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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion se realiz6 debido a que en el Peru se ha
podido evidenciar que uno de los problemas mas comunes dentro de la
cavidad oral, es la periodontitis, manifestindose como una reaccion
inflamatoria producida por diversos microorganismos, entre ellos la
porphyromona gingivalis, dejando ciertas alteraciones irreparables. Con la
finalidad de poder contribuir un tratamiento alternativo se realizo el estudio
experimental donde se comprueba el efecto antibacteriano del extracto
etandlico del Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) sobre la

Porphyromonas gingivalis.

Cabe informar que nuestra poblacién estuvo conformada por 36 placas petri,
cada una de ellas con cepa de Porphyromonas gingivalis, divididas en 3
grupos (12 placas con nuestro extracto de equisetum giganteum, 12 placas de
control positivo con clorhexidina al 0.12% y 12 placas de control negativo con

el agua destilada.

El efecto logrado del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. al 25%

fue nulo y al 100% un resultado sensible.

Se comprobo que el extracto etandlico al 100% a las 24 horas presento halos
de 13.50 mm a comparacion con la clorhexidina al 0,12%, que tuvo halos de

tamano de 12.50 mm.

A las 48 horas nos muestra que el extracto etandlico al 100% sigue
presentando mejor resultados con halos de tamafio de 13.80 mm, a diferencia
de la clorhexidina al 0,12%, con diametros de halos de 12.50 mm.

Palabras claves: cola de caballo, Porphyromona Gingivalis, Extracto

Etandlico.



ABSTRACT

The present research work was carried out because in Peru it has been
possible to show that one of the most common problems within the oral cavity
is periodontitis, manifesting itself as an inflammatory reaction produced by
various microorganisms, including porphyromona gingivalis, leaving certain
irreparable alterations. In order to contribute an alternative treatment, an
experimental study was carried out where the antibacterial effect of the
ethanolic extract of Equisetum Giganteum L. (horsetail) on Porphyromonas

gingivalis was verified.

It should be noted that our population consisted of 36 petri dishes, each with
the Porphyromonas gingivalis strain, divided into 3 groups (12 plates with our
extract of equisetum giganteum, 12 positive control plates with 0.12%

chlorhexidine and 12 plates of negative control with distilled water.

The effect achieved from the ethanolic extract of Equisetum Giganteum L. at
25% was null and at 100% a sensitive result.

It was found that the 100% ethanolic extract at 24 hours presented halos of
13.50 mm in comparison with the 0.12% chlorhexidine, which had halos of size
of 12.50 mm.

After 48 hours, they show us that the 100% ethanolic extract continues to
show better results with halos of size 13.80 mm, unlike chlorhexidine at 0.12%,

with diameters of halos of 12.50 mm.

Key words: horsetail, Porphyromona Gingivalis, Ethanolic Extract.
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INTRODUCCION

En el Perd segun las investigaciones realizadas se ha podido comprobar que
hay gran variedad de plantas medicinales, aproximadamente tenemos como

4400 especies, lo cual la mayor cantidad se encuentra en la parte Andina.t

la misma OMS reconoce que los paises en crecimiento, el 80% de la poblacion
acuden para una atencion primaria a la medicina tradicional. Investigaciones
gue se han realizado en los ultimos afios brindan atencién en la medicina y
estomatologia proponiendo como alternativa a las plantas medicinales entre
ellos la cola de caballo.?

El Equisentum giganteum L. es una planta silvestre sumamente usada como
planta medicinal desde épocas muy antiguas. Una alternativa que nos brinda
sus componentes de esta especie vegetal es producir un resultado diurético,
sin generar grandes cantidades de perdida de electrolitos que puedan generar
un problema patolégico.2¢

Frente a esta situacion nos formulamos esta pregunta:

¢, Qué efecto antibacteriano in vitro tiene el extracto etandlico de Equisetum

giganteum L (cola de caballo), frente a la cepa de Porphyromona gingivalis?

Bajo este propdsito la presente investigacion que lleva por titulo “Estudio in
vitro del Efecto Antibacteriano del Extracto Etandlico de Equisetum giganteum
L. (cola de caballo) frente a cepas de Porphyromona Gingivalis” tuvo como
finalidad determinar la efectividad antibacteriana del extracto etandlico del

Equisetum Giganteum L, sobre la cepa de Porphyromona Gingivalis.

xii



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1.1. Descripcion de larealidad problematica

Segun investigaciones en el Perd hay gran abundancia de plantas
medicinales, tenemos aproximadamente 4400 especies, que tienen usos
conocidos por los pobladores, la mayor parte lo encontramos en la region

andina.l

La Organizaciéon Mundial de la Salud ha creado una Oficina de medicinas
tradicionales, considerando que alin estdn muy poco reglamentadas.?

La Porphyromona gingivalis, bacilo gram negativo que predomina en la piorrea
cronica, asi como en diferentes formas de nosologia periodontales, lo hacen
sumamente agresiva, encontrando las condiciones para su desarrollo en el
surco gingival interactuando con el huésped, ocasionando una destruccion
lenta pero persistente de los tejidos del periodonto, Segun estudios Tambien
se a podido encontrar que es un factor de riesgo para nosologia sistémica

inflamatorias.?2

Las patologias gingivales y periodontales son la causa del sangrado y la
destruccion de tejido de soporte dentario, lo cual siempre vamos a ver

relacionado con el depésito de placa y célculo dental.*!

Se ha demostrado la gran eficacia antimicrobiana que tienen los enjuagues a

base de extractos esenciales y no han presentado efectos adversos.©

Las hojas y tallos de la cola de caballo estan conformados por abundancia de
alcaloides. Esta planta presenta diversos compuestos quimicos que son
usados como medicina. Presenta altos contenidos minerales como: Silicato,
calcio, potasio y también presenta altos beneficios diuréticos mediante el uso
por via oral. Es recetada también en el cuidado de tejidos de la conjuntiva,

tratamientos de poélipos, epistaxis, sangrado,®%? cicatrizante, tratamientos
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dermatolégicos, antidiarreico, nosologia hepaticas, Sistema digestivo, tracto
respiratorio y sangrados internos.>!

El propésito de la investigacion es lograr demostrar y dar a conocer
cientificamente el resultado antibacteriano del extracto etandlico del
Equisetum giganteum L (cola de caballo) sobre la bacteria patdogena

Porphyromonas gingivalis ya que tiene grandes ventajas.

1.2. Formulacion del problema
1.2.1. Problema Principal

¢, Qué efecto antibacteriano tiene el extracto etandélico de Equisetum giganteum

L (cola de caballo), frente a la cepa de Porphyromona gingivalis?

1.2.2. Problema Secundario

¢ Cuél es la concentracion con mayor efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) en los porcentajes
25%,50%,75% y 100%, frente a la cepa de Porphyromona Gingivalis?

¢Cuél es el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 100% a las 24 horas frente a la cepa de
Porphyromona Gingivalis?

¢Cual es el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 100% a las 48 horas frente a la cepa de
Porphyromona Gingivalis?

1.3. Objetivos de la investigacién

1.3.1. Objetivo General

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum giganteum

L (cola de caballo), frente a la cepa de Porphyromona gingivalis.

18



1.3.2. Objetivos Especificos

-Determinar la concentracion con mayor efecto antibacteriano del extracto
etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) en los porcentajes al
25%,50%,75% y 100% frente a la cepa de Porphyromona Gingivalis.

- Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etanolico al 100% a las 24 horas
frente a las Porphyromonas gingivalis.

- Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% a las 48 horas
frente a las Porphyromonas gingivalis.

1.4. Justificacion de la investigacion

Hay variedades de plantas medicinales en el Peru lo cual pueden ser una
alternativa de solucién y se han usado desde tiempos muy antiguos por la
potencia curativa que presenta, se ha convertido en una opcidon de
tratamientos a la diversidad de dificultades patolégicos que altera a los
habitantes.

Segun las investigaciones que se viene realizando sobre el Equisetum
giganteum L nos brinda muchas propiedades para diversas patologias, pero
en esta investigacion nos vamos a centrar en la cavidad oral, en cédmo puede

esta planta actuar frente a las Porphyromonas gingivalis.

1.4.1 Importancia de lainvestigacion

El estudio aporta a la ciencia informacion sobre las plantas medicinales y
transforma los conocimientos empiricos a informacion cientifica mediante el
estudio de investigacion, como es el caso que se desarrollé en el presente
trabajo, ofreciendo una alternativa de acuerdo con las posibilidades

econdémicas de cada paciente.

Con la investigacion se permitird demostrar si la planta elegida para nuestro
estudio posee efecto antibacteriano y puede ser usado en tratamientos

alternativos; incentivando a obtener nuevos resultados en el uso de la
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medicina tradicional para obtener efectos curativos y poder actuar frente
infecciones atacadas por bacterias que afligen a la poblacién y evitando que

puedan conducir a complicaciones mas graves.

Contribuir en la elaboracion de diferentes productos naturales que van a

brindar una disyuntiva comercial en nuestro pais y de exportacion.

En caso econ6mico podriamos encontrar la solucion para combatir a esta

bacteria a un costo moderado y al alcance de todas las personas.

1.4.2. Viabilidad de la investigacion

La investigacién es viable ya que presenta todos los requisitos institucionales
para poder ejecutarla, en este caso la cepa de Porphyromona fue adquirida a
través del laboratorio GEN LAB DEL PERU.

El experimento se ejecutara dentro del laboratorio de la universidad Alas
Peruanas, escuela profesional de Estomatologia, sede Lima, ya que present6
los recursos fisicos, materiales e instrumentales en la cual permitia llevar a

cabo el estudio.

1.5. Limitaciones de la investigacion
Una de las limitaciones fue la disponibilidad del laboratorio, por motivos

académicos de la universidad, en lo cual se pidio el permiso necesario.

Entre otras de las limitaciones que tuvimos fue el tiempo de importacion, no se
consiguio rapido las cepas de Porphyromonas gingivalis; ya que es una cepa
que no todos los laboratorios lo importan y el periodo de importacién fue de 45
dias, por intermedio del laboratorio GEN LAB DEL PERU.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes de la investigacion

-Antecedentes Internacionales

ALAVARSE R, SALDANHA L, ALMEIDA N, PORTOS V, DOKKEDAL A,
LARA VANESSA. (2015)

Realizaron una investigacion de la esencia de Equisetum giganteum L. (cola
de caballo gigante) frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coliy C.
albicans. Para determinar la actividad antimicrobiana, antiinflamatoria e
influencia en la adherencia fungica a la superficie de la resina acrilica
polimerizada por calor.El extracto de Equisetum giganteum a concentraciones
mas elevadas (50 mg / ml) obtuvo como resultado de actividad antimicrobiana,
contra todo los microbios probados: Escherichia coli, Staphylococcus aureus
y Candida albicans , se comprobo efectividad antiadherente en biofilms sobre
la Candida albicans en un patrén prueba que es parecido a la protesis dentales
y por ultimo todo los porcentajes probados indicarén actividad antiinflamatoria.
Es importante mencionar que la cepa con mas sensibilidad antimicrobiana fue
el Staphylococcus aureus; ya que a pruebas que realizaron con bajas
concentraciones de extracto de Equisetum giganteum L. (8 y 4 mg / ml)
observaron gque su actividad antimicrobiana frente a la cepa de Escherichia
colituvo como resultado una muerte entre el 54% y el 65%. Por estas
propiedades se puede llamar al extracto de Equisetum giganteum L. como una
alternativa prometedora para la cura, la precaucion de la candidiasis oral y la
estomatitis protésica. Los datos se expresan como la media + desviacion
estandar de al menos tres experimentos independientes, por triplicado. Los
datos se analizaron, cuando fue apropiado, por medio de la prueba ANOVA
unidireccional, ANOVA bidireccional o Kruskal-Wallis, seguida de la prueba
Tukey y Dunnett, StatSoft Inc., Tulsa, Consideramos p <0.05 como un nivel de

diferencia estadisticamente significativa.?°
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BORJA V. (2017)

Realizarén una investigation titulado efecto inhibitorio del extracto de
camomila, llantén y la combinaciéon de escencia de camomilla mas llantén
frente a cepa de Porphyromona gingivalis. El analisis fue realizado en treinta
placas petri cada una con porphyromona gingivalis, en su interior de cada
cultivo fue colocado discos blancos estériles absorbidos de cada extracto, se
tomo como control positivo la Clorhexidina al 0,12% y agua destilada como
control negativo. El exito logrado fue por parte de los 3 extractos frente a
Porphyromona gingivalis; logro demostrar resultados sumamente elevados
inhibitorios en la medicién de sus halos se adquirié un diametro de la zona de
inhibicion de 10,20mm para la solucion de camomilla, el extracto de llantén
logro 12,47mm, y la mezcla de escencia de camomilla mas llantén un promedio
de 16,57mm, presentando mas efecto inhibitorio para la mezcla de extracto de
manzanilla mas llantén, el control positivo que es la clorhexidina al 0.12% el
halo inhibitorio que presenta es de 17,50mm; obteniendo resultados parecidos
en los 2 Ultimos, respaldados por la prueba de andlisis Kruskall Wallis.*®

VILASECA C. (2011)

Evaluardn la actividad antibacteriana de dos infuisones estevia al 10% y cola
de caballo al 10% y tres antisépticos quimicos clorhexidina al 0,12%, triclosan
al 0,05% vy cloruro de cetilpiridinio al 0,05% en 150 adultos mayores de 18
afos, estudiantes de la Facultad de Odontologia (Universidad San Francisco
Xavier de Chuquisaca). Se conformarén 6 grupos cada uno de 25 personas
quienes recibieron un determinado antiséptico y un grupo probd agua destilada
(grupo control). Se evalud la eficacia de cada compuesto a los 5 y 60 minutos
de su administracion. La infusion de estevia al 10% redujo la carga microbiana
salival a los 5 minutos en un-70, 60% y a los 60 minutos su eficacia disminuyo
en un 55,02%. La eficacia de la estevia al 10% fue similar a la accion

antiséptica de la clorhexidina al 0,12% antiséptico que redujo la carga
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microbiana salival a los 5 minutos después de su administracion en un 75,01%
y a los 60 minutos en un 59,75%. Demostrandose que la infusién de estevia al
10% es mas eficaz que el triclosan y cloruro de cetilpiridinio ambos al 0,05%.
La infusion de cola de caballo al 10% redujo la carga microbiana salival a los
5 minutos en un 49,97% y a los 60 minutos su eficacia disminuydé en un
37,81%. La eficacia de la infusion de cola de caballo al 10% fue similar a la
detectada por el cloruro de cetilpiridinio al 0,05% (54,32% y 32,05% a los 5y
60 minutos respectivamente). Todos los antisépticos evaluados resultaron ser
eficaces para reducir la carga microbiana salival y mantener su actividad
antibacteriana hasta los 60 minutos (poder de sustantividad) comparada con
el agua destilada que fue la solucién control. Las infusiones de estevia al 10%
y cola de caballo al 10% resultaron tener similares propiedades antisépticas
que los compuestos quimicos, constituyéndose estas infusiones en opciones

como métodos antisépticos para el control de la flora microbiana bucal.*®
-Antecedentes Nacionales
ALGARATE S, CIEZA C (2019)

Esta investigacion usd 3 cepas de Escherichia coli ATCC y 12 cepas de
Escherichia coli BLEE, donde se prob6 con 6 densidades diferentes del
extracto acuoso de Equisentum giganteum L. (100, 50, 25, 12,5, 6,25y 3,13);
y tres repeticiones. El resultado antimicrobiano de la esencia acuoso de
Equisetum giganteum frente a las cepas Escherichia coli BLEE y Escherichia
coli ATCC se hizo con el procedimiento de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por macrodilucién en caldo. De 9 observaciones sobre Escherichia coli,
6 fueron inhibidos a una concentracion de 25 %; y de las 36 observaciones
sobre las cepas de Escherichia coli BLEE 13 fueron enfrentadas a una
concentracion de 50%. Las cepas presentaron un resultado inhibitorio no
diferenciado (p<0,05), frente a la esencia acuoso de Equisetum giganteum L.

Se aplico el analisis de diferencia de muestras independientes no paramétrico
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U Mann Whitney y Kruskal Wallis. Logrando demostrar que la esencia acuoso
de Equisetum giganteum L. tiene un efecto antibacteriano frente a las cepas
de Escherichia coli ATCC y Escherichia coli BLEE.*°

CALSIN Y (2017)

Hicierobn una investigation sobre la actividad antimicrobiana del aceite
esencial y extracto etandlico de equisetum arvense
“‘cola de caballo” frente a escherichia coli ATCC 25922 y candida
albicans, comparado con los farmacos gentamicina y fluconazol; los resultados
obtenidos frente a la sensibilidad antimicrobiana, se comprobé con el método
de Kirby-bauer a dosis de 1
microlitro, 5 microlitro, 10 microlitro, 25 microlitro, 35 microlitro, 50 microlitro de
aceite esencial y extracto etandlico, utilizando como control positivo
antibioticos como la gentamicina y fluconazol. La sensibilidad antimicrobiana
de Escherichia coli ATCC 25922, frente al % de inhibicion del aceite esencial
y extracto etandlico de equisentum arvense a altas dosis (35 y 50 microlitro)
fue superior al control (Gentamicina 10 microgramo) con 57% y 27% sobre
dicho control, estos datos fueron respaldados estadisticamente mediante la
pruebas de analisis de varianza y pruebas de rango mdultiple de Tukey, lo cual
mostro diferencia estadistica de (P<0.05), se concluye que la cepa de Candida

albicans mostro ser resistente a las dosis aplicadas.®
Medina M (2016)

Esta investigation tuvo como primer objetivo determinar el efecto
antimicrobiana del Equisentum giganteum L. frente al desarrollo de
staphylococcus aureus, Escherichia coli y candida albicans. Utilizando 12
cepas de cada especie, la concentracion minima inhibitoria para el
staphylococcus aureus es de 3.5 mg/ml, para la Escherichia coli es de 15

mg/ml, para la Candida albicans 3 mg/ml. La concentracion minima bacteriana
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lograda para el staphylococcus aureus es de 4.5 mg/ml, para la Escherichia

coli es de 25 mg/ml y para la candida albicans 4 mg/ml.

finalmente se logro mostrar que la esencia hidroalcoholico de Equisentum
giganteum L. tiene mas resultado antibacteriano sobre microorganismos gram
positivas como lo presento en staphylococcus aureus, Candida albicans. Con
respecto a las microorganismos gram negativas presenta un efecto
antibacteriano muy poco sensible como es en el caso de la Escherichia coli,

entonces se concluye que require mayor concentracion. 3°
2.2. Bases tedricas

2.2.1. Porphyromonas gingivalis

2.2.1.1. Descripcion

Porphyromona gingivalis es un cocobacilo gran-negativo, anaerobio.?®
Perteneciente de la Familia Porphyromonadaceae, Orden Bacteroidales
pequefio, no mévil, anaerobio estricto, asacarolitico, sin flagelos, capsulados,
no esporulados y presenta cantidad de fimbrias de diferentes formas. 23 tienen
una medida de 0.5 - 0.8 um x 1 - 3.5 um.?8 cuando el area esté infectada con
la bacteria dan una formacién de colonias de color verdosas, pardas o
negras.?® presenta ante la pared celular a nivel de la membrana externa las

endotoxinas.??
2.2.1.1.2. Clasificacion cientifica

Desde un punto de vista clinico se ha observado que los bacteroides ocupan
un papel importante en las bacterias anaerébicas. Segun estudios también se
ha podido observar que es mas muy comun observar infecciones generadas
por anaerobias, Presentandose asi mayor tasa de resistencia frente ante los
antimicrobianos. Este grupo de bacterias segun estudios de la nueva técnica
de analisis filogenético, fue posible reclasificarlos y dividirlos en 3 grupos:

bacteroides, prevotella, porhyromonas.?®

25



2.2.1.1.3. Factores de virulencia

Esta bacteria nos muestra una variedad de factores de virulencia como:
fimbria, enzimas proteoliticas, hemaglutininas, lipopolisacarido (Lps) y
capsula. Es un microorganismo comun que se encuentra en pacientes con
periodontitis, segun lo investigado sobre los factores de virulencia se han
podido juntar en base a sus propiedades, siendo asi los encargados de la
adhesién a las moléculas participes en la parte mas externa de las células y
tejidos.?6

2.2.1.1.4. Patogenicidad de Porphyromonas gingivalis

Segun investigaciones se ha podido observar la presencia de esta bacterias
en casos de cuadro sépticos, en el embarazo, problemas cardiovasculares

(infarto al miocardio), respiratorio, gastrointestinal, renal, nervioso, oftalmico.?!

La porphyromona gingivalis encuentra las condiciones para su crecimiento en
el surco gingival, es comun en la Piorrea cronica, los factores de virulencia que

presentan la convierten en agresiva.??

Segun informacion se dice que la placa dental bacteriana presenta cambios
con la edad del huésped influyendo también en adquirir cantidades altas de
Porphyromona gingivalis, también se considera el cambio hormonal dentro de
una mujer embarazada, ocasionando el nacimiento prematuro, posiblemente
tenga influencia en la predisposicibn de algunas especies

periodontopatégenas como es el caso de esta bacteria.3®
2.2.1.1.5. Fisiopatologia

Esta bacteria llamada porphyromona gingivalis tiene la capacidad de dafiar el
tejido o células epiteliales en un promedio de 20 minutos. Ayuda en la difusion
de productos bacterianos toxicos, existe la posibilidad que este
microorganisno pueda interrumpir la membrana basal subepitelial y lograr el

ingreso al tejido conectivo. Se confirmd que la P. g su establecimiento se ve

26



afectado por la saliva, convirtiéndose este un medio de transmision y
obteniendo una respuesta del hospedero, los encargados de la destruccion del
tejido es por la enzima colagenasa, toxinas macromoleculares, lipolisacéaridos,
vesiculas de membrana externa y proteasas que estan unidas pudiendo

ingresar a los tejidos gingivales.??
2.2.1.1.6. Cuadros clinicos

Estudios clinicos investigados sobre la P. gingivalis han comprobado relacion
en enfermedades periodontales destructivas y un alto peligro en
complicaciones aterosclerética, el infarto al miocardio y accidente
cerebrovascular. Segun investigaciones mencionan y confirman que las
infecciones periodontales también pueden complicarse con problemas del
sistema circulatorio. Una investigacion realizada en el afio 2015 nos puede
confirmar e informar por que se da las complicaciones de la bacteria con esta
patologia, este estudio se realizé con la inoculacion de ratones 1.V con dosis
de Porphyromonas gingivalis viables, se fue monitoreando 1 vez por semana
durante un periodo de 10, 14 y 24 semanas seguidos, obteniendo como
resultado en la semana 24, una lesion aortica bastante marcada sobre los
ratones inoculados mas que en los no inoculados. En todas las lesiones
aterosclerotica se encontré macrofagos en aorta, higado y corazén se observo
ARN ribosoma de porphyromona gingivalis. Con esta investigacion se confirma
qgue las inmunoglobulinas frente a las principales patologias periodontales

tienen relacion con las enfermedades coronarias.?8
2.2.1.1.7. Inhibicién bacteriana

Cuando hablamos de actividad o inhibicion bacteriana nos referimos a la
medida mas pequefia que requiere un agente para inhibir el desarrollo de un
microorganismo, mientras mas pequefio sea este valor quiere dar como
respuesta que el compuesto nos brindara mayor potencia, a eso llamamos

concentracion minima inhibitoria (CMI).4
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2.2.1.1.8. Crecimiento de la cepa

Es la pequefia concentracion de antimicrobiano que desecha a mas del 99,9%
de los microorganismos viables luego del periodo definido de incubacion

(cominmente 24 horas).**
2.2.2. Equisetum giganteum L (cola de caballo)

Es una planta medicinal primitiva, usado desde épocas muy antiguos, donde
en la antigua Grecia, Roma y China se tenia conocimiento de las grandes
propiedades curativas que poseian. Ha sido utilizada para curar diferentes

enfermedades, en la actualidad es muy utilizada esta planta en el mundo.*®

2.2.2.1. Taxonomia

Reino Plantae

Division Equisetophyta

Clase Equisetopsida

Orden Equisetales

Familia Equisetaceae

Género Equisetum

Especie Equisetum giganteum L.%

2.2.2.2. Caracteristicas

El tallo de esta planta puede llegar a medir hasta los 5 metros de altura (es

caracteristica de la especie giganteum). Es una planta rizomatosa de raices
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fasciculadas, el tallo tiene una forma cilindrica, articulado y de apariencia
aspera, lo cual se encuentra impregnado de silice en su corteza. Sus ramas
tienen una disposicion verticilada, saliendo de una vaina que envuelve una

base del entrenudo, muestra espigas en el apice en forma de estrébilo.*’
2.2.2.3. Propiedades

Segun estudios se ha podido observar las siguientes propiedades en usos de
la medicina como: Cistitis, absceso, adenoma, aftas bucales, amigdalitis,
artritis y artrosis, bronquitis, calambres de estémago, célculos en la vejiga,
depresion, dificultades respiratorias, dolores de ovario, edema, enfisema,
erupcion cutanea, esguince de tobillo, fistula, gingivitis, hemorragias,
hemorroides, heridas, oniquitis, osteoporosis, pérdida de memoria, reuma,
sabarfiones, sudor de pies, sudor excesivo en las axilas, vomitar sangre, acné,
diurético, arrugas, caida de cabello y puntas abiertas, canas, caspa, celulitis,
estrias, ufias quebradizas, cicatrizantes, antidiarreico, enfermedades

hepaticas.?®
2.2.2.4. Indicaciones

El Equisetum giganteum L. posee gran cantidad de silice (6%-8%), es un
elemento fisioldgico que también lo genera el cuerpo. Indicado también como
astringente, cicatrizante, hemostatica y diurético. provee un papel importante
en la nutricion mineral, ayuda a la recalcificacion en afecciones oéseas
traumaticas o infecciosas, subiendo la fortaleza del tejido conjuntivo. Las
investigaciones nos mencionan que también elimina desechos organicos
(urea, acido arico) y una barrera en los tratamientos degenerativos. Favorece
la asimilacion de fosforo, en procesos reumaticos y la arteriosclerosis de

grandes efectos para la belleza y la salud de la piel.**

Esta planta posee actividad hepatoprotectora en el caso de: (hepatitis y del
dafio celular inducido por alcohol etilico).®
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2.2.2.5. Contraindicaciones

Por el momento no se ha comprobado estudios cientificos que compruebe que
la ingesta de dosis necesarias de E. giganteum L. genere algun efecto toxico
en el ser humano. no se recomienda ingerir algun preparado de la planta, en

el tiempo de embarazo y lactancia.3°
2.2.2.6. Reacciones adversas

Las investigaciones realizadas demuestran que dentro de su compaosicion
posee variedad de cantidades de sustancias; al no haber un estudio cientifico
no confirman, pero a la vez no descartan algun efecto toxico, y se recomienda
no abusar de altas dosis; ingerir solo lo adecuado para lograr los beneficios
medicinales que busca el consumidor. En su composicion posee alcaloides,

como la nicotina.=°

Segun estudios se ha podido comprobar en consumos altos la presencia de

diarreas, hipotensioén y diuresis marcada.’®
2.2.2.7. Efecto antibacteriano

La susceptibilidad antimicrobiana para esta misma bacteria frente al % de
inhibicién del aceite esencial y extracto etandlico del Equisetum arvense a
dosis superiores (35 y 50 microlitro) fueron altos los resultados comparado
(Gentamicina 10 microgramo) con 57% y 27% sobre dicho control, la
informacion se analizd estadisticamente con la prueba de analisis de varianza

y pruebas de categoria mdltiple de Tukey.®

Segun estudios realizados a demostrado que la esencia hidroalcohdlica de
equisetum giganteum L. presenta un alto resultado antibacteriano frente a los
microbios gram positivos (Staphylococcus aureus y Candida albicans), sobre
los microbios gram negativas muestran un resultado, pero necesitan mayores
concentraciones, ya que el estudio presento menor sensibilidad al realizarlo

sobre Escherichia coli.

30



2.2.2.8. Uso del Equisetum giganteum L. en la Odontologia

Segun las investigaciones realizadas se ha podido comprobar que defiende la
cavidad bucal de bacterias y los hongos en pacientes con gran actividad
fumadora, en el caso de la Halitosis, infecciones a las amigdalas, en la mejora
de la denticion (erupcidén dental). Limpia los dientes en profundidad sin los

efectos abrasivos de la silice.3’
2.2.3. Lafitoterapia

la medicina tradicional se apoya en el uso terapéutico de las plantas
medicinales como reemplazo de las medicinas farmacéuticas o en
combinacién. Son usados los extractos de las plantas en diferentes maneras

de preparacion, para restablecer el estado de salud.®
2.3. Definicion de términos basicos

- Gran-negativa: su pared celular presenta poco peptidoglicano y observa una
membrana externa con moléculas de lipopolisacaridos cuya porcion
polisacarida, es antigénica usandose para identificar cepas y especies de

bacterias.3®

- Hospedero o huésped: Organismo que actia como nutrientes y/o albergue

a otro organismo en diversas asociaciones biolégicas.®®

- Cepa: grupo de bacterias, virus y hongos gue presentan el mismo patrimonio

genético.16

- In vitro: Método para mantener en vida variedad de organismos vivos,

generalmente en un entorno controlado lejos del organismo vivo.16

-Fenotipo: Es cualquier caracteristica o rasgo observable de un organismo,
como su morfologia, desarrollo, propiedades bioquimicas, fisiologia vy

comportamiento.3®



- Serologia: ayuda a comprobar la presencia de anticuerpos en sangre.

Examén obligado a la hora de realizar donaciones de sangre.®

- Halo de inhibicién: zona alrededor de un disco de antibiético en el que no
se produce crecimiento bacteriano en una placa con agar inoculada con alguna

bacateria.*®

- Método de Kirby- Bauer: Determina la sensibilidad de patdgenos frente a

una sustancia nueva.16

"‘Extracto: sustancia muy concentrada.
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CAPITULO III.
HIPOTESIS Y VARIABLES DE LA INVESTIGACION
3.1 Formulacion de hipoétesis principal y derivadas
3.1.1. Hipotesis Principal
El extracto Etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) posee una
accion antibacteriana frente a cepa de Porphyromona gingivalis.
3.1.2. Hipotesis Derivadas

-La concentracion al 100% tiene mayor efecto antibacteriano en comparacion
con los otros porcentajes.

- el efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% es sensible a las 24
horas.

- el efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% es muy sensible a las
48 horas.

3.2 Variables, dimensiones, definicion conceptual y operacional

El efecto antibacteriano va a ser medido de dos maneras, a traves de los halos
de inhibicion (variable cuantitativa) y a través de la sensibilidad (variable
cualitativa).

3.2.1. Variable dependiente

Efecto antibacteriano del Extracto Etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola
de caballo).

Definicion: inhibe el crecimiento bacteriano que se desarrolla en un medio
dado.3®

3.2.2. Variable independiente

Concentracion del Extracto Etandlico

Definicion: concentracion efectiva, que por medio de un porcentaje presentara

mayor accion.
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VARIABLE DIMENSION INDICADOR ESCALA DE UNIDAD DE
MEDICION MEDIDA
_ Efecto Inhibicion de | tamario del halo | Cualitativo- “Nula ()
antibacteriano del
extracto Etandlico | crecimiento de inhibicién razon 0 a 8mm*2
de Equisetum Bacteriano (segun
Giganteum L. 9
(cola de caballo) Duraffourd)?? -sensible (+)
9 al1l4 mm.*
-Muy sensible
(++)
15 a 19mm.42
Sumamente
sensible (+++)
20mm a
mas. 42
Cogclent;aci(:nes 25/100 ml o
et ex,rl?‘c 0 Volfvol 50/100 ml Cuantitativo- | 55 100 9
etandlico 75/100 ml intervalo
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CAPITULO IV

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
4.1. Disefio metodoldgico
4.1.1. Tipo de Investigacion
- Prospectivo: Los datos seran recogidos por el investigador a propésito
del estudio.®’
- Transversal: La recoleccion de datos se realizara solo una vez.
- Explicativo: el estudio confirmara las conclusiones y explicacion de esta
investigacion.
- Disefio de investigacion: Experimental. - serAn sometidas las variables
a investigacion en una situacién controlada y finalmente se describira el
proceso por las que se producen los resultados.®’
4.2. Disefio Muestral
4.2.1. Poblacion
la poblacion estuvo conformada por 36 placas petri cada una con cepas de
porphyromona gingivalis, las cuales fueron sembradas por difusion y se
dividieron en tres grupos de estudio, cada grupo estuvo conformado por 12
placas petri:
GRUPOS DE ESTUDIOS:
-Grupo |- Experimental: estuvo conformada por 12 placas Petri con cepas de
Porphyromona gingivalis expuesto a extractos etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo).
-Grupo II-Control positivo: estuvo conformado por 12 placas con cepas de
Porphyromona gingivalis con clorhexidina al 0.12%.
-Grupo llI-Control negativo: estuvo conformada por 12 placas con cepas de
Porphyromona gingivalis compuesto con agua destilada.
Criterios de inclusion:

e Placa con cepas de Porphyromona gingivalis.
e Las cepas estuvieron manipuladas de acuerdo con el procedimiento
microbiolégico.
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e Ingresaron las cepas que estaban dentro de la fecha de vigencia al
30/09/2021.

Criterios de exclusion:

e Placas contaminadas con otras bacterias seran excluidas.
e Las cepas que no tengan las caracteristicas microscopicas no

ingresaran para ejecucion de la investigacion.
4.3 Técnica e instrumento de recoleccion de datos

4.3.1. Técnicas

-Se uso el estudio de observacion directa, basado en concentrarse
atentamente en el fendmeno, anotar la informacién e ingresar para el analisis.
4.3.2. Instrumentos

Para llevar a cabo el procedimiento utilizamos una ficha para la recoleccion de
datos,'® 38 en la que se registro los resultados de las mediciones de halos de
inhibicion obtenidos en lo grupos de estudio. (ver anexo 9y 10)

4.4 Procesamiento de datos:

-Obtencion del extracto etanélico mediante la técnica de arrastre por
vapor:

La cosecha de la planta se realizdé a temperatura ambiente, luego se remoja
debidamente fragmentado en un solvente (etanol) hasta que ingrese y disuelva
las porciones solubles. usando un taper con tapa que no sea violentado con la
solucion; se van a colocar el material vegetal con el etanol, tapado; dejando
reposar por un tiempo de dos a catorce dias con agitacion eventual. Después
se destila el liquido, se aprieta el residuo, se rescata el solvente en un
evaporador rotatorio y se alcanza el extracto.38(ver anexo 4 Y 5)
-Reactivacion de la cepa

Se utilizé un microorganismo patdégeno de importancia clinica, proporcionada
por el laboratorio Gen Lab del Perlu (Lima): Porphyromona gingivalis ATCC
33277(ver anexo 6)
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se procedio a realizar la multiplicacién de colonias uniformes de las cepas de
Porphyromona gingivalis, se trabajé con el agar VHI ya que es un medio
enriquecido que no tiene mucho oxigeno y nos ayuda a que las bacterias
proliferen hasta en 72 horas, se elegio este agar por que como se sabe las
Porphyromonas gingivalis es una bacteria anaerobia de dificil crecimiento y
exigente.

Se trabajo en 5 placas, para lo cual solo se necesito 20 ml de agar VHI,
procedimos a realizar el peso del agar en una balanza analitica, calculamos
en gramos necesitando 10.4 gr. (ver anexo 12 fig.1,2,3,4,5,6)

Pasado las 72 horas efectivamente pudimos observar las colonias de
Porphyromona gingivalis. Para tener la seguridad de que las colonias que
habian crecido eran Porphyromonas gingivalis se procedi6 a realizar la técnica
Gram y prueba microscopica, se observé un color rosa-rojizo de forma
alargada. (ver anexo 12 fig.7,8)

-Prueba Piloto para determinar el porcentaje y sensibilidad en la
porphyromona gingivalis:

Se realizo una prueba piloto lo cual se prueba varias concentraciones
(25%,50%,75%, 100%) y se evalud a las 24 horas. (ver anexo 4y 5).

- Para determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de
Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) al 25%,50%,75% y 100% frente
ala cepa de Porphyromona gingivalis.

1.- Se obtiene el extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de
caballo) al 100% y se realizé la division en concentraciones de 25%, 50%,75%
y 100%.

La informacion fue registrada en la ficha de recoleccion de datos elaborados
segun los objetivos. (ver anexo 8).

2.- Se evalué a las 24 horas para ver el crecimiento de los halos y

determinamos que el porcentaje con un resultado optimo fue al 100%,
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utilizamos la técnica de difusién de discos y obtuvimos halos de 12.90 mm, la
medida lo realizamos con un calibrador de vernier. (ver anexo 12-fig.
10,11,12,13).

- Ejecucion de lainvestigacion:

Los tallos y hojas del Equisetum Giganteum L. se obtuvo de la provincia de
Lima-Chaclacayo, antes de iniciar el estudio una muestra de la planta se envié
al museo de Historia Natural de la Universidad San Marcos para validar la
taxonomia de la planta (ver anexo 3).

El extracto Etandlico de Equisetum Giganteum L. se mandd a preparar a la
Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad San Marcos (ver anexo
4Y 5)

Una vez que determinamos la concentracion y la sensibilidad pasamos a
realizar la investigacion, teniendo una poblacién de 36 placas petri con cepas
de Porphyromonas gingivalis, dividiéndolas en 3 grupos de 12 placas cada
una.

GRUPOS DE ESTUDIOS:

-Grupo |- Experimental: estuvo conformada por 12 placas Petri con cepas de
Porphyromona gingivalis expuesto a extractos etanélico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 100%. (ver anexo 12- fig.22,23,24.)
-Grupo II-Control positivo: estuvo conformado por 12 placas con cepas de
Porphyromona gingivalis con clorhexidina al 0.12%. (ver anexo 12-fig.29.)
-Grupo llI-Control negativo: estuvo conformada por 12 placas con cepas de
Porphyromona gingivalis compuesto con agua destilada. (ver anexo 12-
fig.26,27.)

La investigacién experimental se ejecucion en el laboratorio de la Universidad
Alas Peruanas, se presento la documentacion necesaria para el permiso de

ejecucion. (ver anexo 1y 2).
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-Lectura de los resultados alas 24 Y 48 horas:

-Después de hacer la aplicacion del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) frente a las cepas de Porphyromona Gingivalis
ATCC 33277, los resultados inhibitorios se realizo de manera cuantitativa y
cualitativamente, de manera cuantitativa se procedio a medir los halos de
inhibicion mediante la técnica de Kirby Bauer(difusion de disco) y de manera
cuanlitativa nos respaldamos con la tabla de actividad inhibitoria, es
establecido por el diametro del halo de inhibicion de crecimiento bacteriano, lo
cual se encuentra dentro de los parametros de Duraffourd que nos indica:

-Didametro inferior a 8mm - Nula ().
-Diametro entre 9 y 14mm - sensible (+)
-Didametro entre 15 y 19mm - Muy sensible (++)

-Didametro igual o] mayor a 20mm se define como
Sumamente sensible (+++).

se realizaron las primeras mediciones a las 24 horas, con un calibrador de
vernier, los resultados obtenidos fueron de 12,90 + 0,16. (ver anexo 12-
fig.22,23,24.)

La siguiente medicidn se realizo a las 48 horas de igual manera se realizo con
el calibrador de vernier y obtuvimos una pequefia variacion en el tamafio de
los halos los cuales alcanzaron una medida de 13,40 + 0,30, (ver anexo 12-
fig.28.)

Los datos fueron registrados en las fichas previamente elaboradas segun los
objetivos del estudio. (ver anexo 10y 11.)

-Eliminacién de Desechos Bioldgicos

a) En la ejecucion del estudio se realiz6 en los laboratorios de la universidad
Alas Peruanas, los desechos biologicos seran eliminados siguiendo el
protocolo establecido en el Manual de Bioseguridad en Laboratorios de
Ensayos, Biomédicos y Clinicos elaborado por el Comité de Bioseguridad del
Instituto Nacional de Salud.
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b) Método de manipulacion, eliminacion de material, desechos contaminados
debera usarse un sistema de reconocimiento con separacion del material
infeccioso y sus recipientes. Seguido las normas nacionales e internacionales
se tuvieron en cuenta las siguientes categorias:

1. Desechos no contaminados (no infecciosos) lo cual pueden volver a ser
utilizados.

2. Objetos cortantes y punzantes contaminados.

3. Material infectado destinado al procedimiento en autoclave que después
pueda lavarse y utilizarse o reciclarse nuevamente.

4. Material infectado que se realiza el tratamiento en autoclave y a la
eliminacion.

5. instrumental infectado separado a la incineracién directa.3®

4.5 Técnicas estadisticas para el procesamiento de la informacion:
Se trabajo el programa Excel para el vaciado de la informacion descubiertas
en la prueba experimental, haciendo el analisis de la informacion mediante
cuadros y graficos, por lo tanto, se realizé andlisis estadisticos descriptivos
como distribucion de frecuencias, mediante varianza y desviacion estandar,
asi como analisis estadistico-inferenciales.

Para la evaluacion de la distribucion de los datos, se realiz6é la prueba de
normalidad de Shapiro Wilks, por tener menos de 30 datos, prueba t student
para muestras independientes, en el caso de comparar el efecto
antibacteriano del extracto etandlico a diferentes concentraciones la prueba
ANOVA vy para comprobar que todas las concentraciones son

estadisticamente diferentes la prueba PosHoc utilizada fue la HSD Tukey.

Los datos son analizados en el paquete estadistico SPSS version 25.
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CAPITULO V
ANALISIS Y DISCUSION
5.1. Analisis descriptivo, tablas de frecuencia, graficos, dibujos, fotos,
tablas, etc.
Tabla 1

Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola
de caballo) al 25%,50%,75% y 100% frente a la cepa de Porphyromona
gingivalis.

Descriptivos. HALOS DE INHIBICION

Concentraciones del Desv.
Extracto etandlico N Minimo Maximo Media estandar
25% 12 7,00 7,50 7,21 0,22
50% 12 8,00 9,00 8,48 0,36
75% 12 10,00 11,50 10,71 0,50
100% 12 12,50 13,10 12,90 0,16

Fuente: Ficha de recoleccion

Para determinar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) se utilizaron diferentes concentraciones, al
25%,50%,75% y 100%; y mediante la técnica de difusion de disco frente a la
cepa de Porphyromona gingivalis, se midieron los halos de inhibicién,
obteniendo como resultado, que la concentracién al 25% no obtuvo efecto
antibacteriano, ya que el promedio del didmetro del halo fue de 7,21 +0,22
mm, mientras que la concentracion al 100%, obtuvo el mayor efecto, con un
promedio de halo de 12,90 + 0,16mm.

41



HALOS DE INHIBICION
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Figura 1. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 25%,50%,75% y 100% mediante la técnica
de difusion de disco frente a la cepa de Porphyromona gingivalis.

Tabla 2

Inhibicion bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola
de caballo) al 25%,50%,75% y 100 % frente a la cepa de Porphyromona

gingivalis.
INHIBICION BACTERIANA
GRUPOS NULA SENSIBLE (+)
Frecuencia Porcentaje Frecuencia Porcentaje

25% 12 100,0 0 0,0
50% 5 41,7 7 58,3
75% 0 0,0 12 100,0
100% 0 0,0 12 100,0

Al evaluar la inhibicibn bacteriana del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. a diferentes concentraciones, se evidencia que en la
concentracion al 25%, el 100% de sus muestras tienen una nula inhibicion.
Mientras que al 75% y 100%, la inhibicion se vuelve sensible (+) en el 100%

de sus casos.
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Figura 2. Inhibicién bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum
L. (cola de caballo) al 25%,50%,75% y 100 frente a la cepa de Porphyromona
gingivalis.

Tabla 3

Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola

de caballo) al 100% a las 24 horas frente a las Porphyromonas gingivalis.

Estadisticos Descriptivo. 24 horas

GRUPOS N  Minimo Maximo Media Desv
estandar

COLA DE CABALLO 100% 12,00 12,50 13,50 12,90 0,16
CLORHEXIDINA 0,12% 12,00 11,00 12,50 11,77 0,38

Se trabajo con el extracto etandlico al 100%, donde se realizé una primera
evaluacion a las 24 horas, la cual se comparé con la clorhexidina 0,12%, que
ejercié la funcion de control (+) y agua destilada, como control (-); en este
ualtimo grupo, se confirmé que no se generaron halos de inhibicién en ninguna
de las muestras.

Los resultados muestran que el extracto etandlico tuvo una media del diametro
de halos de inhibicion de 12,90 £ 0,16, a diferencia de la clorhexidina 0,12%,

cuya media fue de 11,77 + 0,38.
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Figura 3. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 100% a las 24 horas frente a las
Porphyromonas gingivalis.

Tabla 4

Inhibicién bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola

de caballo) al 100% frente a la cepa de Porphyromona gingivalis a las 24

horas.
SENSIBLE (+)
GRUPOS Frecuencia Porcentaje
COLA DE CABALLO 12 100,0
100%
CLORHEXIDINA 12 100,0
0,12%

La inhibicion bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L.
(cola de caballo) al 100% tuvo el mismo nivel de inhibicién bacteriana que el
control positivo (clorhexidina 0,12%).



Tabla 5

Efecto antibacteriano del extracto etandlico Equisetum Giganteum L. (cola de

caballo) al 100% a las 48 horas frente a las Porphyromonas gingivalis.

Estadisticos Descriptivos. 48 horas

GRUPOS N Minimo Maximo Media Desv
estandar
COLA DE 12,00 13,00 13,80 13,40 0,30

CABALLO 100%
CLORHEXIDINA 12,00 11,00 12,50 11,77 0,38
0,12%
El extracto etandlico al 100%, en su segunda evaluacion a las 48 horas,

igualmente se compardé con la clorhexidina 0,12% y agua destilada; en este

altimo grupo, no se generaron halos de inhibicién en ninguna de las muestras.

Los resultados muestran que el extracto etandlico tuvo una media del diametro
de halos de inhibicién de 13,40 + 0,30, a diferencia de la clorhexidina 0,12%,

cuya media fue de 11,77 + 0,38.
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Figura 4. Efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 100% a las 48 horas frente a las
Porphyromonas gingivalis.

45



Tabla 6

Inhibicion bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola
de caballo) al 100% frente a la cepa de Porphyromona gingivalis a las 48 horas

SENSIBLE (+)

GRUPOS Frecuencia Porcentaje
COLA DE CABALLO 12 100,0
100%

CLORHEXIDINA 12 100,0
0,12%

La inhibicién bacteriana del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. al
100% tuvo el mismo nivel de inhibicion bacteriana que la clorhexidina 0,12%
(control positivo) a las 48 horas.

5.2. Andlisis inferencial, pruebas estadisticas paramétricas, no

parameétricas, de correlacion, de regresion u otras.

Tabla 7

Prueba de Normalidad para determinar la distribucion de los datos.

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
GRUPOS Estadistico gl Sig.
H24 COLA DE CABALLO 100% 0,843 12 0,051
CLORHEXIDINA 0,12% 0,940 12 0,495
H48 COLA DE CABALLO 100% 0,870 12 0,066
CLORHEXIDINA 0,12% 0,940 12 0,495

*, Esto es un limite inferior de la significaciénn verdadera.
a. Correccion de significacion de Lilliefors

Para la evaluaciéon de la distribucion de los datos, se realizd la prueba de
normalidad de Shapiro Wilks, por tener menos de 30 datos; planteandose las

siguientes hipotesis:

Ho= los datos siguen la distribucién normal
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Ha=los datos no siguen distribucion normal
Regla: p<0,05 Rechazo Ho

Donde todos los grupos, presentaron valores p mayores de 0,05; por lo que
se acepta la hipoétesis nula y se asume que los datos siguen la distribucion

normal, por lo que se realizaran pruebas paramétricas.

Tabla 8

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico Equisetum

Giganteum L. (cola de caballo) al 100% y el grupo control (+) a las 24 horas.

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene prueba t para la igualdad de medias
95% de intervalo de
confianza de la
Sig. Diferencia de Diferencia de diferencia
F Sig. t gl (bilateral) medias error estandar Inferior Superior
H24 Se asumen 5,578 0,027 9,530 22 0,000 1,13333 0,11892 0,88671 1,37995

varianzas iguales
No se asumen 9,530 14,765 0,000 1,13333 0,11892 0,87951 1,38715

varianzas iguales

Para comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% vy el
grupo control (+) a las 24 horas, se utilizé la prueba t student para muestras

independientes, donde se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen diferencias del efecto antibacteriano entre ambos grupos a las

24 horas.

Ha: Existen diferencias del efecto antibacteriano entre ambos grupos a las 24

horas

La prueba mostr6 un valor p=0,000, por lo que se rechaza la hipétesis nula, y

se determina que existen diferencias estadisticas.

Tabla 9

Comparacion del efecto antibacteriano del extracto etandlico Equisetum

Giganteum L. (cola de caballo) al 100% y el grupo control (+) a las 48 horas.
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Prueba de muestras independientes

Prueba de

Levene de prueba t para la igualdad de medias
Diferencia 95% de intervalo de confianza de la
Sig. Diferencia de error diferencia
F Sig. t gl (bilateral) de medias estandar Inferior Superior
H48 Se asumen 0,245 0,626 11,713 22 0,000 1,63333 0,13944 1,34415 1,92252
varianzas iguales
No se asumen 11,713 20,836 0,000 1,63333 0,13944 1,34321 1,92346

varianzas iguales

Para comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% vy el
grupo control (+) a las 48 horas, se utilizé la prueba t student para muestras

independientes, donde se plantearon las siguientes hipotesis:

Ho: No existen diferencias del efecto antibacteriano entre ambos grupos a las
48 horas.

Ha: Existen diferencias del efecto antibacteriano entre ambos grupos a las 48

horas

La prueba mostré un valor p=0,000, por lo que se rechaza la hipotesis nula, y
se determina que existen diferencias estadisticas.
Tabla 10

Evaluar el efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum
Giganteum L. (cola de caballo) al 25%,50%,75% y 100%, mediante la técnica

de difusién en disco frente a la cepa de Porphyromona Gingivalis.

ANOVA HALOS

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 226,864 3 75,621 670,722 ,000
Dentro de grupos 4,961 44 ,113
Total 231,825 47

Para comparar el efecto antibacteriano del extracto etandlico a diferentes
concentraciones, se utilizo la prueba ANOVA, donde se plantearon las

siguientes hipotesis:
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Ho: No existen diferencias del efecto antibacteriano entre las diferentes

concentraciones del extracto etandlico.

Ha: Existen diferencias del efecto antibacteriano en al menos una de las

concentraciones del extracto etandlico.

La prueba mostré un valor p=0,000, por lo que se rechaza la hipétesis nula, y
se determina al menos hay una concentracion diferente. Para determinar cudl

es, se desarroll6 las comparaciones multiples a través de las pruebas PosHoc.

Tabla 11

Pruebas PosHoc - Comparacion mudaltiples del efecto antibacteriano del
extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) al
25%,50%,75% y 100%.

HALOS
Subconjunto para alfa = 0.05

GRUPO N 1 2 3 4
HSD 25% 12 7,2083
Tukey® 50% 12 8,4750

75% 12 10,7083

100% 12 12,9000

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
12,000.

La prueba PosHoc utilizada, fue la HSD Tukey, donde el resultado demuestra

gue todas las concentraciones son estadisticamente diferentes.
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5.3. Comprobacion de hipétesis
Prueba de Normalidad para determinar la distribucion de los datos.

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk

GRUPOS Estadistico gl Sig.
H24 COLA DE CABALLO 0,843 12 0,051

100%

CLORHEXIDINA 0,12% 0,940 12 0,495
H48 COLA DE CABALLO 0,870 12 0,066

100%

CLORHEXIDINA 0,12% 0,940 12 0,495
*. Esto es un limite inferior de la significacion
verdadera.

a. Correccion de significacion de Lilliefors
Para la evaluacion de la distribucion de los datos, se realiz6é la prueba de

normalidad de Shapiro Wilks, por tener menos de 30 datos; planteandose las

siguientes hipétesis:

Ho= los datos siguen la distribucién normal
Ha=los datos no siguen distribucion normal
Regla: p<0,05 Rechazo Ho

El Estadistico de contraste presenta que todos los grupos tuvieron valores p
> de 0,05; por lo que se acepta la hipétesis nula y se asume que los datos

siguen la distribucién normal, por lo que se realizaran pruebas paramétricas.
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5.4. Discusion

Los resultados obtenidos en esta investigacion después de buscar la
sensibilidad bacteriana ante el extracto etandlico de Equisentum Giganteum L.
observamos que la cepa de porphyromona gingivalis se ubica mediante el
meétodo de difusion de disco (kirby Bauer) en un grado sensible y segun los
parametros de Duraffourd también se encuentra dentro del rango sensible, se
comprueba y se acepta la hipétesis planteada: que el Extracto Etandlico de
Equisetum Giganteum L. posee una accién antibacteriana frente a cepa de
Porphyromona gingivalis.

Para poder determinar los porcentaje con mayor y menor resultado
antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. se utiliza
diferentes concentraciones, al 25%,50%,75%,100%; y mediante kirby Bauer
(método de difusién de disco) obteniendo los halos de inhibicion, decimos que
la concentracién al 25% obtiene un nulo efecto antibacteriano, ya que el
promedio del diametro del halo es de 7,21 +0,22 mm, al 50% el promedio de
halo es de 8,48 +0,36,al 75% el promedio de halo es de 10,71 +0,50, mientras
gue la concentracion al 100%, da el mayor efecto, con un tamafio de halo de
12,90 £ 0,16mm.Confirmamos que La concentracion con menor halo de
inhibicién frente al extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. es al 50%
75%, mientras que al 100% presenta resultados optimos frente a las

Porphyromonas Gingivalis mediante la técnica de difusion en disco.

Asi mismo se trabajo con el extracto etandlico al 100%, donde se realizd una
primera evaluacion a las 24 horas, la cual se enfrenta con la clorhexidina
0,12%, que ejerce la funcion de control (+) y agua destilada, como control (-);
en este Ultimo grupo, se confirmd que no se generaron halos de inhibicion,
mientras que el extracto etandlico tiene una media del diametro de halos de
inhibicion de 12,90 + 0,16, a diferencia de la clorhexidina 0,12%, cuya media
es de 11,77 + 0,38 y se obtiene tambien que el grado de inhibicion bacteriana

del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L al 100% tiene el mismo nivel
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de inhibicion bacteriana que el control positivo (clorhexidina 0,12%) segun el
metodo de difusion de disco (kirby Bauer) es sensible con (+), entendiendo el
parrafo anterior se comprueba y acepta la hipotesis planteada: El resultado
antibacteriano del extracto etandlico al 100% a las 24 horas da como resultado
un crecimiento de halos de 12.90 mm el método de difusion de disco (kirby

Bauer) frente a las Porphyromonas gingivalis.

Observamos en su segunda evaluacion a las 48 horas del extracto etandlico
al 100%, igualmente se compara con la clorhexidina 0,12% y agua destilada;
en este ultimo grupo, de igual manera no se genera diferencia de crecimiento
en los halos de inhibicidn, con respecto a los parametros de sensibilidad segun
Duraffourd se mantiene en sensible con (+) y sobre los resultados de inhibicion
bacteriana muestran que el extracto etandlico tiene un crecimiento mayor
logrando una media del didmetro de halos de inhibicién de 13,40 £ 0,30, a
diferencia de la clorhexidina 0,12%, cuya media es de 11,77 + 0,38.Quedando
sustentado que el resultado antibacteriano del extracto etanélico al 100% a las
48 horas da como resultado un crecimiento de halos de 13.40 mm con la
metodo de difusion de disco (kirby Bauer) frente a las Porphyromonas

gingivalis.

Cabe mencionar que no se encontraron antecedentes de algun estudio
referente al extracto etanolico de Equisentum Giganteum L. frente a cepas de
porphyromona gingivalis, sin embargo, a lo mencionado podemos hacer
énfasis que existe estudios que evallan diferentes tipos de extractos
etandlicos, que buscan el efecto antibacteriano sobre bacterias gram
negativas, por ejemplo Alavarse R, Saldanha L, Almeida N, Portos V, Dokkedal
A, Lara Vanessa. En el 2015 quien investigaron el extracto de Equisetum
giganteum L. y su objetivo fue demostrar el efecto antimicrobiano in vitro frente
a las bacterias gram negativas como la Escherichia coli, Staphylococcus
aureus y Candida albicans, causante de diversas patologias orales, realizando

la investigacion mediante el método de microdilucion en caldo, se conocio que
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el extracto de Equisentum giganteum L. al 70% mostr6 actividad
antimicrobiana contra todas las cepas estudiadas, Mencionar tambien que en
sus concentraciones mas bajas (4% y 8%), el extracto mostré una accion
microbicida, para obtener los andlisis Estadisticos los datos se analizaron,
cuando fue apropiado, por medio de la prueba ANOVA unidireccional, ANOVA
bidireccional o Kruskal-Wallis, seguida de la prueba Tukey y Dunnett.
Utilizaron ANOVA por que son tres experimentos independientes, por

triplicado.

Del estudio realizado por Borja V. en el afio 2017 cuyo prpésito es determinar
el resultado inhibitorio de la solucion de manzanilla, extracto de llantén y la
mezcla del extracto de manzanilla mas llantén sobre cepa de Porphyromona
gingivalis. Logro un resultado positivo de inhibicion de los 3 extractos frente a
Porphyromona gingivalis; probando asi su resultado inhibitorio en la medicién
de sus halos, logrando una medida de 10.20mm para el extracto de
manzanilla, el extracto de llantén present6 12.47mm, y la mezcla del extracto
de manzanilla mas llantén un resultado de 16.57mm, siendo alto el efecto

inhibitorio para la mezcla de extracto de manzanilla mas llantén.

Existen otros estudios en la que se comprueba el efecto antibacteriano del
extracto acuoso de Equisentum giganteum L. sobre cepas Escherichia coli
BLEE y Escherichia coli. Por ejemplo Algarate S, Cieza C. En el afio 2019
realizo un estudio para determinar el efecto antibacteriano del extracto acuoso
del equisetum giganteum L. comparando frente a 6 concentraciones
diferentes(3,13,6,25,12,5,25,50 y 100) de equisetum giganteum L. obteniendo
un resultado frente a Escherichia coli , fue de 34y 70 %; y frente Escherichia
coli BLEE fue de 78% y 115%.comprobando tambien que de 9 observaciones
sobre Escherichia coli ,6 fueron inhibidos a una concentracién de 25 % y de
las 36 observaciones sobre las cepas

de Escherichia coli BLEE, 13 fueron inhibidas a una concentracion de 50%.
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Las cepas tuvieron un

comportamiento inhibitorio no diferenciado.

Asi mismo el estudio realizando por Calsin Y. que fue realizado en el afio 2017,
donde investiga la actividad antimicrobiana del aceite esencial y extracto
etandlico del equisentum arvense (cola de caballo) sobre las cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 y Candida albicans: estudio in vitro, comparado
con los farmacos gentamicina y fluconazol, cuyo propésito era determinar
susceptibilidad antimicrobiana, se empled con el método de Kirby-bauer a
concentraciones de 1 microlitro, 5 microlitro, 10 microlitro, 25 microlitro, 35
microlitro y 50 microlitro de aceite esencial y extracto etandlico, la
susceptibilidad antimicrobiana de Escherichia coli ATCC 25922, del aceite
esencial y extracto etandlico a
mayores dosis (35 y 50 microlitro) presentd mayor control (Gentamicina 10

microgramo) con 57% y 27% superior de dicho control.

De acuerdo con la respuesta lograda y basandonos en la informacion
consultada se esclarece que si hay accidn antibacteriana del extracto etandlico
del Equisetum Gingateum L. sobre la Porphyromona gingivalis y se

recomienda su uso.
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CONCLUSIONES

El Extracto etandlico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) posee

resultado antibacteriano frente a la cepa de Porphyromona gingivalis.
La concentracion con mayor efecto antibacteriano fue al 100%.

El efecto antibacteriano del extracto al 100% frente a la cepa a las 24 horas
presenta menor efectividad con una diferencia de halos entre el control y
experimental, siendo en promedio mayor el de 12,90 + 0,16.

El efecto antibacteriano del extracto etandlico al 100% a las 48 horas tiene una
mayor efectividad con una diferencia de halos entre el control y experimental,

siendo en promedio mayor el de 13,40 £ 0,30.
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RECOMENDACIONES

Se debe considerer en un futuro el efecto antibacteriano que presento el
extracto etanolico de Equisetum giganteum L. (cola de caballo) frente a las
cepas de porphyromona gingivalis, para que sea utilizados en trabajos de

investigation, frente a otras cepas de la cavidad oral.
Realizar pruebas piloto para comprobar la efectividad y la toxicidad.

Realizar estudios para tener en cuenta la dosis terapéutica del Equisentum

gingateum L. (cola de caballo).

En vista que el extracto de Equisentum Giganteum L. presenta resultados
positivos frente a las cepas de porphyromonas gingivalis, seria interesante que
se realicé estudios para la fabricacion de medicamentos, enjuagatorios, para

que se evalle la mejor manera de empleo y hacerlo llegar a toda la poblacién.
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ANEXO 2: CONSTANCIA DEL DESARROLLO DE LA PRESENTACION

UNIVERSIDAD
\ ALAS PERUANAS

FACULTAD DE MEDICINA HUMANA Y CIENCIAS DE LA SALUD
ESCUELA PROFESIONAL DE ESTOMATOLOGIA

Pueblo Libre,14 de marzo del 2020

CONSTANCIA DE EJECUCION DE PROYECTO DE INVESTIGACION

La que suscribe Mg. Carmen Aquije Dapozzo, jefa del laboratorio
central de la facultad de Medicina Humana y Ciencias de la salud de la
Universidad Alas Peruanas, certifica que el bachiller Stigler
Chuquipiondo Paola Flabia de Cddigo 2008215164 de la Carrera
Profesional de Estomatologia, realiz6 la parte experimental de su
trabajo de investigacion titulado: “ESTUDIO IN VITRO DEL EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EQUISETUM
GIGANTEUM L. (COLA DE CABALLO) FRENTE A CEPAS DE
PORPHYROMONA GINGIVALIS” en las instalaciones de nuestro
laboratorio desde el dia 03 de Marzo al 14 de Marzo del 2020.

Se expide la presente constancia para fines pertinentes.

Atentamente.

L EpIyNIVERSIDAD
i’ |ALAS PERUANAS

-------- A hQ
SHAJORIO CENTRAL
vyt ‘Aﬂy',oornc-,»\ DE LA SALUD

S B
s

LGO.
JEF A DE
FACULTAD DE MEDH
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ANEXO 3: CONSTANCIA DE LA TAXONOMIA DEL EQUISETUM
GIGANTEUM L. EMITIDO POR EL MUSEO DE HISTORIAL NATURAL DE
LA UNIVERSIDAD SAN MARCOS.

4 4 Universidad del Perii, DECANA DE AMERICA

: 1 r— UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 7) 100
) A

;
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO
ERRE RADO
(§ MUSEO DE HISTORIA NATURAL

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

CONSTANCIA N°418-USM-2019

LA JEFA (e) DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA QUE:

La muestra vegetal (planta estéril), recibida de Paola Flabia Stigler Chuquipiondo; de la
Universidad Alas Peruanas, ha sido estudiada y clasificada como: Equisetum giganteum L.; y
tiene la siguiente posicién taxonémica, segln el Sistema de -PPG (2016):
DIVISION: EMBRYOPHYTA

CLASE: POLYPODIOPSIDA

SUBCLASE: EQUISETIDAE
ORDEN: EQUISETALES
FAMILIA: EQUISETACEAE
GENERO: Equisetum
ESPECIE: Equisetum giganteum L

Nombre vulgar: “Cola de caballo”

Determinado por: Mg. Hamilton Beltran Santiago

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

Lima, 06 de diciembre de 2019

g
/ —~ el
a{lﬁénica Arakaki Makishi
L HERBARIO SAN MARCOS (USM)

(’J \{»4;

A

MAM/ddb

Av. Arenales 1256, Jestis Maria Teléfono. E-mail: museohn@unmsm.edu.pe
Apdo. 14-0434, Lima 14, Perii 619-7000 anexo 5701, 5703, 5704 http://museohn.unmsm.edu.pe
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ANEXO 4: CONSTANCIA DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
EQUISENTUM GIGANTEUM L.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

EL DIRECTOR DEL CENTRO DE CONTROL ANALITICO DE LA
FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA:

CONSTANCIA DE PARTICIPACION EN
PROCESO DE ANALISIS

Ala Srta. PAOLA FLABIA STIGLER CHUQUIPIONDO , quien fue
participe de la realizacion de sus analisis de Extraccion Etanolica de planta
y Rendimiento en la muestra “Equisetum gigantium L. (Cola de caballo)”,
- para la implementacion de su Tesis titulada “ESTUDIO IN VITRO DEL
EFECTO ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL
Equisetum gigantium L. (Cola de caballo)) FRENTE A CEPAS DE
PORPHYROMONAS GINGIVALIS”, en nuestro Laboratorio del Centro

de Control Analitico— CENPROFARMA
Se expide el presente documento a solicitud de los interesados, para los

fines que estimen por conveniente.

Lima, 02 de Marzo del 2020

P
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BUREAU VERITAS
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ANEXO 5: PROTOCOLO DE ANALISIS DEL EQUISENTUM GIGANTEUM L.

UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS
(Universidad del Peri, DECANA DE AMERICA)

FACULTAD DE FARMACIA Y BIOQUIMICA
CENPROFARMA

CENTRO DE CONTROL ANALITICO - CCA

PROTOCOLO DE ANALISIS N.°00061-CPF-2020

ORDEN DE ANALISIS 005694/2020
SOLICITADO POR : PAOLA FLABIA STIGLER CHUQUIPIONDO
MUESTRA EXTRACTO ETANOLICO DE Egquisetum gigantium I.

. (Cola de caballo)
NUMERO DE LOTE e
CANTIDAD 01 bolsa x 2 kilos
FECHA DE RECEPCI(’)N' 10 de Febrero del 2020
FECHA DE FABRICACION
FECHA DE VENCIMIENTO

ENSAYO ESPECIFICACIONES | METODO | RESULTADOS
3 EXTRACCION ETANOLICA - Conforme
RENDIMIENTO A 1.33%

Lima, 02 de Marzo del 2020
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Director del Centro de Control Analitico
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ANEXO 6: CONTANCIA DE LA PROCEDENCIA DE LA PORPHYROMONA
GINGIVALIS.ATCC 33277

O Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release
Specifications Expiration Date: 2021/9/30

Microorganism Name: Porphyromonas gingivalis Release Information:

Catalog Number: 0912 Quality Control Technologist: Mary L Bowman
Lot Number: 912-71** Release Date: 2019/10/23

Reference Number: ATCC® 33277 ™*

Purity: Pure

Passage from Reference: 3

- Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, transparent colonies that become brown with age. A/R SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative rod, pleomorphic bacillary to coccoid forms. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached ID System results document,

J
/|

N t:’"Ll O _‘-._..‘

Amanda Kuperus
Quality Control Manager
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed on this
certificate is the actual base lot number.

Note for Vitek®: Although the Vitel anel uses many conventional tests, the unique environment of the card, combined with the short incubation period, ma;
produce results that dﬁlrwom pu‘ﬁlphm’ ruuﬁn o%t!lne by oﬂ\cr mnl‘mg‘. 9 P Y

.. Refer to the enclosed product insert for instructions, intended use and hazard/safety information.

p are tr letoar

:ACCREDITEDI

REFERENCE MATERTAL PRODUCER
CERT #2655.02

g culture collection.

(*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC ua(alug marks are
ATCC Licensed ) va'?emarks of ATCC. Micrabiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC®
Derivative cultures.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025:2005.

lACClEDITEDI

TESTING CERT #2655.01

© 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 of 1 DOC.286




ANEXO 7: CONT

Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

ANCIA DE LA PROCEDENCIA DE LA PORPHYROMONA
GINGIVALIS.ATCC 33277

(<)
BRUKER
£ )

Range l Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (++4) green
0.00-1.69 () red

Meaning of Consistency Categories (A - C)

Category Interpretation

(A) ngp cons,lstencg:(The best match is a high-confidence identification 'ghe second-best match is (1) a high-
confidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a low-confidence identification in which
the species or genus is identical to the best match, or (3) a non-identification.

B ow consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high- or low-confidence

® Laentiﬁcat?on. ﬂ\eysecon_d-ge,st match is (1 )ga higR- or Iowxconﬁdence identification in which gegrl\us is identical to the

est match or (2) a non-identification.
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time:
Applied MSP Library(ies):

2019-10-22T709:52:42.942 MLB
BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library, Listeria

Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
E11 (+++4) (A) 912-71 Porphyromonas gingivalis
Comments:
N/A
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ANEXO 8: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS PARA DETERMINAR EL EFECTO
ANTIBACTERIANO DEL EXTRACTO ETANOLICO DE EQUISETUM GIGANTEUM L.
(COLA DE CABALLO) AL 25%,50%,75% Y 100% FRENTE A LA CEPA DE
PORPHYROMONA GINGIVALIS.

Kirby Bauer - Metodo de difusion
EXTRACTO ETAMNOLICO DE Eguisetum Giganteum L.{cola de caballo)

EXTRACTO
ETANOLICO DE

Equisetum Giganteum
L. Placa [Placa |Placa|Placa|Placa [Placa |Placa |Placa [Placa |Placa |Placa|Placa|Control

(cola de caballo) 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 1 12 | (mm)
evaluado
FPorcentaje en Halos [Halos [Halos|Halos |Halos |[Halos |Halos |[Halos [Halos |Halos |Halos [Halos

% 24 horas [(mm) [(mm) [(mm) |{(mm) |{mm) [(mm) |{(mm) |(mm]} [{(mm) [(mm) |[(mm) [{mm)
25%
50%
75%
100%

ANEXO 9: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS A LAS 24 HORAS
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Kirby Bauer - Metodo de difusion
EXTRACTO ETANOLICO DE Equisetum Giganteum L {cola de caballo)

ETANOLICO DE Placa |Placa |Placa|Placa|Placa|Placa|Flaca|FPlaca|FPlaca|Placa |Placa|Placa|Control
Equisetum Giganteum | 1 2 3 4 ) B 7 8 9 10 11 12 | (mm)

evaluado
INSLMO en Halos |Halos |Halos |Halos |Halos |Halos [Halos [Halos [Halos|Halos [Halos [Halos
24 horas [(mm) |(mm) [(mm) [(mm) [(mm) [(mm) [(mm) [(mm) [{(mm) |(mm) |{mm) |{mm)

Cola de
caballo al
100 %

Clorexidna
al 0.12%

Agua
destilada




ANEXO 10: INSTRUMENTO DE RECOLECCION DE DATOS A LAS 48 HORAS

Kirby Bauer - Metodo de difusion

EXTRACTO ETANOLICO DE Eg

uisetum Giganteum L_(cola de caballo)

EXTRACTO
ETANOLICO DE
Equisetum Giganteum

Placa

Flaca

Flaca

Placa

Placa

Flaca

Placa

Flaca

Placa

Flaca
10

Placa
11

Flaca
12

Control
(mm)

evaluado
INSUMO en
48 horas

Halos
(mm)

Halos
(mm)

Halos
(mm)

Cola de
caballo al
100 %
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Anexo 11: Matriz de Concistencia

Formulacion del Problema

problema principal:

Dbjetivos de Ia
investigacion

Objetivo general:

A
Hipotesis

Hipotesis gemeral:

Yariables

Yariable

Metodologia

Tipo de
investigacion

Poblacics y Muestra

Poblacidn

i efecka antibacteriang kene ol
cxkracke ckandlica de Equizetum
giganteum L [zala de caballa),

Evaluar &l efecko antibacterians
del extracta ctandlico de
Equizctum giganteum L [cala de

El Extracte Etandlice de Equisetum
Giganteum L. [cola de caballe] posee una

¥.Dependiente

Cepaz de Porphyromena

ESTUDIC IN VITRO DEL EFECTO ANTIBACTERIANG DEL EXTRACTO ETAMOLICO DE EGLNISETUM
GIGAMTIUM L. (COLA DE CABALLO) FRENTE & CEPA S DE PORPHYROMONA GIMGIVALIS

frente a la cepa de Porphyromena | caballa], frente ala cepa de accn:-npantlblllacttrlana Frente allni-:pa d¢ | Efecto antibackeriang -Experimental gingivaliz.
qingivalis? Porphyremana gingivalis. Grphyromana qingrealls. del exkracto etandlico de | -Prospective
Equizctum Gigankeum L. | -Tranzversal
[cala de caballa]. -Analitico
Hirel de
Problemas secuandarios Objetiros t_sptci'ficns: HiEEttsis tsptcffic:_s: ¥ Independiente inrestiqaciton Mueztra

-iCudl es la concentracidn con
mayer cfecko antibacteriano del
exkracko ctandlice de Equizetum
Giganteum L. [cala de caballa] al
25%,50%,75% ¢ 100%, frente ala
cepa de Porphyremona
Gingivali=?

-iCudl &5 el efecta antibacteriang
del extracta ckandlico de
Equizetum Giganteum L. [cola de
caballe] al 100% 2 la= 24

haras frente a la cepa de
Parphyromana Gingivaliz®
-iCudl es el eFecto antibackeriana
del extracto ctandlico de
Equizctum Giganteum L. [cola de
caballa] al 100% 2 laz 45 haras
frente 3 la cepa de Parphyramana
Gingivali=?

-Diekerminar la concentracidn
con mawer efecko antibackeriano
del extracta ckandlico de
Equizctum Gigankeum L. [cala
de caballa] en los porcentajes al
25%,50%,75% v 100% frente 3 la
cepa de Parphyromona
Gingivaliz.

- Evaluar ¢l efecto
antibacteriane del extracto
ctandlico al 100% 2 las 24 horas
frente alas Parphyramanas
qgingivalis.

- Evaluar ¢l efecto
antibacteriane del extracto
ctandlico al 100% 2 las 45 haraz
frente alas Parphyramanas
gingivaliz.

-La concentracidn al 100% tiene mayor
cFecto antibacteriang en comparacion con
los okros parcenkajes.

- ¢l efecka antibacteriana del extracka
crandlico al 100% tiene menor efecka o las
24 horaz,

- ¢l efecko antibacteriane del extracto
crandlico al 100% tiene mayor efecta o las
43 horas.

Concentracidn del
Extracta Etandlica

Experimental

La mueskra que s

wvaluard serd en breinka y seis

placas Petri.

Diifuzidn en dizca,

Instrumento

Ficha de recaleccién

di datos.




Anexo 12:Fotografias

Activacion de las cepas

Fig.1. Fig.2. Fig.3.

Fig.4. Fig.5.

Fig. 1,2,3,4,5. Se procede a realizar la activacion de la cepa y llenado de la placa con agar
VHI, ya que este agar es un medio enriquecido que ayuda a la proliferacion de las
bacterias en 72 horas.
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Fig.7. Fig.8.

Fig.7,8. Desspues de 72 horas comprobamos crecimiento de colonias de
porphyromonas gingivalis, procedimos a realizar la tecnica Gram y la prueba
miscroscopica, se comprobo por el color, la forma(color rosa-rojizo, forma
alargada) que son porphyromona, al abrir la placa presentaba tambien el olor

caracteristico de esta bacteria.

Prueba Piloto

Fig.9.
Fig. 9.se realiza la prueba piloto para determinar la

concentracion en la que obtendremos resultados optimos.
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efecto antibacteriano del extracto etandlico de Equisetum Giganteum L. (cola de caballo) al

25%.,50%,75% vy 100% frente a la cepa de Porphyromona gingivalis.

Fig. 10. Resultados del porcentaje al 25% Fig. 11. Resultados del porcentaje al 50%

Fig. 12. Resultados del porcentaje al 75% Fig. 13. Resultados del porcentaje al 100%




Ejecucion de la investigacion

Fig.14. Podemos observar la esterilizacion del agar Miuller
Hinton en 15 minutos, a una presion de 15 libras, a una
temperatura de 121°.

Fig.14.

Fig.15. Para realizar el antibiograma utilizamos el
agar Miuller Hinton en una temperatura de 40°
con agar sangre
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Fig.16

Fig.16. embeber los discos de difusiéon con la
cola de caballo al 100%.

Fig.17. Pasamos a esperar que
gelifique la preparacion.

Fig.17.
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Fig.19.

Fig.18. utilizando la técnica estriada para inocular
la cepa y proceder a poner los discos de difusion
ya embebidos con la cola de caballo al 100%.

Fig.20. Fig.21.

Fig.19,20,21. Envueltos, se lleva a incubacién a una
temperatura de 37° y se toma las primeras medidas en 24
horas.
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Fig.22.

Lectura de los halos para determiner la sensibilidad

Fig.23. Fig.24.

Fig.22,23,24.control de medida de halos a concentracion de
Equisentum Gingivalis al 100% a las 24 horas,se midio con
el calibrador de vernier,obteniendo un resultado de 13 mm.
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Fig.24,25. Para el control positivo se utilizé la
clorhexidina al 0.12% en 12 placas, todas con cepa
de Porphyromona Gingivalis y se obtuvo un
resultado de 12.5 mm a las 24 horas.

Fig.24.

Fig.25.
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Fig.26.

Fig.27.

Fig.26,27. Para el control negativo se utilizo el agua
destilada en 12 placas, todas con cepa de
Porphyromona Gingivalis y se obtuvo un resultado
nulo, no hubo crecimiento de halos.
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Fig.28.control de medida de halos a concentracion del 100% deL
Equisentum Giganteum L. a las 48 horas, se midio con el
calibrador de vernier, obteniendo un resultado de 13.5 mm.

Fig.29.control positivo con cloherxidina medida de halos a las
48 horas, obteniendo un resultado de 12.5 mm.no hubo

variacion.
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