, antraquinonas. De acuerdo a los resultados

del análisis fitoquímica, se acepta la hipótesis del estudio.
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Tabla 5. Resultados del análisis in vitro por el método Kirby-Bauer

CEPAS Salmonella enteritidis
ATCC 14028

Shigella dysenteriae
ATCC 13313

Concentración del
extracto

hidroalcohólico
(%)

Halos de inhibición (mm)

N X N X

1 2 3 1 2 3

45 11,00 12,33 12,01 11,78 11,42 12,75 12,27 12,15

30 8,00 10,19 10,77 9,65 9,03 10,99 11,74 10,59

15 8,00 8,04 8,71 8,25 8,17 9,84 9,14 9,05

    Fuente: Registro de recolección de datos

N: Número de ensayos microbiológicos

X: Promedio

En la tabla 5, Se visualiza que el extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum

(cola de caballo) a concentraciones de 15 %, 30 % y 45 % presentaron halos de

inhibición considerables frente a las dos cepas bacterianas en estudio.

Tabla 6. Análisis de varianza (ANOVA) para Salmonella enteritidis ATCC
14028

ANOVA

Actividad antibacteriana frente a Salmonella enteritidis ATCC

Suma de

cuadrados gl Media cuadrática F Sig.

Entre grupos 2427,219 4 606,805 158,545 ,000

Dentro de grupos      38,273 10     3,827

Total 2465,492 14

       Fuente: Datos estadísticos
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En la tabla 6, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0.00

entre los grupos esto indica que existen diferencias significativas. (P-valor es menor

que 0.05). Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (Ho), y se acepta la hipótesis

(H1).

DESICION: En definitiva, existe evidencia estadística significativa para indicar que

el extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) presenta

efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Salmonella enteritidis ATCC 14028.

Tabla 7. Comparación múltiple para Salmonella enteritidis ATCC 14028

Comparaciones múltiples
Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Salmonella enteritidis ATCC

HSD Tukey

(I)
Antibacteria
nos

(J)
Antibacterianos

Diferencia de
medias (I-J)

Desv.
Error Sig.

Intervalo de confianza al
95%

Límite
inferior

Límite
superior

Etanol 70% 15% 1,26000 1,59736 ,928 -3,9970 6,5170

30% -,14333 1,59736 1,000 -5,4004 5,1137

45% -2,27000 1,59736 ,629 -7,5270 2,9870

Ciprofloxacino -31,96333* 1,59736 ,000 -37,2204 -26,7063

Extracto
hidroalcohól
ico al 15%

Etanol 70% -1,26000 1,59736 ,928 -6,5170 3,9970

30% -1,40333 1,59736 ,898 -6,6604 3,8537

45% -3,53000 1,59736 ,251 -8,7870 1,7270

Ciprofloxacino -33,22333* 1,59736 ,000 -38,4804 -27,9663

Extracto
hidroalcohól
ico al 30%

Etanol 70% ,14333 1,59736 1,000 -5,1137 5,4004

15% 1,40333 1,59736 ,898 -3,8537 6,6604

45% -2,12667 1,59736 ,680 -7,3837 3,1304

Ciprofloxacino -31,82000* 1,59736 ,000 -37,0770 -26,5630

Extracto
hidroalcohól
ico al 45%

Etanol 70% 2,27000 1,59736 ,629 -2,9870 7,5270

15% 3,53000 1,59736 ,251 -1,7270 8,7870

30% 2,12667 1,59736 ,680 -3,1304 7,3837

Ciprofloxacino -29,69333* 1,59736 ,000 -34,9504 -24,4363

Ciprofloxaci
no

Etanol 70% 31,96333* 1,59736 ,000 26,7063 37,2204

15% 33,22333* 1,59736 ,000 27,9663 38,4804

30% 31,82000* 1,59736 ,000 26,5630 37,0770

45% 29,69333* 1,59736 ,000 24,4363 34,9504

Fuente: Datos estadísticos
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En la tabla 7. Se observa el análisis para comparaciones múltiples, donde muestra

la Sig. (0,000) menor a 0,05, existen diferencias significativas en las diferentes

concentraciones aplicadas 15 %, 30 % y 45 % del extracto hidroalcohólico de

Equisetum giganteum L. (cola de caballo).

DECISIÓN: El extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo)

presenta efecto antibacteriano in vitro en todas las concentraciones aplicadas frente

a la cepa de Salmonella enteritidis ATCC 14028 de manera que, se acepta la

segunda hipótesis especifico de la investigación.

Tabla 8. Análisis de Prueba de Tukey para Salmonella enteritidis ATCC
14028

Actividad antibacteriana frente a Salmonella enteritidis ATCC 14028
HSD Tukeya

Antibacterianos N
Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 15%

3 8,2500

Etanol 70% 3 9,5100

Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 30%

3 9,6533

Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 45%

3 11,7800

Ciprofloxacino 3 41,4733
Sig. ,251 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Datos estadísticos

En la tabla 8. Se observa en la Prueba de Tukey, donde la concentración al 15 %

forma un halo de inhibición menor (8,2500 mm) seguido el etanol 70 % (9,5100

mm), mientras que la concentración al 45 % obtuvo (11,7800 mm) como también

ciprofloxacino que alcanzó un halo inhibitorio mayor de (41,4733 mm).

DECISIÓN: Se tiene evidencia estadísticamente para afirmar que ciprofloxacino

presentó mayor efecto antibacteriano en comparación con el extracto

hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) en sus diferentes
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concentraciones que obtuvo menor formación de halos inhibitorios frente a cepa de

Salmonella enteritidis ATCC 14028.

Fuente: Datos estadísticos

Gráfico N° 1. Promedio de los halos de inhibición en (mm) en relación a los
grupos de ensayo del extracto hidroalcohólico frente a Salmonella

enteriditis

INTERPRETACIÓN:

En el gráfico de columnas muestra la comparación entre los grupos de ensayo del

estudio, se observa importante efecto antibacteriano del ciprofloxacino que formó

halo de inhibición notablemente alto (41,47 mm) en relación con las

concentraciones de 15 %, 30 % y 45 % del extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) sobre las cepas de Salmonella enteritidis ATCC

14028. Por consiguiente, asevera la prueba de Tukey.
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Tabla 9. Análisis de varianza (ANOVA) para Shigella dysenteriae ATCC 13313

ANOVA
Actividad antibacteriana frente a Shigella dysenteriae ATCC 13313

Suma de

cuadrados gl

Media

cuadrática F Sig.

Entre grupos 2486,179 4 621,545 634,756 ,000

Dentro de grupos       9,792 10        ,979

Total 2495,971 14

       Fuente: Datos estadísticos

En la tabla 9, se aprecia en la prueba de ANOVA, donde el valor de sig. es 0.00

entre los grupos de ensayo esto indica que existen diferencias significativas. (P-

valor es menor que 0.05). Por lo tanto, se rechaza la hipótesis nula (Ho) y se acepta

la hipótesis (H1).

DESICION: En definitiva, existe evidencia estadística significativa para indicar que

el extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) presenta

efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Shigella dysenteriae ATCC 13313.

Tabla 10. Comparación múltiple para Shigella dysenteriae ATCC 13313

Comparaciones múltiples
Variable dependiente: Actividad antibacteriana frente a Shigella dysenteriae ATCC 13313

HSD Tukey

(I)
Antibacterianos

(J)
Antibacteriano
s

Diferencia
de medias (I-

J)
Desv.
Error Sig.

Intervalo de
confianza al 95%

Límite
inferior

Límite
superior

Etanol 70% 15% -2,50667 ,80795 ,067 -5,1657 ,1524

30% -4,04333* ,80795 ,004 -6,7024 -1,3843

45% -5,60333* ,80795 ,000 -8,2624 -2,9443

Ciprofloxacino -34,89000* ,80795 ,000 -37,5490 -32,2310

Extracto
hidroalcohólico
al 15%

Etanol 70% 2,50667 ,80795 ,067 -,1524 5,1657

30% -1,53667 ,80795 ,375 -4,1957 1,1224

45% -3,09667* ,80795 ,022 -5,7557 -,4376

Ciprofloxacino -32,38333* ,80795 ,000 -35,0424 -29,7243

Etanol 70% 4,04333* ,80795 ,004 1,3843 6,7024

15% 1,53667 ,80795 ,375 -1,1224 4,1957
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Extracto
hidroalcohólico
al 30%

45% -1,56000 ,80795 ,362 -4,2190 1,0990

Ciprofloxacino -30,84667* ,80795 ,000 -33,5057 -28,1876

Extracto
hidroalcohólico
al 45%

Etanol 70% 5,60333* ,80795 ,000 2,9443 8,2624

15% 3,09667* ,80795 ,022 ,4376 5,7557

30% 1,56000 ,80795 ,362 -1,0990 4,2190

Ciprofloxacino -29,28667* ,80795 ,000 -31,9457 -26,6276

Ciprofloxacino Etanol 70% 34,89000* ,80795 ,000 32,2310 37,5490

15% 32,38333* ,80795 ,000 29,7243 35,0424

30% 30,84667* ,80795 ,000 28,1876 33,5057

45% 29,28667* ,80795 ,000 26,6276 31,9457

           Fuente: Datos estadísticos

En la tabla 10. Se observa en comparación múltiple donde mostró sig. (0.000)

menor a 0.05 en todas las concentraciones aplicadas 15 %, 30 % y 45 % del

extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo).

DECISIÓN: Se evidencia diferencia significativa estadísticamente en todas las

concentraciones aplicadas, por lo tanto, el extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la

cepa de Shigella dysenteriae ATCC 13313. Por lo que se acepta la segunda

hipótesis especifico de la investigación.

Tabla 11. Análisis de prueba de tukey para Shigella dysenteriae ATCC 13313.

Actividad antibacteriana frente a Shigella dysenteriae ATCC 13313
HSD Tukey

Antibacterianos N
Subconjunto para alfa = 0.05

1 2 3 4 5
Etanol 70% 3 6,5433
Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 15%

3 9,0500

Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 30%

3 10,5867

Extracto hidroalcohólico de
Equisetum giganteum 45%

3 12,1467

Ciprofloxacino 3 41,4333
Sig. ,067 ,375 ,362 1,000 1,000

     Fuente: Datos estadísticos
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En la tabla 11. Se estima en la Prueba de Tukey, donde etanol 70 % formó un halo

de inhibición menor (6,5433 mm) seguido la concentración al 15 % (9,0500 mm),

mientras que la concentración al 45 % (12,1467 mm) y ciprofloxacino formó un halo

de inhibición notablemente mayor de (41,4333 mm).

DECISIÓN: Se tiene evidencia estadísticamente para afirmar que ciprofloxacino

presentó mayor efecto antibacteriano en comparación con el extracto

hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) en sus diferentes

concentraciones que obtuvo menor formación de halos inhibitorios frente a cepa de

Shigella dysenteriae ATCC 13313.

Fuente: Datos estadísticos

Gráfico n° 2. Promedio de los halos de inhibición en (mm) en relación a los
grupos de ensayo del extracto hidroalcohólico frente a Shigella dysenteriae
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INTERPRETACIÓN:

En el gráfico de columnas muestra la comparación entre los grupos de ensayo del

estudio, se observa importante efecto antibacteriano del ciprofloxacino que formó

halo de inhibición notablemente alto (41,47 mm) en relación con las

concentraciones de 15 %, 30 % y 45 % del extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) sobre las cepas de Shigella dysenteriae ATCC

13313.  Por consiguiente, asevera la prueba de Tukey.

Tabla 12. Escala Duraffourd del extracto hidroalcohólico cola de caballo
frente a las cepas

GRUPOS
Salmonella enteritidis

ATCC 14028
Shigella dysenteriae

ATCC 13313

Ciprofloxacino 5 µg +++ +++

Etanol 70 % + -

15 % + +

30 % + +

45 % + +

 Fuente: Registro de recolección de datos

     LEYENDA:

- Nula (-)

- Sensible (+)

- Muy sensible (++)

- Sumamente sensible (+++)

En la tabla 12. En el análisis cualitativo según la escala Duraffourd se observa la

sensibilidad del extracto hidroalcohólico  de Equisetum giganteum L. (cola de

caballo), a diferentes concentraciones de 15 %, 30 % y 45 % presentan promedios

de halos de inhibición considerables frente a cepas de Salmonella enteritidis ATCC

14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313, se ubica como “Sensible” (+), mientras
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que el control positivo ciprofloxacino presenta inhibición de crecimiento

antibacteriano “Sumamente sensible” (+++).
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IV. DISCUSIÓN

4.1  Discusión de resultados

En el análisis de la marcha fitoquímica nos permitió determinar los metabolitos

secundarios principales, como se muestra en la Tabla 4, se puede apreciar que

en el extracto hidroalcohólico de cola de caballo, la presencia de flavonoides,

saponinas, alcaloides y taninos. Los resultados que se obtuvieron tienen

semejanza al estudio farmacognóstico que realizó Peláez Y, et al (2018)19.

Al evaluar el efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L. en distintas concentraciones, por el método de (Kirby-Bauer) se

evidenció la susceptibilidad frente a cepas de Salmonella enteritidis ATCC

14028 y Shigella dysenteriae ATCC 13313. Según la medición de los halos de

inhibición del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. al 15 %, 30

% y 45 % posee efecto antibacteriano, esta descripción concuerda con los

resultados obtenidos de la investigación de Algarate S, et al (2019)17 y Cáceres

K. (2018)18  donde determinaron la actividad de la especie de Equisetum frente

a Escherichia coli y Streptococcus mutans respectivamente que a

concentraciones similares presentó capacidad inhibitoria sobre el crecimiento

bacteriano.

En la tabla 6 se estima la prueba de análisis de varianza (ANOVA) donde se

compara las medias de los grupos, datos obtenidos en los ensayos del extracto

hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. frente  a Salmonella enteritidis

ATCC 14028 dicha prueba encontró p-valor menor al nivel de significancia alfa

de 0.05. Por lo tanto, existe evidencia estadística significativa para indicar que

el extracto presenta efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Salmonella

enteritidis ATCC 14028, los resultados detallados presentan relación con el

estudio realizado por Paiba J, Pérez K, (2019)50 y Calsin Y, (2017)54 evaluaron

la actividad antibacteriana de dicha especie frente a cepas de Staphylococcus

aureus y Escherichia coli los cuales se demostraron mediante las pruebas de

análisis de varianza.
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En la tabla 7 se efectúo la prueba de comparaciones múltiples analizando por

grupos emparejados, para su determinación cuál de los grupos estudiados

tienen diferencias significativas, se evidencia que en las comparaciones de

ciprofloxacino 5 µg  con etanol 70 % y las concentraciones al 15 %, 30 % y 45

% de extracto todos estos grupos presentan diferencia significativa, por lo que

se acepta la hipótesis de la investigación, es decir, el extracto hidroalcohólico

de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) presenta efecto antibacteriano in

vitro frente a la cepa de Salmonella enteritidis ATCC 14028, teniendo en cuenta

la diferencia significativa de la prueba de análisis de varianza, prueba de Tukey

realizados en la investigación de Calsin Y, (2017)54 donde evaluó la actividad

antibacteriana de la especie Equisetum frente a cepa de Escherichia coli.

En la tabla 9 se aprecia la prueba de ANOVA donde el valor de sig. resultó 0.00

entre los grupos de datos obtenidos en los ensayos del extracto hidroalcohólico

de Equisetum giganteum L. frente a Shigella dysenteriae esto indica que existen

diferencias significativas. (p-valor es menor que 0.05). Por consiguiente, incluye

la evidencia estadística significativa para indicar que el extracto hidroalcohólico

de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) presenta efecto antibacteriano in

vitro frente a cepas de Shigella dysenteriae ATCC 13313, considerando los

resultados similares en la investigación de Paiba J, Pérez K, (2019)50 y Calsin

Y, (2017)54 que se estimó en las pruebas de análisis de varianza.

En la tabla 10 se observa al analizar en grupos emparejados mediante el

análisis de comparaciones múltiples donde muestra la sig. 0.00 menor a 0.05

en todas las concentraciones de extracto 15 %, 30 % y 45 % comparado con

ciprofloxacino existe diferencia significativa, así mismo en la comparación de

etanol 70 % con las concentraciones del extracto al 30 % y 45 % y

ciprofloxacino, como también en las comparaciones entre las concentraciones

del extracto de 15 % con 45 % presentan diferencia significativa

estadísticamente, por consiguiente se  acepta la hipótesis de la investigación,

es decir, el extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum (cola de caballo)

presenta efecto antibacteriano in vitro frente a la cepa de Shigella dysenteriae

ATCC 13313, por lo mismo contribuyen las investigaciones que se realizaron

por Paiba J, Pérez K, (2019)50 y Calsin Y, (2017)54.
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En la tabla 8 y 11 muestran los estudios realizados en la prueba de Tukey, la

actividad del extracto de Equisetum giganteum L. (Cola de caballo) sobre las

cepas de Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae, nos lleva a considerar

que a menores  concentraciones de extracto  presentan mínima formación de

halos de inhibición a mayores concentraciones del extracto forman mayor halo

de inhibición como se observó la concentración del extracto al 45 % frente a la

cepa de  Shigella dysenteriae formando un halo de inhibición (12,15 mm), en

cambio el ciprofloxacino 5 µg mostró una diferencia significativa notoria de su

actividad con halo de inhibición (41,45 mm) frente a  cepas de Salmonella

enteritidis.  Con lo cual confirmamos con los resultados que se observa en los

gráficos n° 1 y n° 2 la diferencia relativa entre los grupos de ensayo aplicados

en el estudio determina que el extracto de Equisetum giganteum L. posee

efecto antibacteriano frente a las cepas bacterianas empleadas, el presente

trabajo contribuye y presentan relación con la investigación realizada por

Algarate S, et al (2019)17 y Cáceres K. (2018)18 .

En la tabla 12 mediante la Escala Duraffourd se estimó el comportamiento

inhibitorio del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. a diferentes

concentraciones sobre Salmonella enteritidis y Shigella dysenteriae, así como

los grupos control negativo y positivo, se aprecia como bacterias sensibles al

extracto hidroalcohólico, sostiene un comportamiento creciente dependiente de

la  concentración del extracto por encima de halos de inhibición de 8,25 mm y

debajo  de 12,15 mm, sin embargo el ciprofloxacino 5 µg mostró una diferencia

notoria de su efecto con halo de inhibición de 41,45 mm, mientras el etanol 70

% se mantuvo sobre un halo de 8.03 mm de diámetro. Cáceres K. (2018)

determinó según los resultados obtenidos en su investigación en la escala de

Duraffourd a concentraciones de 10 y 25 % fue nula (-), pero a concentraciones

de 50 y 100 % presentó como sensible (+), por lo tanto, el efecto antibacteriano

está presente en concentraciones mayores teniendo un halo de inhibición de

9,93 mm y 12,23 mm respectivamente.
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4.2  Conclusiones

Los estudios realizados en el presente trabajo nos permiten llegar a las

siguientes conclusiones:

- Mediante el análisis fitoquímico cualitativo se identifica metabolitos

secundarios del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola

de caballo) tal como flavonoides, saponinas, alcaloides, taninos catéquicos

y antraquinonas, responsables del efecto antibacteriano, existe posible

efecto de sinergia entre los metabolitos secundarios debido a su interacción

positiva.

- En la evaluación del extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L.

(cola de caballo) mediante la metodología de Kyrby – Bauer, presenta halos

inhibitorios demostrando su efectividad antibacteriana en las diferentes

concentraciones frente a cepas Salmonella enteritidis ATCC  14028  y

Shigella dysenteriae ATCC 13313.

-  El extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) a

concentración de 15 %, 30 % y 45 % presenta efecto antibacteriano frente

a cepa de Salmonella enteritidis ATCC 14028 obteniendo halos de

inhibición de 8,25 mm, 9,65 mm y 11,78 mm y Shigella dysenteriae ATCC

13313 obtuvo halos de inhibición importantes de 9,05 mm, 10,59 mm y

12,15 mm respectivamente, cabe precisar a mayor concentración mostró

mayor efecto antibacteriano.

- El efecto antibacteriano del extracto hidroalcohólico de Equisetum

giganteum L. (cola de caballo) en sus diferentes concentraciones no superó

el efecto en comparación con ciprofloxacino 5 µg que presentó halos

inhibitorios notablemente altos como 41,47 mm y 41,43 mm frente a las dos

cepas bacterianas empleadas en el estudio.
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4.3  Recomendaciones

- Se deben realizar investigaciones más profundas, separar y caracterizar los

metabolitos secundarios encontrados en el extracto hidroalcohólico y así

determinar qué sustancias brindan el efecto antibacteriano.

- Realizar estudios de comparación sobre el efecto antibacteriano del

extracto hidroalcohólico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo),

considerando muestras de distintos lugares de procedencia, así mismo de

distintas partes de la planta utilizada, en comparación con la presente

investigación.

- Teniendo en cuenta la presencia de metabolitos secundarios como son

flavonoides, saponinas y alcaloides en la especie Equisetum giganteum L.

(cola de caballo), esta puede utilizarse en estudios posteriores para la

formulación de productos farmacológicos con fines de industrialización e

innovación tecnológica.
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ANEXO A. OPERACIONALIZACIÓN DE LAS VARIABLES

VARIABLES

Tipo de
variable

DEFINICIÓN
CONCEPTUAL

DEFINICIÓN
OPERACIONAL DIMENSIONES INDICADORES N°

ITEM
VALOR
FINAL

CRITERIO
S

VARIABLE
INDEPENDIE

NTE
El extracto
hidroalcohólico
de Equisetum
giganteum
(cola de
caballo).

Cualitati
vo

Utilizando
alcohol de 70 ° y
vegetales, se
pueden utilizar
como
insecticidas,
fungicidas,
desinfectantes y
repelentes de
insectos según
las plantas que
se utilicen para
su preparación;
el alcohol puede
extraer las
características
de los
vegetales.

El extracto
hidroalcohólico
es un modo
práctico para
concentrar y
obtener
constituyentes
activos
sintetizados por
plantas. Los
extractos
hidroalcohólicos
ayudan a extraer
sustancias que
ejercen
determinadas
actividades en
nuestro
organismo.

Tamizaje
fitoquímico

Presencia de
metabolitos
secundarios

5

++++
Abundante
+++
Moderado
++   Leve
+
Escaso
- Ausente

Rango de
presencia
o ausencia

Diluciones del
extracto
hidroalcohólico

Concentracion
es específicas 3

45 %
30 %
15 %

Concentra
ción final
después
de la
dilución

VARIABLE
DEPENDIENT

ES
Efecto
antibacteriano.

Cuantita
tivo

Grupo de
compuestos
químicas que
actúan sobre los
microorganismo
s, destruyen o
inhiben su
crecimiento y
provocan
diferentes
enfermedades
causadas por
microorganismo
s.

La actividad
antibacteriana.
El método Kirby
Bauer nos
ayudará a
evaluar la
actividad
antibacteriana
del extracto
hidroalcohólico
de Equisetum
giganteum (cola
de caballo)
frente a
bacterias.

Inhibición del
crecimiento
bacteriano

Halo de
inhibición (mm). 2

-
Crecimient
o        -Sin
crecimient
o

Evidencia
de

inhibición
de

crecimien
to
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ANEXO B. INSTRUMENTOS DE RECOLECCIÓN DE DATOS

Tabla 3. Solubilidades del extracto hidroalcohólico

SOLVENTES RESULTADOS
N-hexano

Cloroformo

Etanol 96%

Acetato de etilo

Benceno

Agua destilada

Acetona

Etanol 70 %

LEYENDA:

(-) Insoluble

(+) Poco soluble

(++) Soluble

(+++) Muy soluble
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Tabla 4. Marcha fitoquímica del extracto hidroalcohólico

IDENTIFICACIÓN DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos Secundarios Reactivos Resultados

Compuestos fenólicos Rvo.  FeCl3 5%

Taninos catéquicos Rvo. Acetato de Pb

Flavonoides Rvo. AlCl3

Esteroides y triterpenoides Rvo. Liebermann
Burchard

Cardenólidos Rvo. Baljet

Alcaloides
Rvo. Dragendorff

Rvo. mayer

Antraquinonas Rvo. Borntrager

Saponinas Met. Espuma

Donde:

(-) Ausente

(+) Leve

(++) Moderado

(+++) Abundante
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Tabla 5. Actividad antibacteriana del extracto hidroalcohólico

CEPAS Salmonella enteritidis
ATCC 14028

Shigella dysenteriae
ATCC 13313

Concentración del
extracto

hidroalcohólico
(%)

Halos de inhibición (mm)

N X N X

1 2 3 1 2 3

45

30

15

n: número de ensayos microbiológicos

X: promedio
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ANEXO C. CERTIFICADO BOTÁNICO DE Equisetum giganteum L.
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ANEXO D. CERTIFICADO DEL LABORATORIO T.I.P.I.N SRL.



46

 ANEXO E. CONSTANCIA DEL LABORATORIO LAASA LAB
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ANEXO F. CERTIFICACIÓN DE LA CEPA DE Shigella dysenteriae.
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ANEXO G. CERTIFICACIÓN DE LA CEPA DE Salmonella enteritidis.
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ANEXO H: EVIDENCIAS FOTOGRÁFICAS DEL TRABAJO DE CAMPO

Obtención de la muestra de las partes aéreas de Equisetum giganteum (cola
de caballo)

Fotografía n° 1, 2 y 3 lavado, trituración y el pesado de la muestra de
Equisetum giganteum L.

Fotografía n° 4, 5 y 6 maceración, filtrado de la solución y preparación
para la deshidratación.
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Fotografía n° 7, 8 evaporación de la solución en estufa y obtención del
extracto seco (melcocha)

Fotografía n° 9, 10 preparación de las concentraciones del extracto
hidroalcohólico al 15 %, 30 % y 45 %
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Materiales y reacciones del proceso de la solubilidad del extracto de
Equisetum giganteum l.

Fotografía n° 11 reactivos para la prueba de solubilidad

Fotografía n° 12 resultados obtenidos del proceso de solubilidad
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Resultados del tamizaje fitoquímica del extracto hidroalcohólico
(cola de caballo).

Fotografía n° 13

 SAPONINAS-ESPUMA (+++)

                 Fotografía n° 14

  FLAVONOIDES-Rvo. AlCl3 (+++)

 (Presenta cambio verde oscuro-negro)

Fotografía n° 15

  ALCALOIDES-Rvo. Meyer (++)

                                                                                     (Presenta precipitado)
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Proceso de ensayo microbiológico, análisis de sensibilidad sobre los
cultivos para determinar el efecto antibacteriano.

Fotografía n° 16 material requerido disponible en mesa de trabajo
previamente desinfectado

Fotografía n° 17, 18 kwik-stik contenidos con los pallets de cepas
liofilizados
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ENSAYO MICROBIOLÓGICO

Fotografía n° 19

Hidratación de la Cepa con la
solución hidratante que viene en el
tubo de cepa liofilizada a través
del hisopo del mismo.

Fotografía n° 20

Rotulación de cada una de las
placas a ser utilizadas, con los
datos completos como son el
número de placa, concentración
del extracto, y la fecha de
realización del ensayo.

Fotografía n° 21

Dilución de cepa en tubos de
ensayo con  solución salina (NaCl
al 0,9 %), se incuba por 15
minutos a 37°C.
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Fotografía n° 22

Sembrado en las placas de Agar
Mueller-Hinton, en superficie, se
incuba por 10 minutos.

Fotografía n° 23, 24

Se sumerge los discos para ser
embebidos con el extracto
hidroalcohólico de diferentes
concentraciones a trabajar.

Fotografía n° 25, 26

Aplicación de 5 discos embebidos
en cada placa, después de 15
minutos las placas que se dejó
reposar en la mesa de trabajo.
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Fotografía n° 27

Formación de los halos de
inhibición de cinco discos
embebidos con el extracto
aplicados en placa Petri.

Fotografía n° 28, 29

Se midió en milímetros el área
inhibitoria mediante un
calibrador vernier digitalizado
para obtención de datos.

Fotografía n° 20, 31

Se midieron las áreas al
rededor del disco que
muestran los halos
inhibitorios, se realizó la
comparación con  escala de
Duraffourd.


