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RESUMEN

En el Peru la caries dental es la segunda causa principal de morbilidad, una alternativa de
solucién es la medicina Complementaria que es un conjunto de sistemas, terapias y
practicas de atencion de salud, entre ellas se encuentra la fitoterapia que es el estudio del
interés terapéutico de las plantas, estas plantas contienen componentes activos utilizados
para el tratamiento de diversas enfermedades. Es asi que el presente estudio tiene como
objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense
sobre el Streptococcus mutans, Puno-2018. La muestra estuvo conformada por 6 cultivos
por cada placa Petri, haciendo un total de 24 mediciones por concentracion. EIl grupo
experimental estuvo conformada por concentraciones al 10, 25, 50 y 100% del extracto
de Equisetum arvense. Se utiliz6 el método de Kyrby Bauer, para determinar el efecto
antibacteriano se realizd la prueba de difusion de pocillos con disco de papel filtro
propuesto por el Instituto Nacional de Salud, para el anlisis de datos se utilizo la prueba
estadistica t, diagrama de barras, la prueba de significancia de Tukey y el analisis del
efecto antibacteriano cualitativa segun la escala de Duraffourd. Obteniendo los siguientes
resultados segin esta escala: el extracto de Equisetum arvense tiene efectividad
antibacteriana nula sobre el Streptococcus mutans en sus concentraciones de 10 y 25%
con un promedio de halo inhibitorio de 6.87mm y 7.70mm respectivamente y contiene
efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans en sus concentraciones al 50, y 100%
con un promedio de inhibicion de 9.93mm y 12.23mm respectivamente. Por tanto el
extracto de Equisetum arvense (cola de caballo) tiene efecto antibacteriano in vitro en
concentraciones mayores al 50% sobre los cultivos de la bacteria Streptococcus mutans,

a mayor concentracién mayor sera su efecto antibacteriano.

Palabras claves: Equisetum arvense, Streptococcus mutans, Antibacteriano, Extracto, In

vitro.
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ABSTRACT

In Peru, dental caries is the second leading cause of morbidity, an alternative solution is
Complementary medicine is a set of systems, therapies and health care practices, among
them is the herbal medicine that is the study of therapeutic interest of the plants, these
plants contain active components used for the treatment of various diseases. Thus, the
present study aims to determine the antibacterial effect in vitro of the extract of Equisetum
arvense on Streptococcus mutans, Puno-2018. The sample consisted of 6 cultures per
Petri dish, making a total of 24 measurements per concentration. The experimental group
consisted of concentrations of 10, 25, 50 and 100% of the extract of Equisetum arvense.
The method of Kyrby Bauer was used, to determine the antibacterial effect; the diffusion
test of wells with disc of filter paper proposed by the National Institute of Health was
carried out, for the analysis of data the statistical test t, bar diagram, was used. The Tukey
test of significance and the analysis of the qualitative antibacterial effect according to the
Duraffourd scale. Obtaining the following results according to this scale: the extract of
Equisetum arvense has antibacterial effectiveness null on the Streptococcus mutans in its
concentrations of 10 and 25% with an average inhibitory halo of 6.87mm and 7.70mm
respectively and contains antibacterial effect on Streptococcus mutans in its
concentrations at 50, and 100% with an average inhibition of 9.93mm and 12.23mm
respectively. Therefore the extract of Equisetum arvense (horsetail) has an antibacterial
effect in vitro in concentrations greater than 50% on the cultures of the bacterium

Streptococcus mutans, the higher the concentration, the greater its antibacterial effect.

Keywords: Equisetum arvense, Streptococcus mutans, Antibacterial, Extract, In vitro.
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INTRODUCCION

La caries dental es una enfermedad crdnica, infecciosa y multifactorial transmisible, que
tiene alta prevalencia, sin distincion de edad o nivel socioecondmico, representa un
problema de salud pablica a nivel mundial. (1) Es provocada por acidos que resultan de
la accion de microorganismos sobre los hidratos de carbono, es decir que se inicia cuando
la interrelacion entre los microorganismos y su retencion en la superficie dentaria huésped
se mantiene un tiempo suficiente, ya que los productos metabdlicos desmineralizantes
acidos alcanzan una alta concentracion en la biopelicula o placa dental, por aporte
excesivo de azucares en la alimentacion sustratos. (2) Los principales microorganismos
de la placa bacteriana implicados en el inicio y desarrollo de la caries son: Streptococos
mutans, Lactobacillussp y Actinomycessp. (3)

Segln la OMS la caries dental Afecta entre el 60 % y 90 % de la poblacion escolar. En el
afio 2000, la OMS propuso que: la promocidn de la Salud bucodental debe ser prioritaria
en las poblaciones de nifios preescolares y escolares con ello, se pretende minimizar el
impacto de las enfermedades de origen bucodental EI Pert es uno de los paises de
Latinoamérica més afectados por las enfermedades bucales, (4) (5)en el pais la caries
dental es la segunda causa principal de morbilidad con el 9% segun el afio 2014 y en la
region de Puno la caries dental representa un 5.8%, siendo la segunda causa principal de
morbilidad segun el afio 2012.Segun reporte ASIS 2016. (6)

Streptococcus mutans es una bacteria Gram-positiva presente en la biopelicula de placa
bacteriana. Este microorganismo, coloniza preferentemente las superficies dentales, pero
es una de las pocas especies capaces de adherirse ademas a la mucosa bucal.
Streptococcus mutans desempefia un papel preponderante en la caries dental, es acidurico,
acidogénico y rapidamente adquirido a partir de la erupcion de los dientes. Su capacidad

patogénica aumenta al aumentar su proporcién relativa en la boca. (7)

La medicina tradicional suele utilizarse para tratar o prevenir dolencias y enfermedades
cronicas y para mejorar la calidad de vida. La gran diversidad de vegetales y la amplia

riqueza cultural han favorecido el aprovechamiento de las plantas con fines medicinales.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO i L[5 Nacional de
Altiplano

Equisetum arvense (cola de caballo) es una planta medicinal con un amplio uso
terapéutico, sus propiedades es antiinflamatoria, remineralizante, antioxidante,
antibacteriano, etc. Algunos autores refieren que esta planta contiene muchos minerales:
Silice, calcio, magnesio, cromo, hierro, manganeso, potasio; acidos: Salicilico, mélico,
esquisético, nicotina, glucosidos, saponinas, heteroxidos, fitosteroles, flavonicos y
taninos, por tanto la cola de caballo contiene muchos componentes de los cuales poseen
comprobados efectos protectores y curativos

El propdsito de este estudio fue determinar el efecto antibacteriano de Equisetum arvense
sobre el principal factor de la caries dental, para que se pueda utilizar como una alternativa
para la prevencién y disminucién de la incidencia de caries. Esta planta es de facil acceso,

bajo costo

1.1. JUSTIFICACION

La relevancia de este presente estudio es dar a conocer a la poblacion y los profesionales
de la salud una nueva alternativa preventiva a base de una sustancia natural antibacteriana
como el Equisetum arvense cominmente llamada Cola de caballo, para asi prevenir una
mayor incidencia de caries, en nifios de edades en que la prevalencia de esta enfermedad

es alta.

En la infancia las piezas son temporales y las consecuencias que trae las caries
principalmente es el dolor dental ya sea agudo o intenso y esta demostrado que aquellos
nifios que presentes caries en su infancia tienen mayor posibilidad de sufrir esta patologia
en su adultez. En la edad adulta las consecuencias de las caries pueden ser mas graves ya
que las piezas dentarias son permanente y si no recibe un tratamiento oportuno la persona
podria sufrir un obseso dental hasta perder la pieza dental lo que conlleva al uso de

prétesis, lo que implica un gasto econémico.

La poblacion con bajos recursos economicos tiene dificultad de acceso a la atencién
odontoldgica por el elevado costo de los servicios dentales, en caso de caries complicada
el tratamiento se limita y/o se reemplaza por procedimientos méas agresivos como las
extracciones y se deja de lado la posibilidad de hacer intervenciones mas complejas y
rehabilitaciones. Por lo cual se pretende prevenir y reducir los gastos en salud con un

producto accesible y de bajo costo.
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Este trabajo se realiza con el propdsito de que el personal de salud que actua desde el
puesto de salud nivel I-1, estd obligado a buscar alternativas de prevencion y tratamiento
de enfermedades bucales, que sean efectivas, faciles de obtener para toda poblacion.

En ese contexto, se evidencia la importancia del profesional de enfermeria, pues es quien
acomparia el crecimiento y el desarrollo del nifio; apoya y orienta a la familia,
comprendiendo los efectos de determinantes culturales, sociales y ambientales,
interviniendo de forma apropiada para mantener la salud del nifio, incluso a través de las
orientaciones sobre el uso adecuado de plantas medicinales, como dosificacion y

contraindicaciones.

FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Cudl es el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense sobre el

Streptococcus mutans, Puno-2018?

1.2. OBJETIVOS
Objetivo general
Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense sobre el

Streptococcus mutans, Puno-2018.

Objetivos especificos

Observar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense al

10% sobre el Streptococcus mutans.

- Observar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense al
25% sobre el Streptococcus mutans.

- Observar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense al

50% sobre el Streptococcus mutans.

- Observar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense al

100% sobre el Streptococcus mutans.

- Comparar el efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense a
diferentes concentraciones de 10, 25, 50 y 100% sobre el Streptococcus mutans.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. MARCO TEORICO

A. SUSTANCIAS NATURALES EN EL CONTROL DE PLACA BACTERIANA

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células de los seres
Vvivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras méas simples, o para degradar
las complejas y obtener las simples. Las plantas, ademas del metabolismo primario
presente en todos los seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite
producir y acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos
derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios, son

conocidos también como compuestos bioactivos, principios activos o productos naturales.
(8)

2.1.1. EQUISETUM ARVENSE

El género Equisetum, perteneciente a la familia Equisetaceae, esta constituido en la
actualidad por 15 especies conocidas vulgarmente como “colas de caballo”, que son
plantas vasculares, pertenecientes a la division Equisetophyta, que se reproducen

sexualmente por medio de esporas (9)

2.1.1.1. TAXONOMIA (10)
- Nombre Cientifico: Equisetum Arvense
- Reino: PlantaePhylumPteridophyta
- Clase: Equisetopsida
- Orden: Equisetales
- Familia: Equisetaceae
- Género: Equisetum
- Epiteto: Especifico Arvense

- Autor Epiteto Especifico: L.
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2.1.1.2. ACCIONES FARMACO TERAPEUTICAS

Cola de caballo se usa extensamente En la medicina botanica en Sudamérica, y es el
remedio mé&s popular para inflamaciones de la vejiga y rifidn a través del continente. En
la medicina peruana de herbal, se usa también para la hepatitis, las infecciones urinarias,
y como un diurético. En la medicina brasilefia natural se Ilama cola de caballo y se
considera un remedio excelente para bajar el acido Urico de la orina y para eliminar la
inflamacién. Se usa también en Brasil para el hidropesia, urinario y las infecciones de
vesicula y blocajes, las indisposiciones del higado, las coyunturas dolorosas, cistitis, los
desdrdenes de proéstata, los desordenes de rifion, hepatitis, la 9 diabetes y como un
relajante muscular. Antiespasmodico especifico al sistema urinario. Chanca Piedra,
indigena a India donde se llama Equisetum arvence son un remedio comdn de la casa para
el asma, la bronquitis y para curar toser, la sed extrema, la anemia, tuberculosis. Se le
conoce en también en Bahamas donde se llama huracan hierba o césped de viento de
ventarron. Se usa en la medicina popular para estimular el apetito, el estrefiimiento, la

fiebre de tifoidea, la gripe y los resfriados. (11)

2.1.1.3. DESCRIPCION BOTANICA

El nombre genérico Equisetum procede del latin equus que significa "caballo™ y seta que
significa "cerda" o "pelo", el nombre latino se adoptd del griego que en castellano se
traduce como "cola de caballo”, debido a lo fino que son los verticilos de los brotes verdes.
La palabra arverse deriva igualmente del latin arvum que significa "campo" sefialando el

emplazamiento normal de la planta. (12)

Los equisetos son plantas faltas de flores, por lo tanto sin semillas, y con tallos dimorfos,
unos esteériles y otros fértiles.

Los tallos estériles miden hasta 1 m de altura, son ramificados, de color verde
blanquecino, con 4-14 costillas convexas y bien marcadas. Tienen vainas caulinares tan
largas como anchas, algo ensanchadas en la parte superior, con dientes agudos y rigidos,
oscuros en el apice, con un estrecho margen membranaceo, en ocasiones con el centro
asurcado, libres o unidos por pares; las ramas son simples, a veces con ramulos, con 4

costillas y con 4 valles en forma de V.

Los tallos fértiles, que miden hasta 25 cm, son simples, no ramificados, y no tienen

clorofila no siendo por tanto verdes; sus vainas son acampanadas, mas grandes que los

15
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tallos estériles, con menos de 14 dientes, agudos, oscuros y algo rigidos, dispuestos de

forma aislada o en grupos de 2 0 3, en ocasiones asurcados. (13)

La parte fértil es un estrébilo en la parte superior, de hasta 4 cm, obtuso, con esporangios

en su interior que producen esporas de 35 -45 um. Esporula de febrero a mayo. (14)

2.1.1.4. NOMBRES COMUNES
Cola de caballo, limpia plata, yunquillo, cien nudillos, candalillo, pinillo, rabo de caballo,

rabo de mula, cepacaballo, rabo de lagarto, rabo de asno, hierba del platero (15)

2.1.15. HISTORIA, DISTRIBUCION Y HABITAT

Esta es una de las plantas silvestres mas primitivas, reinaban en el planeta desde la época
de los dinosaurios y alcanzaban un enorme tamafio. Su nombre proviene de las ramitas
con estrias longitudinales, con nudos de trecho en trecho, de las que nacen unas vainas
hendidas, que recuerdan una cola de caballo. (14)

Su distribucion es mundial y de mayor riqueza en el hemisferio norte (16), en el PerG se
reconoce en la actualidad tres especies del género Equisetum: E. bogotense, E. arvense y
E. myriochaetum, estas tres especies se hallan distribuidas en casi toda América tropical
y en el Per( las dos primeras crecen en casi todas las regiones, ocupando ambientes
himedos y alterados desde el nivel del mar hasta los 4200 msnm de altitud. (17)

Es una planta que crece en lugares hiumedos, lechos de rio, a lo largo de canales, en fosos,
etc. Principalmente en lugares despejados, por otro lado también se ha encontrado que a
veces invade en forma intensa los bosques artificiales de alamos, que son frecuentes en
Chile central, en sitios himedos, Cuba, Jamaica y Haiti, sur de México, América Central

hasta Chile, Pert en Arequipa Tacna y Moquegua y Argentina. (18) (19)

2.1.1.6. COMPOSICION QUIMICA (20)

- Sales minerales (12-25%): Acido silicico (casi 2/3 partes), potasio, calcio, fosforo,
magnesio (en escasa cantidad) y compuestos hidrosolubles derivados del silice.
Solamente las cenizas (15-18%) contienen casi un 70 de silice. En estado fresco la
cantidad de acido silicico oscila entre 3,21 y 16,25% (dependiendo de las variedades)
mientras que la parte soluble alcanza s6lo 0,06 y 0,33%.

- Flavonoides: quercetina e isoquercitrina, kaempferol, galuteolina y equisetrina.
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- Otros: trazas de alcaloides (nicotina, 3-metoxipiridina, equisetina, palustrinina y
palustrina), taninos, fitosteroles (j-sitosterol, campesterol, isofucosterol),
equisetonina (5%), saponina que por hidrolisis produce arabinosa, fructosa y
equisetogenina; acidos grasos (linoleico, lindlico, y oleico), acido aconitinico (acido
equisetico), acido benzoico, acido mélico, acido gélico, acido citrico, acido péctico,
vitamina C, resina, articulina e isoarticulina (esporas), lignanos (acido cafeico,

ferulico, dicafeoil-mesotartarico y p-cumarinico).

2.1.1.7. PRINCIPIOS ACTIVOS

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

comobactericidas son:

o Alcaloides

Son compuestos heterociclicos que generalmente se sintetizan a partir de aminoacidos,
tales como triptéfano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina, solos o
combinados con terpenoides. Por su similitud quimica a moléculas que participan en la
transmision de las sefiales del sistema nervioso, el efecto toxico de los alcaloides radica
en la capacidad de bloquear neuroreceptores, intermediarios de la transduccion de la sefial
neuronal y canales idnicos de vertebrados e insectos. Mientras que sus efectos inhibitorios
del crecimiento de microorganismos patdgenos estan dados por su capacidad de
intercalarse con el ADN, de detener la sintesis de proteinas, inhibir las enzimas del

metabolismo de carbohidratos.
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o Taninos:

El termino tanino se empled para denominar ciertas sustancias presentes en extractos
vegetales capaces de combinarse con proteinas de la piel animal, evitando su putrefaccion
y convirtiéndola en cuero. Constituyen un grupo de sustancias fenolicas poliméricas y se
pueden y se pueden dividir en hidrolizables y condensados, en funcion de que puedan o
no ser hidrolizados. Se han descrito mas de 30 taninos que pueden inhibir hongos y

bacterias.

o Flavonas

Son estructuras fendlicas que contienen un grupo carbonilo. Constituyen la familia méas
amplia de fenoles naturales. Su actividad frente a los microorganismos probablemente se
debe a que forman complejos con las proteinas solubles y extracelulares y con las células
de la pared bacteriana.

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

vasoconstrictoras a nivel local, cicatrizantes y como eficaz restaurador epidérmico. (22)

2.1.1.8. REFERENCIAS TOXICOLOGICAS

Hasta el momento no existe evidencia cientifica que demuestre que el consumo de la
planta Cola de caballo en dosis adecuadas, produzca efectos toxicos en las personas. Sin
embargo, no se recomienda el consumo de cualquier preparado con base en esta planta,
durante el embarazo ya que la presencia de alcaloides, aunque sean en cantidades muy
pequefias, podrian inducir una accién oxitocinica. La cola de caballo posee dentro de su
composicion una gran cantidad de sustancias que pueden desencadenar algin efecto
toxico, por lo que no se recomienda en absoluto, abusar de esta especie, para obtener
beneficios medicinales. Dentro de la composicion de la planta de cola de caballo se
encuentran alcaloides, como la nicotina, que en acumulacién excesiva en el organismo,
podria ocasionar malestares en general, dolor de cabeza, desordenes nerviosos, disfagia,

cefalea, tenesmo y pérdida de apetito. (13)

2.1.2. STREPTOCOCCUS MUTANS
La primera informacion que se tiene sobre este microorganismo se remonta a 1924,
cuando Clarke lo aislé de lesiones de caries en dientes humanos y le da el nombre de

"mutans” debido a que el microorganismo aislado tenia tendencia a ser pleomorfico,
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presentandose bien como cadena de cocos, o como bacilos cortos en forma de mutantes.
(23) Se caracteriza por ser Gram positivo, anaerobio facultativo que forman parte de la
placa bacteriana, también se caracteriza por ser acidéfilo, acidogénico y acidurico,
ademas tiene la capacidad de generar polisacaridos extracelulares y por ende favorecer la

adhesion del mismo a las piezas dentales. (24)

Los Streptococcus son bacterias que presentan forma de coco, crecen en cadenas
0 en parejas, no tienen movimiento, no forman esporas y generalmente reaccionan
positivamente a la coloracion de gram. ElI S. mutans, que ha sido el mas aislado
en lesiones cariosas en humanos, es el primero en colonizar la superficie del diente
después de la erupcion. Su nombre lo recibe de su tendencia a cambiar de forma

pudiéndose encontrar como coco, de forma mas alargada, como bacilo. (25)

2.1.2.1. CARACTERISTICAS (26)

e Microorganismos genéticamente heterogéneos.

e Fuertemente resistentes a la fagocitosis.

e Son cocos gram positivos, no esporulados.

e Didmetro de 0.5 a 0.75 milimicras.

e Sedispone en forma de cadenas.

e Son inmoviles, carecen de flagelos.

e Son catalasa- negativos.

e Ausencia de capsula y polisacérido C.

e Anaerobios facultativos o estrictos (su metabolismo utiliza el oxigeno del medio
ambiente, pero también puede sobrevivir en ausencia total de este).

e Son fermentadores.

e Producen &cido lactico a partir de los azucares.

e Producen polisacaridos extracelulares a partir de sacarosa.

e Pueden conseguir un pH critico para la desmineralizacion del esmalte, mas rapido
que otras bacterias.

e Coloniza en la superficie de los dientes.
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2.1.2.2. ADQUISICION DE STREPTOCOCCUS MUTANS

El Streptococcus mutans se encuentra de forma permanente en la cavidad oral después de
la erupcion dental, debido a que requiere de tejido duro no descamativo para su
colonizacion. La principal fuente de adquisicion y transmision de Streptococcus mutans
en los nifios es la saliva de la madre transmitida cuando hay un contacto salival con la
comida que se le dara al bebé, estas evidencias provienen de estudios que demuestran un
patron idéntico de DNA cromosomal en las bacterias de los nifios y de las madres. Se ha
demostrado que el tiempo exacto de colonizacidn de esta bacteria es a los 26 meses de
edad, periodo que ha sido denominado “ventana de infectividad”. Es importante recordar
que el Streptococcus mutans forma parte de la flora oral microbiana, por lo que se puede
encontrar en pacientes con y sin caries. (27)

2.1.2.3. MANIFESTACIONES CLINICAS

El Streptococcus mutans ademas, es un agente infeccioso muy importante en la
endocarditis bacteriana, el torrente sanguineo puede ser invadido transitoriamente por
esta bacteria tras un traumatismo u otros procesos, que incluirian las manipulaciones

dentales o las cirugias del tracto respiratorio superior como las amigadalectomias. (28)

2.1.2.4. FACTORES DE VIRULENCIA (29)

- Acidogenicidad: El S. mutans puede fermentar los azucares de la dieta para producir
principalmente &cido lactico como producto final del metabolismo. Esto hace que
baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

- Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH bajo.

- Acidofilicidad: El S. mutans puede resistir la acidez del medio bombeando protones
de (H)+ fuera de la célula, esta condicion hace que el microorganismo cambie su
fisiologia.

- Sintesis de fructanos y glucanos: por medio en enzimas como
glucosilfructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucanos y
fructano, a partir de la sacarosa. Los glucanos insolubles pueden ayudar a la célula a
adherirse al diente ser usados como reserva de nutrientes.

- Sintesis de polisacaridos intracelulares: la célula almacena glucogenos que ante la

falta de ingreso de azucares por via exdgena con la dieta puede metabolizarse por la
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accion de la aglucogenofosforilaza. Ante un incremento de productos intermediarios

de la glucolisis.

- Produccion de dextranasa: ademas de movilizar reservas de energia esta enzima
puede regular la actividad de las glucosiltrasferasas removiendo productos finales de
glucano. La infeccion ocurre generalmente por miembros de la familia especialmente

por la madre.

- Adhesinas: presenta adhesianas de superficie de la familia de adhesinas Spa también
Ilamada antigeno | / Il participan en el proceso de adherencia a las glicoproteinas

salivales y a otros microorganismos.

- Proteinas asociadas a la pared celular: le permiten adherirse a las caras libres de las
piezas dentarias y participar en la adherencia dependiente de la sacarosa, pero su
papel en la cariogénesis no es claro.

2.1.3. CARIES

La caries dental es un trastorno microbiol6gico infeccioso de los dientes que provoca la
disolucion y destruccion localizada de los tejidos calcificados. Es muy importante
comprender que las cavitaciones de los dientes (destruccién de la superficie dental con

formacion de una cavidad) son signo de infeccion bacteriana. (30)

La actividad cariosa es muy variable, tal como demuestran la desmineralizacion y la
perdida de estructura dental; por consiguiente, no siempre se puede predecir la evolucién
de una lesion. Las lesiones cariosas solo aparecen bajo una masa de bacterias capaz de
producir un entorno suficientemente acido para desmineralizar la estructura dental. Se
denomina placa dental a una masa gelatinosa de bacterias que se adhiere a la superficie
dental. Las bacterias de la placa metabolizan los carbohidratos refinados para obtener
energia, produciendo &cidos organicos como subproductos. Los acidos generados pueden
producir una lesion cariosa al disolver la estructura cristalina del diente. Las lesiones
cariosas progresan en forma de una serie de exacerbaciones y remisiones que dependen
de las fluctuaciones de pH a nivel de la superficie del diente con los cambios en el

metabolismo de la placa. (30)
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2.1.3.1. FACTORES ETIOLOGICOS DE LA CARIES DENTAL
2.1.3.1.1. Huésped
Los factores ligados al huésped pueden distribuirse en tres grandes grupos: los

relacionados a la saliva. Los relativos al diente y los vinculados a la inmunizacion.

a. Saliva

La participacion de la saliva en el proceso carioso ha sido corroborada mediante estudios
diversos, en los cueles al disminuir el flujo salival se observa un incremento sustancial de
los niveles de lesiones de caries. A medida que disminuye el flujo salival aumenta la
cuantia de microorganismos en la cavidad oral, presentandose rapidamente el incremento
en la actividad de los microrganismos acidogenicos, tales como los grupos de
Steptococcusmutans, Lactobacillus y Actinomyces; algunas veces paralelamente a otras

complicaciones, como la susceptibilidad a la candidiasis. (31)

La cantidad de saliva que secretan las glandulas salivales esta regida por los grandes
centros cerebrales. Como resultado de tal control central, la salivacion no estimulada es
decir la que se secreta sin presencia de estimulos externos, normalmente se inhibe durante
el suefio, el miedo o la depresion. Muchos otros factores influyen en el flujo salival, entre
ellos el balance hidrico del organismo, la naturaleza y duracion el estimulo, el tamafio de
las glandulas salivales y los estimulos previos. (32)

La accion salival promueve el desarrollo de la microflora mediante dos efectos
principales; antimicrobianos (mediante el arrastre y movimiento excluye
microorganismos patdgenos y mantiene la flora normal) y nutricionales (estimula su
crecimiento mediante el aporte de nutrientes para los microrganismos, a traves de las

glucoproteinas, ya que estas pueden ser degradadas por los microorganismos) (31)

b. Dientes (31)

Los dientes presentan tres particularidades fuertemente relacionados a favorecer el
desarrollo de lesiones cariosas. Estas son.

o Proclividad. Ciertos dientes presentan una mayor incidencia de caries, asi mismo
algunas superficies dentarias son mas propensas que otras, inclusive respecto al mismo
diente. Por otro lado existen sujetos que disponiendo de sustratos y microorganismos
criogénicos no llegan a presentar lesiones de caries. A su vez la posibilidad de

acumulacién de placa esta relacionado con factores tales como alineacion de dientes,
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anatomia de la superficie, textura superficial y otros factores de naturaleza hereditaria.
Por otra parte, el esmalte puede sufrir anomalias en su constitucion, tales como
amelogénesis imperfecta, hipoplasia adamantina, fluorosis y dentinogenesis imperfecta,
que favorecen su propension a desarrollar lesiones cariosas. Asi mismo la disposicion
irregular de la materia organica propicia la accion de causas desencadenantes de la caries
dental.

o Permeabilidad admentina. La permeabilidad del esmalte disminuye con la edad
asociada a alteraciones en la composicion de la capa exterior del esmalte que se produce
tras la erupcion de diente. En el esmalte se observa un proceso de maduracion estructural,
que consiste fundamentalmente en la capacidad del esmalte de incorporar moléculas
pequefias que influenciaran sus propiedades fisico-quimicas. Las diferentes proporciones
de los componentes del esmalte determinan la resistencia mayor o menor del esmalte y
con ello, la velocidad del avance de las lesiones.

o Anatomia. La anatomia, la disposicion y la oclusion de los dientes, guardan
estrecha relacion con la aparicion de lesiones cariosas, ya que favorecen el acumulo de
placa y alimentos pegajosos, ademas de dificultar la higiene bucal. Las anormalidades de
los dientes, en cuanto a forma y textura, también contribuyen en la formacién de lesiones

cariosas, asi como las maloclusiones.

C. Inmunizacién

Existen indicios de que el sistema inmunitario es capaz de actuar contra la microflora
criogénica, ya que produce respuesta humeral mediante anticuerpos del tipo
Inmunoglobulina A. salival e inmunoglobulina G. sérica, asi mismo cono respuesta
celular mediante linfocitos t. como en otros ambitos, las diferencias en la respuesta
inmune a los microorganismos dependen tanto de antigeno como del huésped. Se ignora
aun el rol estricto que pueden jugar tales respuestas; sin embargo por ejemplo se sabe que
el S. sobrinus posee un mecanismo mediante el cual suprime dicha respuesta
inmunoldgica y que la inmunoglobulina G podria inhibir el metabolismo de S. mutans e
inclusive es probable que tengan el potencial de elevar el pH. No obstante, ain no se ha

logrado sacar provecho de estos hallazgos. (31)

2.1.3.1.2. Microorganismos
Las bacterias del género Streptococcus son las mas importantes y prevalentes. En dicho

género se encuentran los Streptococcusviridans (33). Si bien los estudios experimentales
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en animales y observacionales en humanos, han demostrado que la habilidad de inducir
caries dental no es una propiedad exclusiva de una especie en particular, han dejado
claramente establecido que los Streptococcus mutans y los Lactobacillusspp. son las

bacterias cariogenicas mas agresivas. (34)

El S. mutans ha sido implicado como el principal agente etioldgico de la caries dental y
los Lactobacillusspp como las bacterias que prosperan en el medio carioso y contribuyen

a la progresion de la enfermedad (35)

2.1.3.1.3. Tiempo:

La placa dentobacteriana es capaz de producir caries debido a su 19 condicion
acidogénica y acidurica que poseen los microorganismos que la colonizan, de tal forma
que los carbohidratos fermentables en la dieta no son suficientes, sino que ademas éstos
deben actuar durante un tiempo prolongado para mantener un pH acido constante a nivel

de la interfase placa - esmalte. (36)

2.1.3.1.4. Dieta

Representado por una dieta que contenga sustancias fermentables por los
microorganismos capaces de transformarlas en &cidos organicos, especialmente lactico,
con la consecuente bajada de pH. Los azucares como la glucosa, fructosa, lactosa y
sacarosa son las sustancias que con mayor facilidad son convertidas en acidos y, de entre

todos ellas la que posee una mayor capacidad cariogénica es la sacarosa (35).

2.1.3.2. EPIDEMIOLOGIA

Segun la OMS la caries dental Afecta entre el 60 % y 90 % de la poblacién escolar.4 El
Per es uno de los paises de Latinoamérica mas afectados por las enfermedades bucales,
como se demuestra al precisar que entre el 90 y 95% de la poblacién peruana (equivalente
a 30 millones de habitantes segun proyecciéon 2013, sufre de caries dental, ademas de

tener uno de los indices mas altos de caries en nifios menores de 12 afios, segiin OMS. (5)

Un estudio en el cual se tuvo como objetivo determinar la experiencia, prevalencia y
severidad de caries dental, asi como el indice de caries significativo (SiC) y las
necesidades de tratamientos (NT) en dientes temporales en escolares de 3 a 5 afios de

edad en Huacho, Peru. Donde la muestra representativa fue de 246 escolares, que fueron
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recogidos y analizados en un estudio transversal (afio 2011). Todos los nifios fueron
examinados visual y clinicamente por unos examinadores capacitados y estandarizados.
Se observé una alta prevalencia de caries en la denticion decidua con un bajo porcentaje
de dientes obturados y una urgente necedad de tratamientos odontoldgicos. Como en otros
estudios, observamos que la experiencia de caries en la denticién temporal se encuentra
asociada con la presencia de caries en la denticion permanente por tanto avizora una alta

prevalencia si no se modifica las estrategias preventivas de salud. (37)

En el 2013 en un estudio realizado a escolares de 6 a 16 afios de la provincia de Puno, se
encontr6 con mas prevalencia la caries dental con (89,8%) seguido por las maloclusiones
(86,97%) y por ultimo la enfermedad periodontal (82,46%). (38)

2.2. MARCO CONCEPTUAL

Efecto antibacteriano

Capacidad de inhibir la produccion o causar la muerte de un agente bacteriano en

condiciones experimentales.
Bacteriostatico

Aquéllos que inhiben el desarrollo y la multiplicacion bacteriana pero sin llegar a destruir
las células. (39)

Bactericida
Poseen la propiedad de destruir la bacteria, su accién es terapéutica irreversible. (39)

Planta medicinal
Especie vegetal que contiene en toda o en alguna de sus partes constitutivas, principios

activos utiles para combatir enfermedades (40)
Principio activo

Los principios activos son la sustancia a la cual se debe el efecto farmacoldgico de un
medicamento, y su uso se remonta a la prehistoria, en un principio eran hierbas y

sustancias naturales. (41)
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Destilacion por arrastre de vapor con agua

Destilacion por medio de una corriente de vapor que arrastra selectivamente algunos

compuestos de la mezcla (42)
Extracto de Equisetum arvense

Extracto obtenido mediante destilacion por arrastre a vapor que contiene principios

activos de la planta preparando en 4 concentraciones diferentes 10%, 25%, 50%, 100%.
Cepa

Conjunto de virus, bacterias u hongos que tienen el mismo patrimonio genético. (43)

In vitro

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

controlado fuera del organismo vivo (44)
Meétodo Kirby — Bauer

El microorganismo es inoculado en la superficie de una placa de Agar, sobre el cual se
colocan discos impregnados con una concentracion de la sustancia antibacteriana. Las
placas se incuban por 16-18 horas a 35- 37°C. Durante la incubacion, el antibidtico
difunde radialmente desde el disco a través del agar, por lo que su concentracion va
disminuyendo a medida que se aleja del disco. EI diametro del area de inhibicién

alrededor del disco puede ser convertido a las categorias de sensible. (45)
Sensible

Categoria clinica definida para las pruebas de susceptibilidad in vitro. Implica que una
infeccion debida a la cepa bacteriana estudiada puede ser tratada apropiadamente con la
dosis de antibiotico recomendada para el tipo de infeccion y la especie infectante, a menos

que existan contraindicaciones (45)
Resistente

Organismo que no se inhiben por las concentraciones clinicamente posibles de un agente

antimicrobiano (45)
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Halo de Inhibicién

Zona alrededor del disco donde una sustancia antibacteriana es capaz de impedir el
crecimiento de la bacteria en una placa de agar inoculada con el gérmen al cabo de 18 a
24 horas de incubacion. Se utilizard como medida los didmetros de estas zonas en mm,

segun la escala de Duraffourd. (46)
Escala de Duraffourd:

Escala utilizada para determinar el efecto inhibitorio in vitro, segun didmetro de

inhibicion.

o Nula (-) para un diametro inferior a 8 mm.

o Sensibilidad limite (sensible +) para un didmetro comprendido entre 8 a 14 mm.
o Medio (muy sensible ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

o Sumamente sensible (+++) para un didmetro superior a 20 mm.

Distribucion T de student

Es una distribucién de probabilidad que surge del problema de estimar la media de una
poblacion normalmente distribuida cuando el tamafio de la muestra es pequefio en la que

el estadistico utilizado tiene una distribucion t de Student si la hipotesis nula es cierta.
Prueba de Tukey

Es similar a una prueba t en cuanto a que se calcula una Unica diferencia critica para para
realizar todas las comparaciones entre las medias. Sirve para probar todas las diferencias

entre medias de tratamientos de una experiencia.

2.3. IMPORTANCIAY UTILIDAD DEL ESTUDIO

Esta investigacion de tipo experimental presenta un aporte cientifico, debido a que se
propone la aplicaciéon de una sustancia a base de Equisetum arvense, considerando las
caracteristicas antibacterianas de origen natural que posee y es importante porque
promueve la prevencion de enfermedades bucales haciendo el uso de una planta con
principios activos antibacterianos

La utilidad que se le da es a partir de la intervencion del profesional de Salud fomentando

la concientizacion a la poblacion del uso de plantas medicinales para la prevencién de
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enfermedades bucales y el aporte de la presente investigacion servira como base para

futuros estudios y conocer la efectividad del Equisetum arvense contra microorganismos.

2.4. HIPOTESIS
Ha: Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense a diferentes

concentraciones sobre el Streptococcus mutans.

Ho: No Existe efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense a

diferentes concentraciones sobre el Streptococcus mutans.

2.5. ANTECEDENTES

A NIVEL INTERNACIONAL

Ovalle H., (1996) Guatemala. El objetivo de su estudio fue determinar el efecto
inhibitorio de la infusion de la cola de caballo sobre el crecimiento del Streptococcus
mutans y el lactobacillus acidophillus in vitro. Metodologia. A partir hojas y tallos de
Equisetum arvense desecandose en un horno de calor seco, se realizé por el método de
difusion. Las concentraciones de la infusion fueron respectivamente al 5%, 10% y 20%
Resultados: Con la infusion al 5% para Strectococcus mutans y Lactobacillus
acidophillus fue de 38.46% 31.21% respectivamente. Al 10% de la infusion fue 58.56%
y 42.17% respectivamente y al 20% de la infusion se encontrd 79.95% de inhibicion para
S. mutans y 47.21% para L. acidophillus. Conclusion. La infusién de cola de caballo
tiene efecto inhibitorio sobre el crecimiento de Streptococcus mutans y lactobacillus
acidophillus; se demostrd que a mayor concentracion, mayor serd su efecto inhibitorio.
(47)

A NIVEL NACIONAL

Minaya P. (2008) Lima, Per(. El objetivo de la investigacion fue determinar la actividad
antimicrobiana del extracto de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. truxillense
frente a bacterias relacionadas directamente con caries dental, a saber Streptococus
mutans y Lactobacillus casei. Metodologia. Mediante la técnica de maceracion
alcoholica, filtrado y evaporacion a 40 °C de la solucion alcohdlica, se obtuvo los
principios activos totales del Erythroxylum novogranatense var. truxillense. Se utilizo 20
ul de agua destilada y alcohol de 96°, como control negativo y positivo respectivamente.

Resultados. Los didametros de los halos de inhibicion para S. mutans tuvieron una media
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de 34.4mmz2.12mm, y para el caso de L. casei, 33.7mm+3.40mm. Conclusion. El
extracto etandlico de la hoja de Erythroxylum novogranatense var. truxillense tuvo una
mayor actividad antibacteriana que el alcohol al 96% frente a S. mutans. El extracto
etanolico de la hoja de Erythroxylum novogranatens evar. truxillense tuvo una mayor

actividad antibacteriana que el alcohol al 96% frente a L. casei. (48)

A NIVEL REGIONAL

Calsin Y. (2017) Puno, Peru. El objetivo de su estudio fue determinar la concentracion
minima inhibitoria del aceite esencial y extracto etanolico de Equisetum arvense frente a
la Escherichia coli. Metodologia. La extraccion del aceite esencia se realizd por arrastre
a vapor de agua y la obtencion del extracto etanolico fue por maceracion en frio, se
determind por el método de dilucion en placa a dosis de 0.1, 0.2, 0.5, 1.25 y 5 %.
Resultados. El aceite esencial de “cola de caballo” a concentraciones de 1% o mayores,
es una sustancia inhibitoria frente a Escherichia coli; El extracto etandlico de “cola de
caballo” a concentraciones mayores al 2.5% son sustancias inhibitorias frente a
Escherichia coli; En tanto para Candida albicans no se pudo determinar la concentracion
minima inhibitoria debido a que las concentraciones aplicadas aceite esencial y el extracto
etandlico de Equisetum arvense no fueron las suficientes para determinar una CMI frente
a Candida albicans. Conclusion. El aceite esencial y extracto etandlico de Equisetum
arvense, presentan actividad antimicrobiana frente a Escherichia coli, siendo el aceite
esencial mas activo con 1% de CMI frente al extracto etandlico quien posee una CMI de
2.5%. Por otro lado no se pudo determinar la CMI del aceite esencial y extracto etandlico
frente a Candida albicans, puesto que las concentraciones aplicadas en este estudio, no

fueron las suficientes para inhibir el crecimiento en Candida albicans. (49)

Caceres N. (2017) Puno, Perl. Objetivo: Fue determinar el efecto antimicrobiano in
vitro del extracto de Stevia rebaudiana sobre el Streptococcus mutans, Puno-2017.
Materiales y métodos: La muestra fue realizada por 36 placas Petri con sembrado de
Streptococcus mutans. El grupo experimental estuvo conformada por concentraciones al
25%, 50% y 100% del extracto de Stevia rebaudiana. Se evalu6 el efecto antimicrobiano
por el método propuesto por INS de Kyrby — Bauer para determinar la concentracion
minima inhibitoria del extracto de Stevia rebaudiana; para el analisis de datos se utilizd
pruebas estadisticas la prueba de t y la prueba de significancia de Tukey. Resultados. El

extracto de Stevia rebaudiana tiene efecto antimicrobiano sobre el Streptococcus mutans
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en la concentracion al 25% con un promedio del halo de inhibicién de 10.47 mm, en la
concentracion de 50% de 12.46 mm y en la concentracion al 100% de 13.49 mm de mejor
efecto antimicrobiano. Conclusion. El extracto de las hojas secas de Stevia rebaudiana
obtenidos por el método de destilacién agua — vapor tiene efecto antimicrobiano in vitro,

sobre los cultivos de la bacteria Streptococcus mutans. (50)
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. TIPO Y DISENO DE INVESTIGACION

3.1.1. Tipo

- Explicativo: Se indago los origenes del problema, determinando la relacién de causa-
efecto entre las variables independiente y dependiente.

- Prospectivo: Es la de iniciarse con la exposicion de una supuesta causa, y luego seguir a

través del tiempo a una poblacion determinada hasta determinar o no la aparicion del

efecto.

- Analitico: Presenta dos variables.

3.1.2. Disefo

- Experimental: Existié la intervencion del investigador, porque los datos no

demuestran la evolucion natural de los eventos.

- Transversal: las variables fueron medidos en una sola circunstancia

3.1. POBLACIONY MUESTRA
3.2.1. Poblacién: Cepas de Streptococcus mutans obtenidas del laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano.

3.2.2. Muestra: De tipo probabilistico, porque todas las muestras tienen la probabilidad

de ser incluidas en la investigacion.

Tamarfo de Muestra
n = 2(Z«2 + Zg)*(DE)?/d?
Se uso0 la formula para comparar dos 0 mas medias:
n : Tamafio de cada grupo de estudio
o  : Probabilidad de cometer error tipo I
: Probabilidad de cometer error tipo II
: Valor estandar de la distribucion normal asociada a un tipo de error

DE : Desviacion estandar
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d : Diferencia entre promedios para rechazar igualdad de medias

Considerando los requerimientos de una confianza del 99% (a =0.01, Z = 2.57) y una

potencia en la prueba del 80% ($=0.20, Z =0.84), para (DE/d=0.50)

n=2(2.57+0.84)2 (0.5)?
n=5.8
n=6
Con estos valores se determin6 una muestra de 6 repeticiones para cada concentracion en

16 placas Petri, obteniéndose 24 aplicaciones por concentracion.

GRUPO DE ESTUDIO
Grupos experimentales:
Extracto de Equisetum arvense al 10%
Extracto de Equisetum arvense al 25%
Extracto de Equisetum arvense al 50%

Extracto de Equisetum arvense al 100%

3.2.1.1. Criterios de seleccion de muestra:
Criterios de inclusion.
e Placa con siembra adecuada de Streptococcus mutans.

e Placas que después del proceso de incubacion presentaron halos de inhibicion.

Criterios de exclusién.

e Placas que después del proceso de incubacion no mostraron halos de inhibicion.

3.2. VARIABLES Y SU OPERACIONALIZACION

3.2.1. VARIABLES

Variable independiente

e Extracto de Equisetum Arvense
Variable dependiente

e Efecto antibacteriano sobre el Streptococcus mutans
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3.2.2. OPERACIONALIZACION

VARIABLES INDICADORES | UNIDAD DE ESCALA TIPO
MEDIDA
Cuantitativa
Extracto de
) 1ml de extracto +
Equisetum arvense
9ml de agua
10% )
destilada
L
E Extracto de 2.5ml de extracto
'éJ Equisetum arvense | + 7.5ml de agua
E 25% destilada
o Extracto de Duraffourd (mm)
O | Equisetum arvense
e Extracto de 5ml de extracto +| (-): <8
Equisetum arvense |  5ml de agua (+):8a14
50% destilada (++):14a20
Extracto de (+++): > 20
Equisetum arvense | Extracto puro
100%
> Efecto .
0 ) o Tamafio (mm) de
a antibacteriano in o
> . halos de inhibicion
0 vitro sobre el
a de Streptococcus mm/ml
L Streptococcus
0 mutans
&) mutans.

3.3. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS

Técnica

Se utiliz6 la técnica de observacion directa, consiste en observar atentamente el

fendmeno, tomar informacidn y registrarla para el analisis.

- Para este estudio la observacion directa se realiz6 luego de 24 horas de haber
sembrado la bacteria con sus respectivos discos de antibiograma conteniendo el
extracto de Equisetum arvense.

- Se usé luz transmitida de un contador de colonias para una optima visualizacion de
las colonias de Streptococcus mutans y de los halos de inhibicidn por el extracto de

Equisetum arvense los cuales fueron medidos con un vernier digital en milimetros.

- Lo datos obtenidos fueron registrados en una ficha de recoleccion para su analisis.
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Instrumentos
- Instrumentos documentales: Ficha de recoleccién de datos.

- Instrumentos: Vernier digital

3.3.1. Materiales de laboratorio

. Autoclave (horno a presion de calor himedo).

. Microscopio Optico Compuesto con objetivo de inmersion y laminas porta y
. Cubre objetos.

. Estufa de Incubadora Microbioldgica.

. Jarra Microbioldgica de Anaerobios.

. Placas Petri

. Matréz

. Tubos de ensayo

. Mechero Bunsen

. Safranina, alcohol cetona, lugol y violeta de genciana.
. Solucién peptonada.

. Solucién para medio de transporte.

. Medios de cultivo.

. Agua destilada.

. Suero fisioldgico.

. Cocina eléctrica

. Jeringas desechables de 5 ml. y tuberculina.

. Hisopos estériles

. Bandeja porta objetos

. Regla metalica milimetrada para medir espacios
. Pinzas porta algodén.

. Algodon.

3.3.2. Elementos de bioseguridad

. Mandil color blanco

. Gorra color blanco

. Guantes quirdrgicos estériles
. Mascarilla desechable

. Anteojos transparentes
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. Detergente, desinfectantes y jabdn carbolico.
. Escobilla para lavado de manos.

3.3.3. Infraestructura
. Laboratorio de suelos de la Facultad de Ingenieria Agrondémica de la Universidad
Nacional del Altiplano.
. Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Biologia de la Universidad

Nacional del Altiplano.

3.3.4. Elementos de auxiliar de registro:

. Papel
. Plumén indeleble, lapicero y lapiz.
. Camara fotogréafica digital de 16 mega pixeles.

. Vernier digital.
. Computadora.

3.4. PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION DE DATOS
3.4.1. Coordinacion

a. Se coordin6 con la Facultad de Enfermeria de la UNAP, mediante una solicitud,;
para que remita un oficio dirigido al Decano de la Facultad de Ciencias Biologicas,
indicando brindar facilidades para ejecutar proyecto de investigacion.

b. Una vez obtenido el mencionado oficio, se present6 a Decanatura de la Facultad de
Ciencias Biologicas y se coordind con el Bidlogo a cargo del Laboratorio de
Zoologia Aplicada: Microbiologia, con el fin de poder ejecutar el presente estudio
de investigacion.

3.4.2. Obtencién de Equisetum arvense

Se realiz6 un pedido de tallos y hojas de Equisetum arvense en el mercado Laykakota de
la ciudad de Puno, los mismo traidos de la Costa de la region de Moquegua, Perd.

Se reunid 5 kg de planta entera, se almacenaron en bolsas de papel kraft previamente
rotulados, con el fin de evitar su deterioro o maltrato. Posteriormente fueron trasladadas
al Laboratorio de Aguas y Suelos de la Escuela Profesional de Ingeniera Agronomica de
la Universidad Nacional del Altiplano.
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Fueron almacenadas en un ambiente protegido de la luz solar para su desecacion éptima
por un periodo de 8 dias, asi eliminando el agua de los tejidos y células de la planta para

evitar la alteracion de sus componentes

3.4.3. Obtencion del extracto:

Para la obtencidn del extracto se trabajo con 5 ki de Equisetum arvense, se colocé 8 litros
de agua en el hidrodestiladorpor arrastre con agua-vapor, este método consiste en calentar
la planta medicinal hasta que sus componentes mas volatiles pasen a la fase de vapor,
para luego recuperar dichos componentes de forma liquida.

Con la carga lista se tapd el tanque de extraccién y se sellé de forma hermética,
transcurrido el tiempo de destilacion de 2 horas y media, se suspendid el calentamiento y
se enfrid hasta temperatura ambiente en un condensador o prolongacién curvada del
conducto, a la salida del hidrodestilador. Se recogi6 la fraccion del extracto y se almaceno
en un frasco estéril color ambar, luego fueron rotulados y refrigerados para su

conservacion.

Para la obtencidn de las diferentes concentraciones del extracto:
Se coloc6 9 ml, 5 ml y 7.5ml de agua destilada en envases en las cuales se le afiadié 1 ml,
5ml y 2.5ml del extracto de Equisetum arvense, para asi obtener las concentraciones de

10%, 25% y 50%. Para obtener el 100% se colocara el extracto puro en un envase.

3.4.4. Preparacion de la muestra
A. preparacion del medio de cultivo
La preparacion de los medios de cultivo comprende los siguientes tiempos

fundamentales:

1. Pesado de los ingredientes y disolucién con calor.
2. Adicion de las substancias de sostén: Agar-nutritivo, gelatina, etc.
3. Ajuste del pH. Por lo general las bacterias exigen una reaccion neutra o

ligeramente alcalina pH 6,8 - 7,2. Un pH alto o bajo retarda o inhibe el crecimiento
de las bacterias.

Para determinar el pH, se ha empleado los siguientes métodos:

. Método del papel indicador universal de pH
. Método colorimétrico
4. Reparticion de tubos, frascos, etc.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
5. Esterilizacion a 121 °C a 15 libras de presion/pulg por 20 minutos.
6. Control de la esterilidad en la estufa a 37°C por 24 horas.
7. Almacenamiento de los medios en la nevera hasta el momento de usarlos.
B. Preparacion de agar sangre
o Se puso en Bafio Maria un frasco o balon con 100 ml de Agar nutritivo esteril

hasta que licué completamente.
o Se dejo enfriar hasta 45 - 50°C.

o Se agreg6 asépticamente sangre (humana) en proporcion del 5-8%.

o Se movi6 suavemente para mezclar. Repetir en placas Petri.

o Se dejo solidificar.

o El color de este medio es rojo - cereza.

o Se  controld la  esterilidad 'y se conservd en nevera.

C. Siembra y aislamiento

Se sembro colocando los microorganismos en medios de cultivo adecuado (agar sangre)
para que se desarrollen y multipliquen en condiciones optimas.

Se realizo la siembra por Trasplante.

El material contiene una sola especie bacteriana, y se realizé con la finalidad de conservar
el microorganismo renovando su medio de cultivo para conocer sus propiedades

bioldgicas y bioguimicas. Siembra de una muestra liquida a un medio sélido.

Procedimiento

1. Se esterilizo el asa por flameado.

2. Se dej6 enfriar.

3. Se tomo con la mano izquierda el tubo con la muestra se le dio leve inclinacion para
evitar, contaminacion con microorganismo del medio ambiente, al ser destapado.

4. Con la mano derecha, se sujeté el asa y ayudado con el dedo mefiique de esta misma
mano, se saco la lamina metalica del tubo con la cepa.

5. Se flameo la boca del tubo, se metio el asa sin tocar las paredes, se cargd con la
suspension o cepa y se retird el asa.

6. Se flameo nuevamente la boca del tubo, y se tapd con la lamina metalica.
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7. Inmediatamente se tomo con la mano izquierda el tubo con el medio de cultivo sélido
estéril, se destapo con cuidado de esterilidad e introducir el asa hasta el fondo, y
apoyando la aguja sobre la superficie, se hizo una linea o estria sin romper el medio
de cultivo.

8. Se flameo la boca del tubo y el asa de Kolle.

9. Se rotulo la Placa, con el nombre y fecha

10.  Seincubo en la estufa a 37°C por 24 a 48 horas.

11.  Transcurrido el tiempo se realizo la observacion:

D. Obtencion de la bacteria indicadora

El transporte de las cepas, se hizo en un tubo de ensayo cuidadosamente esterilizado
contenido de 3 ml. de solucidénpeptonada. Las cepas fueron homogenizadas en cuatro
tubos de ensayo contenido de caldo nutritivo, obteniéndose una dilucion de 3 ml. Por cada
tubo. Se llevo a la incubadora por 24 horas a 37°C. Transcurrido este tiempo se realizo la
siembra en, Agar sangre. EI medio de cultivo Agar sangre nos sirvio para determinar la
hemolisis de la bacteria e identificar si es alfa o beta para proceder su aislamiento.

La identificacion de colonias de Streptococcus mutans, se realiz6 en base a la observacion
de la morfologia colonial y la adherencia de la colonia al agar. Luego se hizo el
diagnostico microscépico a través de frotis y tincion de Gram de una muestra de la colonia

aislada.

E. Preparacion del inoculo por el Método de Kirby Bauer

Transcurrido la inoculacion de la suspensién bacteriana, después de 10 minutos se
procedid a realizar los pocillos en la placa Petri para luego introducir los disco de
antibiograma uniformemente sin contenido y estériles, de modo que estén a una distancia
minima de 25 mm uno del otro (el diametro de los discos segun las normas de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) debe ser de 6 mm). No deben colocarse méas
de 12 discos en una placa de 150 mm, ni méas de 6 en una placa de 100 mm de didmetro
interno, para evitar la superposicion de las zonas de inhibicién. Un disco no debe ser
removido una vez que tomo contacto con la superficie del agar. Luego se aplicé con una
pipeta automatica el extracto de Equisetum arvensea concentraciones al 10%, 25%, 50%
y 100% en un volumen de 10 ul, para cada uno de los 6 pocillos por placa, se llevo a
incubar la totalidad de las muestras a una temperatura de 37°C por 24 horas determinadas

en medio anaerobio.
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F. Métodos realizados para la medicién de los halos de inhibicién.

Para la medicion de los halos de inhibicion se tomd en cuenta la totalidad de los 6 pocillos

con el tratamiento desarrolladas en la placa Petri, precision del recuento.

1.- Se realizd la medicion del didmetro del halo de inhibicién en milimetros. Con un
vernier digital, para una mejor medicion.

2.- Sumar el nimero las medidas del halo de inhibicién de los 6 pocillos por placa para
sacar los promedios respectivos.

El efecto antibacteriano se consider6 en funcion al diametro de los halos de inhibicion del

crecimiento del microorganismo segun la escala de Duraffourd:

3.5. DISENO Y ANALISIS ESTADISTICO

Para interpretar los resultados del presente estudio, se utilizaron pruebas estadisticas
inferenciales en concordancia con los objetivos e hipotesis. Se emple6 la prueba de T,
diagrama de barras, la prueba de significancia de Tukeyy la escala de Duraffourd entre

las concentraciones del extracto de Equisetum arvense.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41. RESULTADOS

Después de haber medido los halos de inhibicion, se clasifico los didmetros de acuerdo a
la escala de Duraffourd.

OEl
Tabla N°1 : EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE
Equisetum arvense AL 10% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.

PRUEBA
ESTADISTICA HALO DE INBICION EN mm
DE t
PROMEDIO 6.87 mm.
DE +0.15
LI 6.71 mm.
LS 7.03 mm.
P <0.0001

Fuente: Base de datos

DE: Desviacién estandar, LI: Limite Inferior, LS: Limite superior, P: Probabilidad.

INTERPRETACION:

En la tabla se aprecia el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum arvense al 10%
sobre las cepas de Streptococcus mutans, se observa que el promedio de halo de
inhibicién fue 6.87 mm, siendo la Desviacion Estandar (DE) de + 0.15 Por lo que

afirmamos que no presenta efecto inhibidor, con una probabilidad de p < 0.0001.
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FIGURA 1°: PROMEDIO DE HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS CON
EXTRACTO DE Equisetum arvense AL 10% SOBRE EL Streptococcus mutans,
PUNO-2018.

T.024

LR

5.54

HALO DE INHIBICION mm

6.85

6.85 T 1
Tratamiento con Equisetum arvense (Cola de caballo) al 10% frente a
Streptococcus mutans
Distribucion de medidas con la prueba de T en relacion al promedio de las 6 repeticiones
por placa, siendo Desviacion Estandar (D:E) de + 0.15, el limite inferior (LI) de 6.71mm

y limite superior (LS) de 7.03mm y con una media (M) de 6.92mm.
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OE2
TABLA N°2: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE

Equisetum arvense AL 25% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.

PRUEBA
ESTADISTICA HALO DE INBICION EN mm
DET

MEDIA 7.90 mm.

DE +0.07
LI 7.82 mm.
LS 7.97 mm.
P <0.0001

Fuente: Base de datos
DE: Desviacion estandar, LI: Limite Inferior, LS: Limite superior, P: Probabilidad.

INTERPRETACION:
En la tabla se aprecia el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum arvense al 25%

sobre las cepas de Streptococcus mutans, se observa que el promedio de halo de inhibicion
fue 7.90 mm, siendo la Desviacion Estandar (DE) de = 0.07, con una probabilidad de p <

0.0001. Por lo tanto no existe diferencia en la distribucion.
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FIGURA N°2.- PROMEDIO DE HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS CON
EXTRACTO DE Equisetum arvense AL 25% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-
2018.
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Tratamiento con Equisetum arvense (Cola de caballo) al 25% frente a
Streptococcus mutans

Distribucion de medidas con la prueba de T en relacion al promedio de las 6 repeticiones
por placa, siendo Desviacion Estandar (D:E) de + 0.07, el limite inferior (LI) de 7.82mm

y limite superior (LS) de 7.69mm y con una media (M) de 7.92mm.
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OE3
TABLA N°3 : EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE

Equisetum arvense AL 50% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.

PRUEBA
ESTADISTICA HALO DE INBICION EN mm
DE t
MEDIA 9.93 mm.
DE +0.19
LI 9.73 mm.
LS 10.13 mm.
P <0.0001

Fuente: Base de datos
DE: Desviacion estandar, LI: Limite Inferior, LS: Limite superior, P: Probabilidad.

INTERPRETACION:
En la tabla se observa el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum arvense al 50%

sobre las cepas de Streptococcus mutans, se aprecia que el promedio de halo de inhibicién
fue 9.73 mm, siendo la Desviacion Estandar (DE) de + 0.19, por lo que no existe una

dispersion en los valores, con una probabilidad de p < 0.0001.
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FIGURA N° 3.- PROMEDIO DE HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS CON
EXTRACTO DE Equisetum arvense AL 50% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-
2018.
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Tratamiento con Equisetum arvense (Cola de caballo) al 50% frente a
Streptococcus mutans

Distribucion de medidas con la prueba de T en relacidn al promedio de las 6 repeticiones
por placa, siendo Desviacion Estandar (D:E) de + 0.19, el limite inferior (LI) de 9.73mm

y limite superior (LS) de 10.13mm y con una media (M) de 9.98mm.
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OE4
TABLA N°4 : EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO DE
Equisetum arvense AL 100% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.

PRUEBA
ESTADISTICA HALO DE INBICION EN mm
DE t
MEDIA 12.23 mm.
DE +0.16
LI 12.06 mm.
LS 12.40 mm.
P <0.0001

Fuente: Base de datos

DE: Desviacion estandar, LI: Limite Inferior, LS: Limite superior, P: Probabilidad.

INTERPRETACION:

En la tabla se observa el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum arvense al 100%
sobre las cepas de Streptococcus mutans, se aprecia que el promedio de halo de inhibicién
fue 12.23 mm, siendo la Desviacion Estandar (DE) de + 0.16, por lo que no existe una

dispersion en los valores encontrados en relacion a la media, con una probabilidad de p <

0.0001.
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FIGURA N°4.- PROMEDIO DE HALO DE INHIBICION A LAS 24 HORAS CON
EXTRACTO DE Equisetum arvense AL 100% SOBRE EL Streptococcus mutans,
PUNO-2018.
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Tratamiento con Equisetum arvense (Cola de caballo) al 100% frente a
Streptococcus mutans

Distribucion de medidas con la prueba de T en relacién al promedio de las 6 repeticiones
por placa, siendo Desviacion Estandar (D:E) de +0.16, el limite inferior (LI) de 12.06mm

y limite superior (LS) de 12.40mm y con una media (M) de 12.30mm.
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TABLA N°5 : COMPARAR EL EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO DE Equisetum arvense A DIFERENTES CONCENTRACIONES AL 10%,
25%, 50% Y 100% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.

HALO DE INBICION EN mm POR
CONCENTRACION

CONCENTRACION 10% 25% 50% 100%

PROMEDIO 6.87 mm 7.90 mm 9.93mm  12.23 mm

Fuente: Base de datos

INTERPRETACION:

En la tabla se observa la actividad inhibitoria entre los promedios de la aplicacion del
extracto de Equisetum arvense a concentraciones al 10, 25, 50 y 100% sobre las cepas de
Streptococcus mutans, se evidencia que el mayor halo de inhibicion se da en la
concentracion al 100% con un promedio de 12.23mm, seguido del 50% con un promedio
de 9.93mm en relacion a las demdas aplicaciones, existiendo una diferencia

estadisticamente significativa con una probabilidad p<0.05.
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FIGURA N° 5- COMPARACION DE CONTRASTE CON LA PRUEBA
ESTADISTICA DE TUKEY DEL HALO DE INHIBIBION CON EL TRATAMIENTO
DEL EXTRACTO DE Equisetum arvense A DIFERENTES CONCENTRACIONES AL
10%, 25%, 50% Y 100% SOBRE EL Streptococcus mutans, PUNO-2018.
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Con la prueba de andlisis de varianza afirmamos que existe diferencia entre los
tratamientos, frente a la bacteria Streptococcus mutans. Para realizar una mejor
comparacion se uso la prueba de significancia de Tukey con una probabilidad de p<0.05,
aseverando que la concentracion al 100% del extracto de Equisetum arvense (Cola de
caballo) se comporta mejor en relacion a la concentracion de 10, 25 y 50%

respectivamente.
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4.2. DISCUSION

El Streptococcus mutans es considerado como el principal agente etiologico de la caries
dental, y es por eso que numerosas investigaciones tienen como objetivo el estudio de
sustancias naturales que impidan que este agente patdgeno prolifere el medio bucal o que

controlen su crecimiento.

En la dltima década la busqueda de actividad antibacteriana y fotoquimicos de plantas
nativas ha sido de mucho interés, con el fin de encontrar nuevos principios activos desde
el punto de vista farmacolégico. En tal sentido el presente estudio de tipo experimental,
tranversal ha tenido como objetivo determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
de Equisetum arvense sobre la cepa estandar de Streptococcus mutans. Empleando cuatro

concentraciones diferentes al 10, 25, 50 y 100%.

El Equisetum arvense perteneciente a la familia de Equisetaceae, contiene componentes
bioquimicos de los cuales tres tienen efectos bactericidas. Los Alcaloides que por su
capacidad de intercalarse con el ADN, de detener la sintesis de proteinas e inhibir las
enzimas del metabolismo de carbohidratos; los Taninos tienen efecto bactericida muy
conocido por producir una desnaturalizacion por coagulacion de las proteinas de las
paredes celulares; los fenoles se debe a que forman complejos con los aminoacidos
hidrofilicos de las proteinas solubles y extracelulares y con las células de la pared

bacteriana, la mayoria de las veces inactivando la proteina y anulando su funcién.

Los estudios ejecutados sobre plantas medicinales se han desarrollado con fines
terapéuticos o con el proposito de buscar alternativas de tratamiento, de esta manera se
encontraron muchas propiedades como la capacidad, antibacteriana, etc. En la actualidad
las diversas plantas medicinales son utilizadas como parte de tratamientos preventivos y

curativos. Intentando de esta manera dejar bases cientificas.

Segun los resultados obtenidos de esta investigacion a concentraciones de 10 y 25% en la
escala de Duraffourd es de nula (-), pero a concentraciones de 50 y 100% segun esta
escala se presentd como sensible (+), por lo tanto el efecto antibacteriano esta presenta
en concentraciones mayor al 50%, teniendo esta concentracion un halo de inhibicion de

9.93 mm y a concentraciones de 100% con un halo de inhibicion de 12.23mm.
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Estudios anteriores con infusion y extracto etanolico de Equisetum arvense comprobaron
su efectividad inhibitoria sobre los microorganismos: Lactobacillus acidophillus,
Escherichia coli.

Ovalle H. Determind el efecto inhibitorio de la infusion de la cola de caballo sobre el
crecimiento del Streptococcus mutans y el lactobacillus acidophillus in vitro. Empleo el
método de difusion las concentraciones de la infusion fueron al 5%, 10% y 20%. Los
resultados evidenciaron que la infusion al 5% para Streptococcus mutans fue de 38.46%,
al 10% de la infusion fue 58.56% y al 20% de la infusion se encontrd 79.95% de
inhibicidn para S. mutans y 47.21%. En tanto el anterior estudio se determind el nivel de
inhibicion por porcentajes, obteniendo en sus diferentes concentraciones un resultado
satisfactorio. Al contrastar la anterior investigacion con los resultados del presente estudio
se puede asegurar que ha mayor concentracién, mayor sera su actividad antibacteriana,
tal y como se muestra en las placas de inhibicion a partir de la concentracién al 50%.
(Anexo D)

Minaya P. Determind la actividad antimicrobiana del extracto de la hoja de Erythroxylum
novogranatense var. truxillense frente a bacterias relacionadas directamente con caries
dental, a saber Streptococcus mutans y Lactobacillus casei, la técnica que se uso es la
maceracion alcohdlica, filtrado y evaporacion a 40°C, obteniendo como resultado de los
halos de inhibicion para el Streptococcus mutans con una media de 34.4mm. En relacion
con la investigacion anterior mencionada y el presente estudio con concentracién de
extracto al 100% de Equisetum arvense se obtuvo una media de 12.2mm. Por lo tanto se
considera que ambas plantas presentan actividad antibacteriana y podemos afirmar que el
extracto de hoja de Erythroxylum novogranatense var. Truxillense con la técnica usada
para la obtencion de sus principios activos presenta mayor efectividad antibacteriana
frente a la bacteria en cuestion, en el estudio de Minaya P. se usd quimicos para un 6ptimo
resultado, en cambio en el presente estudio se us6é un hidrodestilador para obtener el

extracto puro de Equisetum arvense y asi obtener sus principios activos.

El efecto antibacteriano in vitro del extracto de Equisetum arvense sobre el Streptococcus
mutans, es similar al que se ha observado en la investigacion de Céceres, N (2017), sobre
la misma bacteria propia de la microflora oral y otra especie vegetal como es la Stevia
rebaudiana que posee esta capacidad inhibidora sobre el crecimiento de microorganismo

patogeno. Comparando a concentraciones del extracto al 100% de Stevia rebaudiana y

51
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Equisetum arvense existe una diferencia de 1.2 mm en el halo de inhibicién, siendo la
Stevia rebaudiana quien posee mayor capacidad inhibidora sobre el Streptococcus

mutans.

A diferencia de Minaya, P. (2008) en su estudio actividad antimicrobiana del extracto de
la hoja de Erythroxylum novogranatense var. truxillense frente a bacterias relacionadas

directamente con caries dental, presento mayor halo de inhibicion.

Calsin Y. Determiné la concentracion minima inhibitoria del aceite esencial y extracto
etanolico de Equisetum arvense frente a Escherichia coli y Candida albicans, se
determind por el método en disolucion en placa a dosis de 0.1, 0.2, 0.5, 1.25 y 5%,
obteniendo como resultado frente a Escherichia coli el aceite esencial mas activo con 1%
de CMI y el extracto etanolico quien posee una CMI de 2.5%, por otro lado no se pudo
determinar la CMI a Candida albicans puesto que las concentraciones propuestas no
fueron suficientes para inhibir su crecimiento. En relacion con el presente estudio del
extracto de Equisetum arvense frente al Streptococcus mutans la CMI es de 50% teniendo
efectividad antibacteriana, considerando que el aceite esencial es mas puro, conteniendo

en mayor cantidad los principios activos que actdan bajo esta bacteria.

El extracto acuoso puede ser una forma mas comun y utilizable en la poblacién, mientras
el extracto etandlico es una mezcla de sustancias quimicas tal vez con una o varios
principios activos puede actuar de manera antagénica o sinérgica, ademas que podria

afectar los principios activos y tendria limitaciones para usarlo in vitro.

Los resultados encontrados en el presente estudio son relevantes ya que el extracto de
Equisetum arvense en concentraciones mayores a 50% segun la escala de Duraffourd
tiene efecto antibacteriano sobre un factor de la caries dental, en tal sentido la importancia
de esta planta coadyuva en la prevencion de la caries dental. Afirmamos que el extracto
de Equisetum arvense a concentraciones mayores a 50% tiene efecto antibacteriano sobre

el Streptococcus mutans.

Una limitacién que se debe considerar, es la falta de literatura existente y su relacién con
la bacteria especifica a nivel bucal, especificamente con el Streptococcus mutans, sin

embargo, los resultados invitan a seguir investigando.
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CONCLUSIONES

PRIMERO. El extracto de Equisetum arvense al 10% segun la escala de Duraffourd
presentd nula (-) efectividad antibacteriana ante las cepas de

Streptococcus mutans

SEGUNDO. ElI extracto de Equisetum arvense al 25% present infima efectividad,
representandose en la escala de Duraffourd como nula (-) sobre las cepas

de Streptococcus mutans.

TERCERO. EI extracto de Equisetum arvense al 50% posee efecto antibacteriano,
representandose en la escala de Duraffourd como sensible (+) ante las

cepas de Streptococcus mutans,

CUARTO. El extracto de Equisetum arvense al 100% tiene mayor efecto
antibacteriano, presentando sensibilidad (+) segin la escala de

Duraffourd, sobre las cepas de Streptococcus mutans,

QUINTO. Al comparar el efecto antibacteriano del extracto de Equisetum arvense
al 10, 25, 50 y 100% se encuentra gran diferencia es decir a mayor
concentracion mucho mayor sera su efectividad sobre las cepas de
Streptococcus mutans. Entonces se deduce que el extracto mayor a 50%
tiene actividad bactericida.
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RECOMENDACIONES

En estudios posteriores se recomienda:

- Para una futura elaboracién de colutorios naturales a base del extracto de
Equisetum arvense (cola de caballo) estas deberan contener una concentracion

mayor a 50% para obtener el efecto antibacteriano que se desea.

- Realizar estudios in vitro con infusién de Equisetum arvense (cola de caballo)
para verificar su eficacia y ampliar su efectividad con otras bacterias que pueden
presentar las personas.

- Realizar estudios comparativos de la efectividad antibacteriana de las especies de
esta planta provenientes de la costa, sierra y selva del Peru.

- Realizar estudios de sinergismo de la cola de caballo, con otros tipos de plantas
de comprobada efectividad antibacteriana como extracto.

- Al profesional de salud que labora en la atencién primaria y niveles de prevencion,
buscar alternativas naturales de prevencién para enfermedades bucales como es el

extracto de Equisetum arvense (cola de caballo)
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ANEXO B
ANALISIS ESTADISTICO

Analisi= de la varianza

WVariable N E* R* 4aj CV
HALL DE TNEICION EN mm 24 1.00 9.89 1.&3

Coadro de Analisis de la Varianza ({SC tipo III)

F.V. s5C gl CH F p-valar
Madela. 101.08 3 33,889 1453.87 <0.0001
TEATAMIENTO 101.08 3 33,89 14583.87 «<0.0001
Exrror g.45 20 0.02
Tatal 101.53 23

Tezt:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.,242%&%
Error: 0.022& gl: 20
TRATAMIENTO Media=z= n E.E.

AT, 19% .87 & 0.06 &

al, 25% 7.90 & 0.04& E

AT, S0% 8.93 & 0.04& C
AT, 1Q0% 12.23 & 0.0& K

Medias cop una lekra comin Ra sonR sigpifizaktivamente diferenkes (p > 0.DE)

Prueba t para una media

Valor de 1a media bajo la hipotesis nmla: O

Variable n Media DE LI{85} LS(95} T  p{Eilateral}

T 10% & &.87 0.15 6.71 7.03 113.435 <0.0001
T 25% & 7.890 0.907 7.82 7.87 285.44 <0.0001
T 20% g 9.93 0.1% 9.73 10.13 127.3:5 <0.0001
T 100% g 12.23 0.1¢ 12.0&6 12.40 181.81 <0.0001
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ANEXO C

"'J//u/'/:r';.'.:('/A/(/ @ lézr'/}.-//(// el ".;"r-/y/(/'/léum =~ )/— 2/))1‘. L':.f.'ﬁ':é.‘.’:-
FACULTAD DE ENFERMERIA e

ESCUELA PROFESIONAL DE ENFERMERIA S
ACREDITADA CON RESOLUCION DE PRESIDENCIA N® 210-2017- SINEACE .
Cludad Unbversitana Telefax (951) 352362 - Casills 231 el

Afu del Didlogo y fe Beconcifiacidn Naclona!”

Puno. 02 de mayo de 2018,

QFICIO _N°280-2018-D-FE-UNA.

Senor Dr.
SABINO ATENCIO LIMACH]I
Decano de la Faculiad de Ciencias Biolagicas

PRESENTE.-

ASUNTO SOLICITO BRINDAR FACILIDADES, PROYECTO

Fs grato dirigirme a vuestro despacho, con la finalidad de expresar mi cordial saludo v ¢l
de la Tacultad de Enfermeria de la UNA — Puno, asimismo solicito se brinde las facilidades
del caso, a la epresada Katerin Cdceres Lupaca. quien cjccutard ¢l proyecto de
investigacion EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL ESTRACTO DE
EQUISETUM ARVENSE (COLA DE CABALLO) SOBRE EL .STREPTOCOCCUS
MUTANS, PUNO-2017. bajo la asesoria del docente Dr. Cn. Juan Moisés Sucapuca
Araujo.

Asimismo, solicité autorizacion de uso de Laboratorio de su representada y comunico que
en cuanto a los reactivos seran por cuenta de la investigadora,

Agradccicndo vuestra amable atencion, expreso los sentimientos de mi especial
consideracion.

Atentamente,

cec
Interecals
Arch

D) ereme -
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UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO - PUNO

FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGRONOMICA

LABORATORIO DE AGUAS Y SUELOS

CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE LABORATORISTA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
AGRARIAS DE AGUAS Y SUELOS DE LA UNA - PUNO.

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller KATERIN CACERES LUPACA, egresada de la
Escuela Profesional de Enfermeria de la Universidad Nacional Del Altiplano, ha
realizado el EXTRACTO DE LA PLANTA DE Equisetum Arvense, en el equipo de
arrastre de vapor de agua, para su tesis titulada “EFECTO ANTIBACTERIANO IN
VITRO DEL EXTRACTO DE Egquisetum Arvense (Cola de Caballo) SOBRE EL
Streptococcus mutans, Puno — 2018 Realizado el 16 de Mayo del 2018.

Se emite la presente constancia a solicitud de las interesadas para

los fines que se estime por conveniente.

Puno, 21 de Mayo del 2018.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO ~PUNO ¢ ¢
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS HE
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA §‘§
LABORATORIO DE ZOOLOGIA APLICADA: A
MICROBIOLOGIA
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE JEFE DEL LABORATORIO DE ZOOLOGIA APLICADA:
MICROBIOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS DE LA UNA
-PUNO

HACE CONSTAR:

Que la Bachiller KATERIN CACERES LUPACA, egresada de la
Escuela Profesional de Enfermeria de la Universidad Nacional Del Altiplano, ha realizado
su trabajo de Investigacion titulado “EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL
EXTRACTO DE Equisetum arvense (cola de caballo) SOBRE EL Streptococcus mutans,
PUNO -~ 2018 en el laboratorio de Zoologia Aplicada: Microbiologia de la Escuela

Profesional de Biologia, entre los meses de junio a julio del presente afio.

Se emite la presente constancia a solicitud de la interesada para los

fines que se estime por conveniente.

Puno, 2 de agosto de 2018

Evensveniave O, Carple Visgue:
TRP N 2068
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UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
EACUILTAD ME CIFNMCEIAS RIOLOGICAS

RESULTADO DE PRINCIPIO ACTIVO

ASUNTO: ANALISIS DE LOS COMPONENTES DEL PRINCIPIO ACTIVO DEL EXTRACTO DE COLA DE
COLA DE CABALLO {Equisetum arvense)

PROCEDENCIA MOQUEGUA

INTERESADO : KATERIN CACERES LUPACA

MOTIVO : Analisis de principios activos
MULCSTREC .4 de diciembre del 2018{por &l Interesads)
ANALISIS . 4 de diciembre dei 2018

PROYECTO UNA-PUNO - PROYECTO DE TESIS
RESULTADOS
P ART A /N AT FPADAIS PN I8 )l mdorconm st tmimmm 1
REPETICION : i sl SR e ) - -
presencia de alcaloides presencia de fenoles presencia de taninos
1 0.01 pl/ml de extracto de cola | 0.03 pi/mi de extracto | 0.03 pl/ml de extracto
de caballo de cola de caballo de cola de caballo
2 0.02 pl/ml de extracto de cola | 0.04 pl/ml de extracto | 0.02 ul/mi de extracto |
i 3 | de caballo | de cola de cabalio | de cola de caballo |
| 3 0.02 ul/ml de extracto de cola | 0.03 ul/ml de extracto | 0.02 pi/ml de extracto |
de caballo de cola de caballo de cola de caballo
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ANEXO D
GALERIA DE FOTOGRAFIAS

[ Equisetum Arvense (Cola de Caballo) ] [ Hidrodestilador ]

Identificacion de la colonia de
Streptococcus mutans

[Identificacién de la bacteria bajo el microscopio] Preparacion de placas Petri
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Obtencion de las cepas de

Preparacion de diferentes concentraciones
Streptococcus mutans

Agar sangre en placas Petri y se dejo
] solidificar

[ Preparacion del Agar sangre
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[Se realiza los pocillos y se coloca papel filtro

Se realizé el trasplante de bacteria ]

~ . . Se dejo en la incubadora por 24hrs
Se afiade las concentraciones en los pocillos

[ Contador de colonias ]

Medicién de halos de inhibicion con
vernier digital
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[ Placa de inhibicion al 100% ) [ Placa de inhibicion al 50% )

[ Placa de inhibicion al 25% ) [ Placa de inhibicion al 10% )
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