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RESUMEN

El estudio de la actividad antimicrobiana del Gnaphalium vira vira, (wira wira) se
realizd en el laboratorio de Farmacologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UNA-PUNO, con muestras traidas la comunidad de Camacani -
Puno, los objetivos fueron: comprobar la actividad antimicrobiana del extracto
etandlico, en sus preparados acuoso y etandlico, diferenciando, flores, hojas, tallo
y toda la planta; por el método de difusién microbiologica en placa, utilizando un
disefio completamente al azar conducido bajo un arreglo factorial 2 x 2 x 4. Los
resultados fueron: que existid accion antimicrobiana frente a: Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis, se encontrd diferencia significativa (p<0.05),
entre preparados, microorganismos y partes de la planta, e interacciones entre
partes de la planta, preparados y microorganismos, la accion antimicrobiana se
evidencio con el tamafio de halo de los preparados frente a los microorganismos;
para preparados etanélico y acuoso se obtuvo un tamafio de halo de 15.6418 £
3.127 'y 14.7145 £ 2569 mm de diametro respectivamente; para los
microorganismos Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis el tamario
de halo fue de 15.8050 + 2.403 y 14.5513 + 3.2 mm de diametro respectivamente;
para las partes de la planta, flores, toda la planta, hoja y tallo se obtuvo un
tamano de halo de 17.7145 £ 0.933; 16.462 + 0.953; 15.373 £ 1.912; 11.1630 %
1.890 mm de diametro respectivamente; se concluye que el Gnaphalium vira vira
tiene efecto antimicrobiano, siendo mas sensible el Staphylococcus aureus, mayor

en flores y en su preparado etandlico.

Palabras Clave: Extracto etandlico, Gnaphalium vira vira, microorganismos,

preparado acuoso, preparado etanélico.



ABSTRACT

The study of the antimicrabial activity of Gnaphalium vira vira ( wira wira ) was
performed in the laboratory of Pharmacology, Faculty of Veterinary Medicine of the
UNA- Puno , with samples brought Camacani community - Puno , the objectives
were : test the antimicrobial activity of the ethanol extract, ethanol and their
aqueous preparations , differentiating , flowers, leaves , stem and the whole plant ;
microbiological method for disk diffusion , using a completely randomized design
conducted under a factorial 2 x 2 x 4 The results were that existed antimicrobial
action against Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis , significant
difference ( p < 0.05) between preparations , microorganisms and plant parts , and
interactions between the plant parts , preparations and microorganisms , the
antimicrobial activity was evident with the halo size of the preparations against
microorganisms ; for ethanolic and aqueous preparations halo size of 15.6418 and
14.7145 £ 3.127 + 2.569 mm in diameter was obtained respectively ; for
microorganisms Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis was halo
size was 14.5513 15.8050 + 2.403 and * 3.2 mm in diameter respectively ; for
plant parts , flowers, whole plant, leaf and stem size halo of 17.7145 + 0.933 was
obtained ; 16.462 + 0.953 ; 15,373 + 1,912 ; 11.1630 = 1.890 mm in diameter
respectively ; concluded that the Gnaphalium vira vira has antimicrobial effect ,
being more sensitive Staphylococcus aureus, higher in flowers and its ethanolic
prepared.

Keywords : ethanolic extract , Gnaphalium vira vira , microorganisms, prepared
aqueous, ethanolic prepared .
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INTRODUCCION

El uso de plantas medicinales en el Per( es tan antiguo como la cultura
andina, muchos conocimientos se encuentran arraigados en el saber popular.
Sin embargo, la excesiva “modernizacion” de la Medicina Occidental ha hecho
que estos conocimientos sean relegados, y en ciertos aspectos, hasta olvidados

(Mantilla y Olazabal, 2008).

La multirresistencia se ha desarrollado debido al uso indiscriminado de
antibiéticos comerciales comUnmente utilizados para tratar enfermedades
infecciosas, por ofro lado la apariciébn de efectos indeseables de ciertos
antibidticos, ha llevado a los cientificos a investigar nuevas sustancias
antimicrobianas a partir de plantas consideradas popularmente medicinales

(Zampini, 2007).

El Peri y sobre todo el departamento de Puno es un ambito de
extraordinaria variedad de recursos vivos y ecosistemas, que hoy se conocen
como diversidad biolégica o biodiversidad, y por eso se encuentra entre los
mega diversos del planeta ocupando uno de los cinco primeros sitiales donde
se calcula la existencia de unas 25000 especies ( 10% del total mundial) de
manera, que hay que comprender que las personas del mundo andino no solo

hemos sido generadores de la misma en el vinculo con nuestro entorno sino

xii



que se ha trabajado y se continuara demostrando que las plantas medicinales
han generado una impresionante diversidad biol6gica que es la que permite en

el presente subsistir (Vicente, 2004).

Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado surge como alternativa
de fratamiento la wira wira, una planta a la que se le atribuye propiedades
antitusigenas y antinflamatorias, motivo por el cual es utilizada por la poblacién
punefa, es importante validar el uso de esta planta en los problemas
respiratorios, ademas conocer que parte de la planta podria tener un mejor

efecto terapéutico.
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CAPITULO |

1.1 PROBLEMA DE INVESTIGACION
La falta de desarrollo y fuente de empleo en el Departamento de Puno,
el clima que es frio y seco, tipico de las altas mesetas, donde. su temperatura
media anual es 9°C, pudiendo bajar a 0°C en el invierno con lluvias en los
meses de enero a marzo, estas condiciones afectan la salud de los habitantes,
ocasionando un incremento de la Infecciones respiratorias agudas, siendo esta
la primera causa de morbilidad en la ciudad de Puno llegando a un 29.7% frente
a las demas enfermedades (DIRESA 2010). Teniendo en cuanta estos
aspectos se hace necesaria la blsqueda Fie alternativas que traten de dar
soluciéon a los problemas de salud, una de ellas es el uso de las plantas
medicinales.
En los ultimos arios el éstudio de las plantas medicinales ha llamado la
atencién de la ciencia, convirtiéndose asi en un area amplia de investigacion y
desarrollo, debido a la gran acogida que tienen dentro de la industria

farmacéutica, cosmética y de alimentos, entre otras. Por otra parte, el obtener



los extractos de las plantas y estudiar sus partes activas permite conocer mas
este recurso natural, que permitira un uso racional con base cientifica.

Se han realizado investigaciones en torno a la accién antimicrobianas de
las plantas, en Chile el desarrollo del Staphylococcus aureus fue inhibida
intensamente por extractoé etandlicos de Gnaphalium vira vira (Lazo y Bravo,
1993). En Argentina se aislaron los principios activos del Gnaphalium
gaudichaudianum tales como diterpenos a los cuales se les atribuye el efecto
antimicrobiano (Petenatti et al., 2004), estos antecedentes nos llevan a pensar
que en la planta en estudio también se puedan encontrar compuesto que
puedan tener algun efecto antimicrobiano que ayude en el tratamiento de las
enfermedades respiratorias, motivo por el cual se hace necesaria su validacion

cientffica.

1.2 OBJETIVOS
General:
e Establecer la accién antimicrobiana del extracto etandlico del
Gnaphalium vira vira (Wira wira) in vitro.
Especificos:
¢ Determinar mediante un preparado etanélico y acuoso de las flores,
tallos y hojas por separado, la accién antimicrobiana de la Gnaphalium
vira vira (Wira wira) frente a microorgahismos gram positivos y gram

negativos que afectan el tracto respiratorio, in vitro.



Determinar mediante un preparado etandlico y acuoso de todas las
partes de la planta, la accidn antimicrobiana de la Gnaphalium vira vira
(Wira wira) frente a microorganismos gram positivos y gram negativos

gue afectan el tracto respiratorio, in vitro.



CAPITULO I

MARCO TEOCRICO

2.1 ANTECEDENTES

Algunos estudios de casos realizados en Bolivia para combatir
enfermedades de origen bacteriano, viral y fungicas, entre otras, en que se
refleja la importancia del uso de plantas medicinales en el avance de la
medicina. Dentro de estas investigaciones bioquimicas y farmacolégicas se
encuentra la realizada por Quispe donde se evaluaron a ciertas especies de la
familia  Asteracea, reconocidas tradicionalmente por sus efectos
antimicrobianos. Segln los resultados, estas especies tienen grandes
posibilidades de ser validadas al no presentar niveles de toxicidad ni reportar
efecto hemolitico (Quispe et al., 1995).

En otro estudio se validaron la actividad antibacteriana de extractos de
plantas medicinales reconocidas en |la medicina tradicional de la Provincia de
Capinota (departamento Cochabamba - Bolivia). De las diferentes especies

estudiadas, Schinus molle (Anacardiaceae), Phrygilanthus cuneifolius



(Loranthaceae), Matricaria recutita (Asteraceae) y Planlago lanceolata
(Plantaginaceae) presentaron actividad antibacteriana para tres especies de
microorganismos: Salmonella thipy, Staphylococcus aureus y S. epidermis
(Bustamante et al., 1995).

En un estudio para probar la accidon antimicrobiana de algunas plantas de
uso medicinal en Chile se demostré que el Strepfococcus aureus fue inhibido
intensamente por los extractos etandlico de Gnaphalium vira vira y solo
escasamente por extractos cloroférmicos, 1o que demuestra que el tipo de
extracto influye en la mayor o menor actividad antimicrobiana (Lazo, 1993).

Toribio (2009), realizo un estudio en el que queria probar la susceptibilidad
del Staphylococcus aureus a extractos metandlicos de 80 plantas nativas de
Argentina de las cuales 33 de ellas presentaron halos de inhibicién. El
Gnaphalium gaudidraudianum no presento actividad antimicrobiana lo que no
significa que no la tenga ya que la extraccion de los principios activos depende
del método y solvente utilizados:

Algunas plantas que pertenecen al género Gnaphalium tienen actividad
antibacteriana frente al S. aureus, B. cereus, S. typhimurium y E. coli, esto fue
demostrado por Enciso (2012) en un trabajo en México, utilizando el método de
difusién en agar y con un preparado etanélico que previamente fue sometido a
ebullicion, el tamario de halo para el Gnaphalium attenuatum fue de 20 mm. de
diametro.

Cotoras et al. (2001), comprobaron la actividad antimicética de los
flavonloides y diterpenos aislados de extractos resinosos de la superficie de

Pseudognaphalium vira vira, P. cheiranthifolium, P. heterotrichium y P.
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robustom sobre el hongo Botrytis cinérea, ademas se aislé 10 flavonas,
flavononas ademas de diterpenos.

Las diferentes partes de la planta pueden presentar diferencia en cuanto a
la actividad antimicrobiana. Es asi que en un trabajo realizado en Iquitos sobre
el efecto antimicrobiano de Myrciaria dubia “camu camu” donde se comprobé el
efecto antimicrobiano frente a S. aureus, P. aureginosa y E. coli de un extracto
hidroalcoholico de la mencionada planta, obteniéndose como resultado que la
hoja v la corteza presentaron actividad antimicrobiana frente al S. aureus (Mori,
2010).

En un trabajo realizado con las hojas del guayabo para el tratamiento de
las afecciones gastrointestinales, se demostré que su extracto metandlicos y su
extracto acuoso tienen actividad antibacterina frente al Staphylococcus aureus
y que esta actividad antimicrobiana se debe a un componente dela planta
denominado como quercetina que es extraido mayoritariamente de las hojas
(Rivera, 2003).

Se realizé el siguiente trabajo que tuvo como objetivo determinar la
actividad antimicrobiana de la Azadirachta indicay preparar una férmula
magistral antiacné. Los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana de
los extractos etandlicos de las hojas de Azadirachta indica A. Juss, mostraron
que el Staphylococcus aureus presenté la mayor sensibilidad con una zona de
inhibicion de 15 mm. ; E. faecalis, con una sensibilidad de 7 mm. ; K.
pnheumoniae, con una zona de inhibicion de 8 mm. y E. coli; mostré ser
resistente a todas las diluciones ensayadas. Esta blsqueda sugiere que los

principios activos extraidos con etanol de las hojas, pueden jugar un rol



significatvo en la accion  inhibitoria  contra el Staphylococcus
aureus responsable del acné juvenil (Gualtieri et al., 2008).

En Huancayo y Huarochiri se determiné la actividad antimicrobiana de 17
plantas medicinales utilizando el método disco —placa- cultivo. Los diversos
extractos obtenidos fueron ensay6 frente a bacterian gram (-) y gram(+) y frente
a una levadura (Candida albicans). De la 17 especies estudiadas 13
presentaron actividad antimicrobiana frente a por lo menos 4 bacterias gram (+),
una especie Solanum radicans mostro actividad frente a bacteria gram (- ) y
Juglans netropica presento actividad frente a la levadura. Con los extractos que
presentaron actividad antimicrobiana se realizaron pruebas de
biocromatrografia a fin de determinar el grupo quimica responsable de dicha
actividad, siendo un flavonoide en el caso de Archyrocline alata y Psoralea
pubenscens el responsable de la actividad y en todos los demas casos la
presencia de triterpenos y /o esterocides los responsables de dicha actividad
(Castro, 1993).

Los antecedentes etnobotanicas de plantas presentes en la provincia de
Entre Rios (Argentina), usadas como antiséptico, facilitaron la seleccién de
algunas de géneros vasculares: Myrcianthes pungens, Myrsine laetevirens,
Tessaria integrifolia, Acanthospermum australe, Arctium minus y Polygonum
punctatum. Se ensay6 la actividad antimicrobiana de los extractos vegetales
mediante el test de difusion en medio sélido, contra seis especies bacterianas y
dos fungicas. Una fraccion del extracto etandlico de A. minus mostro actividad
contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureusy Micrococcus luteus. Dos

fracciones del extracto diclorometanico de P. punctatum exhibieron actividad



contra B. sublilisy S. aureus. El segundo fraccionamiento mostré actividad
contra B. subtilis, Micrococcus luteus 'y S. aureus (Vivot y Cruanes, 2008).

Existen estudios de actividad antibacteriana in vitro del extracto etanélico
del propbleo frente a microorganismos cariogénicos Sireptococcus mutans y
Lactobacillus casei, concluyendose que el extracto etandlico al 0.8 % tiene
mejor actividad antibacteriana frente al Streptococcus mutans y Lactobacillus
casei que la clorhexidina al 0.12% que se utiliz6 como testigo positivo
(Eguizabal y Moromi, 2007).

En otro estudio se evalué en cuatro especies del género Bacchari
(Compositae) la presencia de actividad antimicrobiana frente a ocho especies
bacterianas. Los extractos metandlicos de B. articulata, B. soliafolia, B. pingraea
presentaron halo de inhibicion frente a Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae y Staphylococcus epidermidis. Ninguna de las especies investigadasv
presentd actividad frente a bacterias gram negativas. El B. spartioides no
demostrd actividad antimicrobiana frente a ninguna de las especies bacterianas
investigadas (Toribio et al.,, 2007).

En Argentina se evalué la actividad antimicrobiana de extractos etandlico
de hojas de corteza seca del Polylepis australis Bitter recibe el nombre vulgar
de “quefioa” o “tabaquillo”. Sus hojas y corteza son utilizadas tradicionalmente
para enfermedades infecciosas de vias respiratorias y otras enfermedades. Se
probé la eficacia frente a microorganismos como: Staphylococcus aureus
y Pseudomonas aeruginosa. Se maceraron hojas o cortezas secas en etanol

70% por 5 dias, se filtraron, secaron y esterilizaron. La actividad antimicrobiana



se evalub mediante el método de difusion en placas de agar (Daud, ef al.,
2008).

La forma en la que se obtienen los extractos también es importante, en un
trabajo donde se comprobd la actividad anti fingica de plantas usadas en
medicina popular en Argentina, donde se usaron dos tipos de extractos: uno por
decoccion y otro etandlico, mostrando que la decoccién en agua destilada es
menos efectiva que el extracto etandlico, pero habria que tomar en cuenta la
mayor toxicidad del extracto alcohdlico por su alto contenido en &cido
norhidroguayaretico en comparacion con los exiractos acuosos (Davicino,

2007).

2.2 MARCO REFERENCIAL
2.2.1 Clasificacion taxonémica
Reino : Vegetal
Sub reino : Phanerogame

Division  : Angiosperme

Clase : Dicotyledoneae
Orden . Asterales
Familia : Asteracea

Sub.Familia: Cichoroideae
Género : Gnaphalium
Especie : Gnaphalium vira vira

(Solano, 2013)



Las asterdceas (Asteraceas), también denominada\s compuestas, retinen
mas de 23.500 especies repartidas -en unos 1600 géneros, por lo que son la
familia de Angiospermas con mayor riqueza, la familia se caracteriza por presentar
las flores dispuestas en una inflorescencia compuesta denominada capitulo la cual
se halla rodeada de una o mas filas de bracteas (involucro). El nombre "asteracea”
deriva del tipo de la familia Aster, término que su vez proviene del griego aoTiip
que significa "estrella" y hace alusion a la forma de la inflorescencia. Las
Asteraceas ocupan el segundo lugar entre las familias diversas de la flora
peruana. Dentro de la familia de las Asteraceas se encuentra el género
Achyrocline que es sindnimo de Gnaphalium, en Argentina se les conoce como
Marcelas o Marcelitas que tienen muchas aplicaciones medicinales (Del Vitto,
2009).

En el catalogo floristico de plantas medicinales existente en el Ministerio
de Salud el Gnaphalium dombeyanum cuyas caracteristicas botanicas son las
mismas que el Gnaphalium vira vira se encontré en la comunidad de Catamuro a
4000 msnm, distrito de llave, provincia de El Collao y de la comunidad de
Sihueiro, distrito de Juli, Provincia de Chucuito (Santivafiez, 2013).

Las especies del género Gnaphalium reclasificadas en 1991 en el género
Pseudognaphalium se éncuentran representadas en Sud América por 37
especies. Caracteristicas de esta especie son las resinas epicuticulares
producidas por los tricomas glandulares que recubren externamente la planta y
gue aparentemente estan asociadas a complejos mecanismos de defensa frente

al ataque de Fito patégenos, asi como a las condiciones adversas. En Chile las
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flores se recomiendan en infusiones para el tratamiento de resfrios y bronquitis
(Murioz et al., 2004).

Las especies de los géneros Gnaphalium, cubiertas de tomentos
blanquecinos se distinguen colectivamente con el nhombre de “vira vira” o “wira
wira” en los andes de Chile y paises limitrofes, son muy valorados como plantas
medicinales, las flores tomadas en infusion alivian la tos y algunos indican que
la bronquitis. “Vira vira” es una. expresion peruana, es una palabra quechua
que significa manteca, cosa gorda, también se le conoce como balsamo del

campo y yerba de Ia vida (Villagran y Castro, 2004).

2.2.2 Composicion quimica

Las Asteraceas con principios activos amargos, como es el caso del
Gnaphalium vira vira, que son producto del metabolismo secundario, en
algunos paises de Sud América se usa para elaborar los aperitivos
denominados amargos y se elaboran a partir de Marcelas y Vira viras, que a su
vez tiene su uso en medicina popular por su accidén eupéptica y antitusigena
(Del Vitto, 2009).

En el centro oeste de Argentina se conoce como huira huira una especie
de Gnaphalium que se usa como depurativos, antinflamatorio, expectorante,
heptiprotectores y digestivo, se dice que el Gnaphalium gaudichaudianum en
las partes aéreas han sido detectadas la presencia de diterpenos, tales como:
pimaratos, flavonoides como 5,8 hidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona y 5,8 dihidroxi-

6,7 dimetoxiflavona, acetilenos y carotenoides asi como derivados del acido

11



kaurenico (Petenatti 2004), para el caso del Gnphalium affine se informé
nuevos componentes fendlicos, polisacaridos, compuestos de aceites
esenciales y diterpenos (Li, 2013).

En un estudio sobre la composicion quimica del aceite esencial de
Pseudognaphalium vira vira, se reporta la presencia de monoterpenos y
sesquiterpenos a los cuales se les atribuye la funcion repelente de insectos y
también se |le puede atribuir cierta actividad antibacteriana frente a diferente
microorganismos (Fernandez, 2008). Hay reportes de que se aislaron 2
diterpenos: el acido Kaurenoico, el acido 3p-hidroxi kaurenoico y el flavonoide 5
hidroxi-3,6,7,6- tetrametoxiflavona, gracias a los cuales se probd la actividad
antifingica y antibacteriana {Mendoza, 20086).

En hojas y tallos se encuentran alcaloides, triterpenos, esteroides, fenoles
y taninos, en [as hojas existe un mayor nimero de compuestos o metabolitos
activos, porque aqui ocurre la fotosintesis donde primeramente ocurre la
formacion de metabolitos primarios que a su vez constituyen los precursores de
los metabolitos secundarios teniendo estos diferente actividad, a los alcaloides
se les atribuye una accion analgésica, a los principios amargos y asfringentes
se les confiere de mejorar la digestion y las secreciones gastricas, alas
saponinas cumplen una funcion expectorante, los flavonoides tienen u efecto
antiinflamatorio, los triterpenos y esteroides se les considera como antisépticos,
antibacterianos y anti fungicos {Lopez, 2003).

Dentro de la composicién quimica de las Asteraceas se encuentran los
terpenos que son una vasta y diversa clase de compuestos organicos derivados

del isopreno, un hidrocarburo de 5 atomos de carbono, son sintetizados por las
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plantas, donde son importantes en numerosas interacciones bidticas. En las
plantas los terpenos cumplen muchas funciones primarias: algunos pigmentos
carotenoides son terpenos, también forman parte de la clorofila y las hormonas
giberelina y &cido abscisico. Los terpenos también cumplen una funcién de
aumentar la fijaciéon de algunas proteinas a las membranas celulares, lo que es
conocido como isoprenilacién. Los esteroides y esteroles son producidos a
partir de terpenos precursores. Los terpenos de las plantas son extensamente
usados por sus cualidades aromaticas. Juegan un rol importante en la medicina
tradicional y en los remedios herbolarios, y se estan investigando sus posibles
efectos antibacterianos y ofros usos farmacéuticos. Estan presentes, por
ejemplo, en las esencias del eucalipto, los sabores del clavo y el jengibre.
También en el citral, mentol, alcanfor, y los cannabinoides (Goodwi, 1971).

Se han aislado alrededor de 12000 compuestos procedentes de
organismos vegetales y se estima que constituyen tan solo el 10% de los
metabolitos secundarios (Schultes, 1978), un porcentaje importante posee
cierta actividad frente a los organismos. Existen distintas teorias indicando que
podrian ser compuestos con diferentes funciones y que de forma accidental
aportan un poder antimicrobiano como primer fin. Las plantas tienen una
capacidad ilimitada de sintetizar compuestos, la mayoria relacionados con el
fenol y sus derivados; los compuestos fitoquimicos consisten en un anillo .
fendlico sustituido, algunos ejemplos lo constituyen el catecal, el pirogalol y los
acidos cinamico y cafeico. Se estima que la parte aérea de las plantas, la
filosfera y especialmente en las hojas, existe alrededor de 10 millones de

células por cm? de microorganismos especialmente bacterias (Andrews, 2000).

13



Globalmente las plantas producen mas de 100 mil productos naturales de
bajo peso molecular, también conocidos como metabolitos secundarios que se
diferencian de los primarios en que no son esenciales para la vida de la planta.
Esta diversidad tan rica resulta en parte de un procesc evolutivo conducido por
la seleccion para adquirir una defensa mejorada frente a los ataques de
microorganismos, insectos y otros animales. Estas sustancias se pueden dividir
basicamente en dos grandes grupoé: fitoanticipinas, que estan presentes de
forma constitutiva en las plantas y fitoalexinas cuya presencia aumenta de
forma considerable en respuesta a la invasion microbiana. En el caso de que un
metabolito constitutivo se produzca en grandes cantidades tras un ataque
microbiano, su condicién de fitoalexina dependeria de sus concentraciones
constitutivas fueran o no capaces de eliminar el agente infeccioso (Domingo,
2003).

La definicion de fitoalexina y fitoanticipina se refiere a la actividad
antimicrobiana in vivo de este tipo de compuesto pero a veces es dificil dirimir
entre las acciones in vitro e in vivo debido a que en muchas ocasiones no han
sido medidas especificamente en las células que estan directamente en
contacto con los microrganismos infectantes pudiéndose producir unos
resultados dispares (Mondal et al., 2001).

En estudios realizados con otras especies de Astertaceas se muestran
que Achiroclyne alata, A. satureioides y A. tomenlosa presentan un mayor
contenido porcentual en derivados cafeil quinicos. Debido a la actividad

farmacolégica de estos compuestos, los resultados estan en concordancia con
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los datos etnomédicos previos. Se observa que en A. flaccida el contenido
porcentual de estos compuestos es menor (Lépez et al., 2003).

Las plantas sintetizan compuestos denominados terpenos estas son
sustancias de muy bajo peso molecular con un olor mas o menos intenso para
el olfato humano y que los vegetales producen bajo condiciones de estrés. Las
plantas emiten cantidades elevadas de terpenos al aumentar la luz y la
temperatura asi como en condiciones de contaminacion atmosférica y sequia
moderada, los terpenos se encuentran en las flores, hojas y en menor cantidad
en los tallos, también protegen a la planta de las bacterias, hongos y virus
(Ormefio y Fernandez, 2012).

En las plantas también se pueden encontrar flavonoides, que son
fenilbenzopironas, se encuentra en las plantas en forma de glicésidos y son los
pigmentos amarillos, naranjas, azules y rojos de las flores, actuando como
atractores visuales para la polinizacion, la importancia de los flavonoides radica
en su actividad antioxidante por que atrapa radicales libres, quelar metales que
se generan en inflamacion, hipoxia o radiaciones, esto por la presencia de un
grupo catecol y son mas oxidantes que las flavonas (Martino, 2000).

Segun Heinrich y col. (1998), las asteraceas en la medicina son de uso
diverso, como antisépticos, antiinflamatorios, expectorantes y otros. Presentan
un grupo diverso de compuestos entre los cuales las lactonas sesquiterpenos
son el grupo mas grande y diverso de compuestos activos, con
aproximadamente 3 000 estructuras. Estos compuestos son de sabor amargo,
se ha probado su actividad biolégica y se los considera poderosos

antiinflamatorios y potentes relajantes del musculo liso in vitro (provocan una
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reduccion de estimulos de estos musculos y con eso alivia problemas
gastrointestinales). Ademas poseen otros compuestos como los poliacetilenos,
alcaloides, monoterpenos y varios fenoles semejantes a los flavonoides que
provocan una inhibicion de sintesis de prostaglandina y una reduccion de

estimulos del musculo liso.

2.2.3 Propiedades medicinales

Las plantas juegan un papel muy importante en la vida de la gente en el
sur andino. En el sistema médico quechua, la gente trata permanentemente de
mantener un equilibrio interno en su cuerpo, y un equilibrio con su ambiente.
En los rituales y ceremonias dedicados al mantenimiento de este equilibrio, las
plantas juegan un papel importante. La tierra es vista como la tierra que da
vida a todo, por ende su nombre es “pachamama” (la tierra madre), ella es la
fuente de fertilidad, da vida a las plantas, animales y a los seres humanos. Ala
pachamama la gente le pide salud y buena cosecha. Es entonces ldgico que
las plantas sean usadas en la curacion de las enfermedades. Una ceremonia
muy importante es el pago a la “pachamama”. A través de eéta ceremonia el
padre de familia pide a la tierra madre una buena cosecha, buenos animales,
suerte en sus negocios, salud y bienestar para su familia (Hahold, 1988).

El Perd, considerado como el tercer pais mas mega diverso del planeta,
ha efectuado importantes aportes de especies y variedades para el mundo
gracias a los diversos pisos ecologicos y microclimas que presenta, contando

con 84 zonas de vida de las 103 conocidas donde habria 50 mil especies
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vegetales (20% de las existentes en la Tierra) de las que 2,000 han sido
utilizadas con fines curativos. Actualmente, esta riqueza de promisorios
agentes térapéuticos vegetales aunada al conocimiento ancestral de su uso
etnofarmacolégico, constituye un valioso recurso por explotar adecuadamente
mediante el desarrollo sostenible en beneficio de la humanidad vy,
especialmente, de las comunidades nativas que han preservado estos recursos
hasta los actuales dias (Pereyra, 2002).

Mendoza (2004) de la Universidad de Santiago de Chile se refiri6 a las
propiedades biolégicas del Pseudognaphalium vira vira, una planta resinosa
que tiene un efecto antioxidante a la que los Mapuches y Aymaras la utilizaron
como antiséptico, contra la fiebre y el resfrio y para tratamientos bronquiales.

La profilaxis de las enfermedades sera el evento de salud del futuro y es
ahi en el desarrollo de la medicina preventiva, donde la ciencia debe mirar a la
naturaleza en busqueda de nuevas drogas. Esto es ya observable en Europa
especialmente en Alemania donde se registran importaciones que llegan a las
80 mil toneladas de 400 plantas medicinales. La OMS apoya y promueve la
investigacion sobre las plantas medicinales, (posee un registro de 20 mil
especies) a través del intercambio de informacion sobre la eficacia de la
utilizacién de medicamentos de origen natural y el aprovechamiento de los
mismos (Ferraro y Martino, 1990).

En el Perq, en la estructura del Ministerio de Salud se ha organizado el
Instituto Nacional de Medicina Tradicional (INMETRA), cuyo objetivo es la
vinculacién de la medicina tradicional y la medicina académica. En la Amazonia

peruana hay numerosos proyectos sobre atencidn primaria de salud vy
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utilizacion de plantas medicinales. En el ambito internacional los médicos
alemanes tratan enfermedades respiratorias con plantas medicinales y a la
estimacion del mercado europeo en cuanto a preparados basados en plantas

medicinales para el 2002 es de 8900 Millones de dolares (Cariiguera, 2003).
2.2.4 Microorganismo del tracto respiratorio

Las infecciones del tracto respiratorio superior son muy frecuentes como
causa de consulta tanto a pediatras como a médicos internistas, incluyen entre
otros sindromes la faringo amigdalitis, la ofitis, la sinusitis, para el caso de la
faringitis obedece a una etiologia viral, rinovirus, adenovirus, parainfluenza,
etiologia bacteriana siendo la mas frecuente el Streptococcus pyogenes
responsable del 15 a 30% de las faringoamigdalitis en nifios. Hay
microroganismos que son parte de la flora de la faringe y participan en la
etiologia de otras infecciones del tracto respiratorio tal es el caso del
Haemophilus influenzae, Morexella catarralis, Streptococcus pneumoniae y S.
aureus. Los patégenos frecuentes en la senos nasales y paranasales son
bacterias como la Pseudomona aureginosa, enterobacte;'ias, S. aureus y S.
epidermidis asociado a la intubacion naso entérica o naso traqueal (Braun,
2003).

Se realizd un trabajo de resistencia antimicrobiana de Haemophilus
influenzae y Streptococcus pneumoniae en casos de neumonia y meningitis en
nifios menores de 5 afios desde Octubre del 2000 a Diciembre del 2001, se

implementé la vigilancia centinela del Hi y Spn de dos hospitales en Lima y tres
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en provincias, Arequipa, Puno y Cusco. Las tasas de aislamiento fueron bajas
1.5% vy 0.8% para Hi'y Spn causantes de neumonia (INS, OPS- Perti, 2003).

Los Staphylococcus son microorganismos de gran importancia por su
elevada capacidad de supervivencia en condiciones ambientales desfavorables.
Se dividen entre aquellos productores de coagulasa (Staphylococcus aureus) y
las que no la producen (Staphylococcus epidermidis). El Staphylococcus aureus
esta cubierto por una proteina denominada proteina A, la cual se utiliza para
una prueba especifica de aglutinacién con anticuerpos monoclonales, para la
identificacion de este patdgeno se utiliza otra proteina que es la coagulasa que
puede encontrarse ligada a la célula o libre en el medio, esta coagulasa es
capaz de convertir directamente, sin intervencién de factores plasmaticos el
fibrinégeno en fibrina produciendo la coagulacién del plasma (Pahissa, 2009).

El Staphylococcus aureus es un patégeno ubicuo, capaz de fransmitirse
de persona a persona y esconderse en compartimientos intracelulares, un 30%
de las personas sanas pueden albergario en las fosas nasales y en 20% en la
piel, hallandose el porcentaje mas alto en los enfermos del hospital. La
incidencia de infecciones causadas por cocos gram positivos ha aumentado
considerablemente y la diseminacion de los microorganismos muitirresistentes
ha ocurrido tanto en hospitales como en la comunidad, resultando de la
interaccion de muchos factores de los cuales quiza el mas importante entre las
mutaciones de los genes y el intercambio de informacion genética, sea la
presion selectiva para sobrevivir en presencia de los antibiéticos usados tanto
en los hospitales como en otras instituciones sanitarias y en la alimentacion

animal (Gobernado,2002).
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El Staphylococcus aureus es una de las principales causas de infecciones
adquiridas en la comunidad y a nivel hospitalario, provocando bacteriemia y
afectar la piel, los tejidos blandos y el tracto respiratorio inferior. Puede ser
responsable de la bacteremia asociada al catéter venoso central y neumonia
asociada a la ventilacion mecanica. También puede provocar graves
infecciones como endocarditis y osteomielitis, también es responsable de
enfermedades mediadas por toxinas, sindrome de la piel escaldada y
enfermedades transmitidas por alimentos. La importancia de este patogeno
humano aparte de su capacidad de ocasionar infecciones que ponen en riesgo
la vida, es su potencial remarcable para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos (Castafion, 2012).

Las B -lactamasas producidas por el Staphylococcus aureus, son enzimas
de naturaleza proteica codificadas a través de la expresion de un gen tipo
cromosomico o transferidas por plasmidios que tiene un origen bacteriano
incluible o constitutivo que son capaces de hidrolizar el anillo B- lactamico
dejandolo inactivo. Estas enzimas se han desarrollado como variantes de las
propias enzimas biosintéticas de la pared celular, las transpeptidasas,
transglicoidos y carboxipeptidasas gue conocemos coma las Proteinas
Fijadoras de Penicilinas. La industria farmacéutica investiga mecanismos para
anular el efecto de las B- lactamasas alterando la molécula del antibiético para
hacerla insensible a la accion de las - lactamasas (Barcelona, 2008).

El Staphylococcus epidermidis, un coco gran negativo, coagulasa
negativo, es constituyente normal de la micro biota de la piel, pudiendo producir

infecciones a este nivel y en tejidos anexos, colonizando cuerpos extrafios y
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también es causa de infecciones profundas en huéspedes
inmunocomprometidos. En la Udltima década se ha encontrado que el
Staphylococcus epidermidis es un patdégeno nosocomial oportunista
responsable de infecciones especialmente en pacientes inmunocomprometidos
o en estado critico en quienes se implantan biomateriales como catéteres,
prétesis dseas, tubos, valvulas, su virulencia esta ligada a su habilidad para
colonizar la superficie de biomateriales formando una pelicula o biofilm (Ruiz,
2010).

Streptococcus pyogenes es el agente causal de varias enfermedades
comunes entre las que se encuentran la faringoamigdalitis, la escarlatina y el
impétigo. Tambi‘é__n. provoca enfermedades graves como el sindrome del shock
toxico esteptocococico. Ademas es capaz de causar complicaciones pos
infecciosas como fiebre reumatica y glomerulonefritis. A mediados de la década
de los 80 se observd un incremento significativo en los casos y en la gravedad
de la enfermedad invasora por Streptococcus pyogenes en varios paises de
Europa y América del Norte, llegando a causar la muerte de muchas personas
(Traverso, 2010).

La Pseudomona spp. es un microorganismo que como patéogeno
oportunista es la especie de mayor importancia clinica; puede causar una gran
variedad de infecciones en las vias respiratorias, urinarias, oculares, oticas,
etc., estas pueden ser comunitarias o intrahospitalarias. Estas son las
causantes de gran namero de‘problemas debido a que pueden ocurrir en
pacientes inmunodeprimidos hospitalizados durante largos periodos de tiempo,

teniendo la mayoria de ellos antecedentes de uso previo de antibidticos de
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amplio espectro, graves quemados o haberse sometido a distintos tipos de
manipulaciones. Es la causante de! 10% a 20% de bacteremias por gram
negativos. En pacientes con tratamiento antimicrobiano inadecuado o bien con
infecciones de origen respiratorio, se ha visto que produce una mortalidad del
30% al 40% sobretodo en las primeras 24 a 48 horas de su inicio (Casal, 2012).

Las enterobacterias forman parte de la microbiota normal gastrointestinal,
cuando en las células del huésped ocurre una alteracién de los puntos de unién
para los bacilos gram negativos, se produce un aumento en la colonizacién
orofaringea por estas bacterias que fundamentalmente por aspiracién alcanzan
el parenquima pulmonar y dan lugar a la neumonia, siendo ‘estas
mayoritariamente nosocomiales, dentro de estas bacterias se encuentra la

Escherichia coli (Cacho et al., 2007).
2.2.5 Método de difusion con disco en agar

Es un método que se utiliza para probar la sensibilidad de los antibidticos
frente a determinados gérmenes y consiste en una suspension de la bacteria en
estudio la cual se inocula sobre la superficie de una placa de agar Mueller-
Hinton. Posteriormente se colocan sobre la superficie del agar discos de papel de
filtro impregnados con cantidades estandarizadas de agentes antimicrobianos.
Luego del periodo de incubacion se mide el diametro de la zona de inhibicién
alrededor de los discos. El tamafio de la zona de inhibicién es inversamepte
proporcional a la concentracion inhibitoria minima (MIC) de la bacteria y

mediante el uso de tablas de referencia se prepara un reporte cualitativo
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(sensible, intermedio o resistente).E! antibiograma disco-placa basado en el
trabajo de Bauer, Kirby y colaboradores es uno de los métodos que el National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la
determinacion de la sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. Tan pronto
como el disco impregnado de antibiético se pone en contacto con la superficie
himeda del agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar. El
antibidtico difunde radialmente a través del espesor del agar a partir del disco
formandose un gradiente de concentracién. Transcurridas 18-24 horas de
incubacion los discos aparecen rodeados por una zona de inhibicién (Picazo,

2000).

2.2.6 Extracto etanélico

Extracto con olor caracteristico, obtenido a partir de materia prima
desecada de origen vegetal, por maceraciébn o percolacion en contacto con
etanol, seguida de la eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico.
Estos procesos pueden ser sometidos a determinadas operaciones para eliminar
algunos de sus componentes y asi mejorar notablemente la calidad del producto
deseado. Es una extracciéon que se realiza a temperatura ambiente. Consiste en
remojar el material vegetal, debidamente fragmentado en un solvente (agua o
etanol, se prefiere el etanol puesto que a largos tiempos de extraccion el agua
puede propiciar la fermentacion o la formacién de mohos) hasta que éste penetre
y disuelva las porciones solubles. Se puede utilizar cualquier recipiente con tapa

gue no sea atacado con el disolvente; en éste se colocan el material vegetal con
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el disolvente y tapado se deja en reposo por un periodo de 2 a 14 dias con
agitacion esporadica. Luego se filtra el liquido, se exprime el residuo, se recupera

el solvente en un evaporador rotatorio y se obtiene el extracto (Gonzales, 2004).
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CAPITULO Ili

METODOLOGIA

3.1 AMBITO DE ESTUDIO

El presente trabajo se realiz6 en la ciudad de Puno, ubicada a 3820
msnm, al sureste del Pert entre los 13°00° 30" de latitud sur y los 71°06°57"" y
68° 48" 46" de longitud oeste del meridiano de Greenwich en la Meseta del
Collao. El territorio punefio comprende parte de dos regiones, el altiplano y la
selva que son bastante diferenciadas y con caracteristicas propias. La
poblacion se encuentra desde zonas de altitud minima de 820 msnm (Lanlacuni
bajo) y una maxima de 4725 msnm (San Antonio de Esquilache).

El departamento de Puno tiene un relieve de una inmensa planicie
cubierta de pajonales que oscila entre 3800 y 4000 msnm debido a que buena
parte de su territorio se en'cuentra en la Meseta del Collao orillas del Lago
Titicaca, su clima frio y seco cuyas temperaturas promedio anual de 8.5 grados
Celsius y una precipitacién pluvial anual de 125 milimetros cubicos, (SENAMHI

2001).
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El trabajo de andlisis del efecto antimicrobiano de la planta, se llevo a
cabo en el laboratorio de Farmacologia y Terapéutica Veterinaria de la Facultad

de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional del Altiplano.

3.2 MATERIALES
Material biolégico
e Gnaphalium vira vira
El material experimental que consisti6 en hojas, tallos y flores de
Gnaphalium vira vira, fueron extraidas de la localidad de Camacani
ubicado en el distrito de Plateria 2 3850 msnm a 27 Km. de la ciudad de
Puno, correspondiendo a la zona agroecoldégica circunlacustre.

e las cepas microbiolégicas utilizadas, fueron proporcionadas por el
laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia.

Cepa de Staphylococcus aureus
Cepa de Staphylococcus epidermidis
Cepa de Escherichia coli

Cepa de Streptococcus pyogenes

Cepa de Pseudomona spp

Material de laboratorio
o Placas Petri de 25 ml de capacidad y de 90 mm de diametro

¢ Vaso de precipitados de 10 ml 500 mi y 1000 ml
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Embudo de vidrio

Matraz con perlas de vidrio
Tubos de ensayo de 10 ml
Papel filtro

Hisopos de algoddn estériles

Discos de 6 mm de diametro por 1,4 mm de espesor

Pinzas

Mechero

Ansa

Pinza simple

Frascos de vidrio

Pizeta

Micropipeta

Tips para micropipeta de 20yl
Balanza digital

Balanza granataria
Homogenizador

Camara de flujo Laminar
Estufa

Incubadora

Regla digital milimetrada de Vernier
Lampara

Agar Mueller-Hinton
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Caldo Mueller-Hinton

Etanol absoluto

3.3 METODO

Determinar mediante un preparado etandlico y acuoso de las flores, tallos, hojas

y toda la planta, la accién antimicrobiana de la Gnaphalium vira vira (Wira Wira)

frente a microorganismos gram positivos y gram negativos que afectan el tracto

respiratorio, in vitro.

3.3.1 Preparado del extracto etanélico.

Se seleccioné la planta en sus diferentes componentes (tallo, hojas, flor)
para luego ser sometida a un proceso de eliminacion de todo residuo que
no esté relacionado con la planta.

Luego se procedid a exponer la planta al aire libre para que perdiera'
humedad y los elementos puedan concentrarse, por un periodo de 5 dias.

Se separ6 cuidadosamente cada una de las partes de la planta, hojas,

‘tallos y flores para evitar que se mezclen y se pueda conservar los

elementos de cada una de las partes. Se pudo observar en este
procedimiento las caracteristicas resinosas de la planta que se
evidenciaron mayormente en las hojas.

Luego cada una de las parte fueron trituradas con un molino eléctrico,
para poder aprovechar al maximo los componentes de la planta, que

podrian ser mas facilmente liberados cuando el tamafio de las partes es
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menor, y también para permitir que el etanol extraiga cada uno de los
componentes de la planta.

Se procedio al pesado de cada una de las partes de la planta, dando
como resultado 100 g de hojas a las que se le afiadid 500ml de etanol
absoluto; 50g de tallos en 250m| de etanol; 37gr de flores en 700ml de
etanol; y 48 g de toda Ia planta en 400 ml de etanol, las diferencias en el
peso fue porque se tomaron plantas completas, las cuales al ser
separadas en sus partes dieron diferentes pesos y los volimenes de
etanol fue diferente porque se tenia que cubrir toda la planta que pese a
que se trituraron ocupaban volimenes diferentes

Seguidamente se dejé en maceracién los preparados de la planta triturada
con el etanol por el lapso de 5 dias, a temperatura ambiente, teniendo en
cuenta de que en Puno la temperatura ambiental tiene un promedio de
8°C, también fue necesario no exponer los preparados a la luz.

Luego se procedié al proceso de filtrado, para lo cual se utilizd papel filtro,
el cual retuvo las partes trituradas de la planta.

Posteriormente el extracto se coloco en la estufa a una temperatura de 37
°C hasta lograr que se evapore todo el etanol, esto demoro entre 2 y 5
dias dependiendo de la cantidad de etanol que habia en cada parte de la
planta.

Cuando todo el etanol es evaporado se logra una pasta resinosa, la cual
se extrae con dificultad, para facilitar esto, se colocé el vaso de precipitado

en la refrigeradora por unas horas y luego se procedio a extraer la pasta.
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Se pesd 0.11 g. de cada parte de la planta y se diluyo en 4ml de agua
destilada y en etanol, haciendo una solucién al 2.75% la cual se
homogenizo hasta desaparecer todas las particulas, luego se procedi6 a

realizar el procedimiento de difusién con disco en agar.

3.3.2 Método de difusion con disco en agar

Se preparo6 cultivos de reciente inoculacién, en un medio solido especifico
para la bacteria a probar, para los Staphylococcus, Pseudomona y E. coli
se utilizé agar Mueller-Hinton, para el Streptococcus se utilizé agar sangre
elaborado con sangre de ovino desfibrada.

Se tomd6 una cantidad determinada de cepa bacteriana y se inoculo en 5
ml de agua destilada, el grado de turbidez se ajusté a la turbidez del
estandar de Mc Farland que es una solucién de sulfato de bario a una
concentracion de 0.5 y que equivale a 1.5x10® bacterias o Unidades
Formadoras de Colonias (Silva, 2006).

Seguidamente con un hisopo estéril, se impregno en la solucién que
contiene la cepa bacteriana y se empezé a rotar contra las paredes del
tubo para remover el exceso de inoculo.

Luego se procedi6 a inocular en la superficie seca del agar con el hisopo
humedecido en la solucion que contenia las bacterias realizando una
siembra por estrias en tres direcciones para asegurar una distribucion

uniforme del inoculo y se deja secar a temperatura ambiente por 5 min.

30



En la cdmara de flujo laminar, se colocaron los discos de 6 mm de
diametro impregnados de 20 ul de preparado acuoso del extracto
etandlico del Gnaphalium vira vira, sobre las placas que contenian el agar
con el inoculo del microorganismo, en el caso del preparado etandlico se
esperé 12 horas minimamente hasta que se evapore el etanol, se
realizaron 5 repeticiones para cada microorganismo y con cada uno de los
preparados, después de 10 min. se colocé la placa a la incubadora a 35 o
C por el lapso de 24 horas.

La lectura se realizd en las placas donde se formaron halos alrededor del
disco, se coloco la placa sobre una superficie negra con luz directa a 45°
con el fondo hacia arriba y la tapa hacia abajo, se midié el diametro de los

halos con una regla milimetrada de Vernier digital. (Fig. 1).

Fig. 1 Tamario de halo de la accién antimicrobiana del extracto etanolico
del Gnaphalium vira vira, medido con la regla de Vernier
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

La variable a mesurar fue el tamafio de halo expresado en mm. Se utiliz6
un disefio completamente al azar conducido bajo un arreglo factorial 2 x 2 x 4 (2
preparados, 2 tipos de microorganismos y 4 partes de la planta), ademas se
emplearon medidas de tendencia central (promedio) y de dispersién (desviacion

estandar y coeficiente de variabilidad). El modelo matematico es el siguiente:

Yik=t + o + By + Bk + (aifj 8c) + &

donde:

Yik = Variable respuesta (tamafio de halo en mm).

p  =Media poblacional.
o; =Efecto del iésimo factor (preparado etandlico, preparado acuoso).
Bj =Efecto del jotaésimo factor (microorganismo: Stafilococcus epidermides y

Stafilococcus aureus).

8« - Efecto del kaesimo factor (parte de la planta: fior, tallo, hoja y toda la
planta).

gjk = Error experimental.

Ante la presencia de diferencia estadistica entre medias (p<0.05) se realiz6 una

prueba multiple de significancia de Tukey.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de la accion antimicrobiana del extracto etandlico del
Gnaphalium vira vira frente a microorgnismos gram positivos y negativos
in vitro.

Luego de obtener las medidas de los halos que evidenciaban la accion
antimicrobiana del extracto etandlico de cada una de las partes (flor, hoja, tallo y
toda la planta) del Gnaphalium vira vira, en sus dos preparados etandlico y
acuoso, frente a dos tipos de microorganismos, se procedié a realizar el analisis

estadistico respectivo, cuyos resultados se muestran a continuacion:
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CUADRO i

ACCION ANTIMICROBIANA DEL GNAPHALIUM VIRA VIRA FRENTE A MICROORGANISMOS
GRAM (+) Y GRAM (-) SEGUN PREPARADO

Extracto de Tipo de microorganismo

Gnaphalium vira vira  Staphylococcus  Staphylococcus  Strptococcus  Pseudomona Escherichia

Aureus epidermidis pyogenes Sp coli
Preparado acuoso S S R R R
Preparado etandlico S S R R R

S (sensible) Presenté accion antimicrobiana
R (resistente) no presenté accion antimicrobiana

En el cuadro 1 se observa el efecte del Gnaphalium vira vira frente a
microorganismos gram positivos y gram negativos, se observo que el extracto
etandlico en su preparado acuoso y etanoélico tuvo un efecto antimicrobiano
frente al Staphylococcus aureus coagulasa positiva y Stafilococcus epidermidis
coagulasa negativa lo que se evidenci6é con la formacion de halos (fig. 1), no
asi frente al Streptococcus pyogenes y a los microorganismos gram negativos
Pseudomona sp. y Escherichiaa coli (fig 2). Es probable que el extracto
etandlico que se utilizé no haya permitido que ciertos componentes de la planta
que pudiesen tener accion antimicrobiana frente a Streplococcus pyogenes,
Pseudomona sp y Escherichiaa coli no se hayan manifestado. Las especies
vegetales a veces no exhiben actividad antimicrobiana, por el método o

solvente de extraccion (Rios, 1989).
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Fig 2 Halos formados por el preparado acuoso, del extracto
etanolico de toda la planta de Gnaphalium vira vira

Lazo y Bravo (1993) deiostraron due el desarrolle dé Stphylococeus
aureus fue inhibida intensamente por extractos etandlico de Gnaphalium vira
vira y solo escasémente por extractos cloroférmicos, al igual que el presente
trabajo en el que el extracto etandlico inhibié el desarrolio del S. aureus. Por
otro lado Encisd et al., (2012) comprobaron la actividad antibacteriana del
Gnaphalium attenuatum frente a E. coli utilizando un extracto etanélico a partir
de una decoccion, en el presente caso no se encontro actividad antimicrobiana

frente a la E. coli (fig. 3).
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Fig. 3 ausencia de halos del preparado acuoso del extracto
etandlico del Gnaphalium vira vira frente a E. coli

ES importanté téner én cienta que el Siaphylococcus auréeus catalasa
positiva, fue sensible al posible factor componente de la planta que tienen
accion antimicrobiana, esto nos podria llevar a deducir que podria existir un
efecto de la planta frente al Staphylococcus aureus que posee B-lactamasa (+),
que es una enzima de naturaleza proteica codificada a través de ia expresion
de un gen tipo cromosdmico y que es capaz de hidrolizar el anillo beta
lactamico dejandolo inactivo (Barcelona, 2008); también se considera como uno
de los mecanismos mas usados por la bacteria para disminuir o evitar la
presencia del antibiético en su interior modificande su permeabilidad, alterando
su mecanismo de transporte activo en la membrana celular o generando
mecanismo de eliminacion activa del antibiético (Echevarria, 1998).

Frenie a este problema de resistencia del Staphylococcus aiireus por la

presencia de B-lactamasa la industria farmacéutica investiga mecanismos para
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anular sus efectos alterando la molecula del antibiético para hacerla insensible
a la accion de las B-lactamasas. Otros mecanismos es la utilizacion de
sustancias que bloquean las B-lactamasa o el empleo de inhibidores de su
accion enzimatica, como el acido clavulanico, sulbactan y tazobactam, estas
sustancias tiene una gran afinidad por las B-lactamasas alas que se unen de
forma irreversible y se metabolizan con ellas. (Barcelona, 2008). El Gnaphalium
vira vira hace frente a esta enzima inhibiéndola y permitiendo una accién
antimicrobiana optima frente al Staphylococcus aureus, siendo dicha planta
una fuente para poder sintetizar antibiéticos que hagan frente a esta enzima, la
B-lactamasa y ayudar a controlar la multirresistencia de los microorganismos.
También se observé que el Staphylococcus epidermidis fue sensible a la
accién antimicrobiana del G. vira vira, teniendo en cuenta que es un patégeno
nosocomial oportunista responsable de infecciones especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o en estado critico en quienes se implantan
biomateriales como catéteres, protesis dseas, tubos, valvulas (Ruiz, 2010), este
resultado podria ser Gtil en el control de la enfermedades nosocomiales,

identificando al principio activo que cumple con la actividad antimicrobiana.
4.2 Determinacién de la accién antimicrobiana del preparado acuoso y

etandlico de la flor, hoja, tailo y toda la planta del Gnaphalium vira vira

frente a microorganismos in vitro
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CUADRO 2

MEDIA DEL TAMANO DE HALO DE LA ACCION ANTIMICROBIANA DEL GNAPHALIUM
VIRA VIRA, PARA LAS DIFERENTES VARIABLES Y SUS INTERACCIONES

Tamafio de halo

Variable N
Tipo de preparado
Etandlico 40 15.642,
Acuoso 40 14.715,
Tipo de microorganismo
Stafilococus aureus 40 15.805,
Stafilococus epidermidis 40 14.551,
Parte de la planta
Flor 20 17.715,
Toda la planta 20 16.462,
Hoja 20 15.373,
Tallo 20 11.1634
Tipo de preparado x patte de la planta (p<0.05)
p. acuoso x flor 10 17.482
p. acuoso x hoja 10 13.890
p. acuoso x tallo 10 11.561
p. acuoso X toda la planta 10 15.925
p. etandlico x flor 10 17.947
p. etandlico x hoja 10 16.856
p. etandlico x tallo 10 10.765
p. etandlico x toda la planta 10 16.999
Microorganismo x parie de la planta (p<0.05)

s. aureus x flor 10 17.833
. aureus X hoja 10 16.016
s. aureus x tallo 10 12.669
s. aureus x toda Ia planta 10 16.702
s. epidermidis x flor 10 17.596
s. epidermidis x hoja 10 14.730
s. epidermidis x tallo 10 9.657
s. epidermidis x toda la planta 10 16.222
L

etras diferentes en la misma columna indican diferencia estadistica (p<0.05)
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Tamafio de halo (mm)

Etandlico

Preparado

Fig. 4 Tamafio de halo (mm) de la accién antimicrobiana del extracto etandlico de Gnaphalium vira
vira para el preparado etandlico y el preparado acuoso

Segln el cuadro 2 existe diferencia significativa (p<0.05), en lo relacionado
a los preparados, acuoso y etandlico, a los microorganismos Staphylococcus
aureus y Staphylococcus epidermidis y a partes de la planta, flor, toda la planta,
hojas y tallo. Para el caso de los preparados, indica que los tamarfios de halo
fueron diferentes, en el preparado etandlico se obtuvo un tamafio de halo de
15.6418 mm de diametro y en el preparado acuoso un halo de 14.7145 mm de
diametro (Fig.4). El solvente puede permitir la manifestacion antimicrobiana de la
planta, es asi que el preparado etandlico, presento una mejor actividad
antimicrobiana que el acuoso; en un trabajo realizado por Recio y Rios (1989)
demostraron que las especies vegetales a veces no exhiben actividad
antimicrobiana por el método o solvente de extraccion o dilucion es asi que la

Capsella bursapastoris y Tribulus terrestris presentan actividad antimicrobiana
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frente a S. aureus utilizando como solvente de extracciéon cloroformo, mientras
que los extractos metandlicos presentan resultados negativos.

Davicino et al., (2007) en un estudio de plantas medicinales en Argentina,
realizo dos tipos de extractos: uno etandlico y el otro por decoccién, donde el
material vegetal se mantiene en ebullicion en agua destilada; obteniendo méjores
resultados con el preparado etanélico ya que el etanol fue capaz de evidenciar de
mejor manera los efectos antimicrobianos de las plantas, al igual que en el
presente_trabajo, donde se observa un halo de mayor tamafio para el preparado
etandlico frente al acuoso.

En una investigacion realizada por Rangel et al., (2001) sobre la actividad
antimicrobiana de los extractos, etandlico, aceténico y acuoso del Baccharis nitida,
encontrd que el extracto etandlico del B. nifida frente al Staphylococcus aureus
formo un halo de 16mm de diametro y el extracto acuoso formo un halo de 17 mm
de diametro, no coincidiendo con lo reportado en el presente estudio, pero hay que
tener en cuenta que se trata de plantas completamente diferentes.

En otro trabajo realizado en México por Enciso et al, (2012) con el
Gnaphalium attenuatum, con un extracto etandlico, utilizando el método de
difusién en agar Muller Hinton, en discos de 6 mm se obtuvo un halo cuyo
diametro fue de 20mm, también mayor al que hallamos en el presente trabajo, es
probable por que nuevamente se trata de géneros diferentes y porque en el
preparado del extracto etanolico existe un paso previo de ebullicion de la planta
triturada en agua, pudiendo probablemente este paso extraer un mayor nimero de
componentes que hicieron que el halo de inhibicién sea mayor al que encontramos

en este trabajo.
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Fig. 5 Tamafio de halo (mm) de la acci6n antimicrobiana del extracto etanélico de Gnaphalium vira
vira para cada tipo de microorganismos S. aureus y S. epidermidis

En lo relacionado a la accion antimicrobiana del Gnaphalium vira vira frente
al S. aureus y S. epidermidis (p<0.05), (Cuadro 2). Se obtuvo un tamaiio de halo
de 15.805 mm de didmetro como promedio de la actividad antimicrobiana del
extracto etanolico de la planta en estudio frente al S. aureus y de 14.5513 mm de
diametro frente al S. epidermidis (fig. 5). Este resultado estaria indicando que esta
planta podria inhibir la enzima p-lactamasa que se encuentra en los
Staphylococcus aureus y que hacen gue sean tan resistentes a ciertos antibioticos
como la penicilina G, aminopenicilinas, carboxipenicilinas y meticilina, ello ha
promovido la investigacion de novedosas alternativas para combatir ias bacterias,
entre ellas el uso de las moléculas naturales de defensa, asi como el disefio de
péptidos candnicos producidos por varias especies de organismos, siendo este

campo la base para el desarrollo de los antimicrobianos del futuro.(Abarca y

41



Herrera, 2001). Otra alternativa para combatir la resistencia de estos
microorganismos es la utilizacioén de sustancias que bloquean las B-lactamasa o el
empleo de inhibidores de su accion enzimatica, como el acido clavulanico,
sulbactan y tazobactam, estas sustancias tiene una gran afinidad por las B-
lactamasas alas que se unen de forma irreversible y se metabolizan con ellas.
(Barcelona, 2008).

Si el Gnaphalium vira vira es efectiva frente a los Staphylococcus aureus es
porque debe tener algun mecanismo que permitiria la inhibicién de esta enzima,
ayudando a su actividad antimicrobiana. Mendoza (2004) se refiere al G. vira vira
que fue reclasificada como Pseudognaphalium vira vira desde 1991, como una
planta resinosa con efecto antioxidante y antiséptico que los mapuches y aymaras
la utilizaron para la fiebre resfrio y enfermedades bronquiales. (Mufioz, 2004)
realizd un estudio para probar la actividad antibacteriana frente a diferentes
microorganismos entre ellos el S. aureus en el que se comprob6é un efecto
bactericida, esto por el contenido de flavonoides, diterpenos y sesquiterpenos
coincidiendo con este estudio.

Fernandez (2008) comprobé que el Pseudognaphalium caeruleocanum,
utilizando el método de difusién en agar con discos de 6 mm de diametro y con
agar Muller Hinton impregnado con 10 pl del preparado tenia efecto
antibacteriano frente a S. aureus teniendo un tamafio de halo de 20 mm, la
diferencia con el presente trabajo es que se impregnaron los discos con 20 pl de
extracto etanolico de G. vira vira obteniendo un tamarno de halo menor (15.8050

mm) probablemente porque se trata de plantas de genero diferente.
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Toribio et al, (2009) en una investigacion de las plantas nativas de
Argentina, encontr6 que el extracto hidroalcoholico de Gnaphalium
gaudidraudianum no presento actividad antibacteriana frente al S.aureus,
pudiendo ser de una familia diferente a la de la G vira vira, lo que difiere con
nuestro trabajo donde se encontré6 marcada actividad frente al S. aureus. Mori et
al.,(2010) trabajaron con raiz, tallo y flor, de Myrciaria dubia (camu camu)
realizando un extracto hidroalcoholico sobre el S. aureus cultivados en agar
Tripticasa soya, solo las hojas y la corteza presentaron actividad antimicrobiana
frente al S. aureus formando un halo de 15 mm coincidiendo con el promedio de
nuestro trabajo, pese a que se tratan de plantas diferentes vemos que son varios
los géneros que presentan actividad antimicrobiana.

Frente al Staphylococcus epidermidis, no se encontraron muchas plantas
que tengan actividad antimicrobiana frente a este microorganismo, en caso del
Gnaphalium no se realizaron trabajos anteriores donde se consigne pruebas de
sensibilidad de los extractos obtenidos de las partes de estas planta frente a este
microorganismo; en el presente trabajo se comprobé que el S. epidermidis era
sensible al extracto etandlico de todas las partes de la planta G. vira vira
obteniéndose un halo de: 14.8408 mm de didmetro.

Mercado y Arevalo (2013), mencionén que el Alium sativum tiene un efecto
antimicrobiano muy marcado frente al S. aureus y S. epidermidis, al igual que
nuestro trabajo las plantas muestran que los componentes que son utilizados por
estas como mecanismos de defensa contra microorganismos, insectos y
herbivoros predadores, puedan servir como fuente de medicamentos para el

hombre (Toribio, 2009).
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El Instituto Nacional de Salud (2002), emite una serie de normas técnicas a
través 'de un Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusion, donde establece el tamario de halo
y los clasifica como: sensible, intermedio y resistente para los diferentes
antibioticos que existe en el mercado, y es especifica para cada bacteria, es asi
que para el Staphylococcus frente a la oxacilina, vancomicina y gentamicina para
considerarlos como sensibles deben formar un halo mayor o igual a 13,15 y 15
mm de diametro, respectivamente, comparando con los resultados obtenidos
vemos que el efecto antimicrobiano del G. vira vira es mayor que la oxacilina e

igual que la gentamicina y la vancomicina, pudiendo ser esta planta una alternativa

de uso.

—

L S—.

Tamafio de haloi{{mm)

[ N =

an b ONRD
N SERS Y
\—{7\ 5\

«

toda planta hoja

Partes de la planta

fig. 6 Tamafio de halo (mm) de la accién antimicrobiana del extracto etanélico de Gnaphalium vira
vira para las diferentes partes de la planta

En el cuadro 2, en el andlisis de varianza también nos indica que existe

diferencia significativa entre partes de la planta, y como se observa en la figura 6
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la medida de la flor de 17.7145 mm de diametro, mayor en relacion a las otras
paries de la planta, esto puede deberse a que en la flores se encuentran los
flavonoides que les dan el color a estas y para el caso de nuestra planta es de
color amarillo, sirviendo también como atractores visuales para la polinizacion.
Martino (2000) describe que en las flores de la Achyrocline saturoides que
pertenece a la misma familia que el Gnaphalium vira vira se encuentra la
quercetina 3 metil éter y la apigenina, dos flavonoides que le confieren actividad
antibacteriana a las flores. Segun Diaz C. y Heinzen H. (2006) este efecto podria
incrementarse por el tipo de extracto ya que dependiendo de este, se arrastraria
una mayor cantidad de quercetina, estos autores compararon diferentes extractos
(Soxhlet, maceracion, percolacion, decoccion y tisana) obtenieﬁdo mayor cantidad
de quercetina en el extracto obtenido en Soxhlet, en el extracto por maceracion
que es igual al que se realizé en el presente trabajo, arrastré una menor cantidad
de quercetina comparada con el extracto obtenido por Soxhlet pero mayor
comparado con la decoccién y tisana.

Mufioz, (2004) en un estudio en flores de G. vira vira aisl6 compuestos
acetilénicos, enol — éteres, lactonas diterpénicas y labdanos a los cuales también
se le confiere una actividad antibacteriana. EI mecanismo de accién de los
componentes de la planta frente al microorganismo estaria dado en que se afecta
la actividad de numerosas enzimas, actuando como inhibidores o inductores,
enzimas como las protein-kinasas y lipido-kinasas, que participan en la
transduccién de sefiales entre las células. (Martino, 2000).

En el caso del tamafio de halo de 16.4620 mm de diametro para toda la

planta que incluye flores, hojas y tallos es mayor comparado con el tamafio de
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halo en las hojas y tallos, Petenatti (2004) indica que en las partes aéreas del
Gnaphalium gaudichaudianum que en el centro oeste de Argentina se conoce
como Huira Huira que se usa como expectorante en esta zona se ha detectado la
presencia de diterpenos tales como: ent-pimaratos, flavonoides como 5, 8
dihidroxi-3,6,7- trimetoxiflavona y 5,8 dihidroxi-6,7- dimetoxiflavona, acetilenos y -
carotenoides asi como derivados del acido Kaurenico, siendo los flavonoides a los
que se les atribuye la actividad antibacteriana ademas de un efecto antinflamatorio
que podria ayudar a la planta a cumplir con el efecto expectorante en los casos de
procesos respiratorios.

Fernandez (2008) en un estudio de! Pseuddognaphalium caeruleocanum,
planta de la misma familia que el G. vira vira, encontré en su composicién quimica
la presencia de hidrocarburos, monoterpenicos y el sesquiterpeno oxigenado
nerolidol, a los cuales también se les atribuye efectos antimicrobianos y
antinflamatorios.

Para el tamafo de halo de las hojas de 15.373 mm de diametro, mayor que
el del tallo, probablemente se deba segun lo indicado por Domingo (2003) de que
en la parte aérea de las plantas, la filosfera especialmente las hojas, existen
alrededor de 1 a 10 mlls de células/cm® de microorganismos principalmente
bacterias, frente a estas, las plantas adquieren defensas que les permite
contrarrestar a los microorganismos existentes, estas sustancias se dividen en dos
grupos, las Fitoanticipinas que estan presentes de forma constitutiva de la planta y
las Fitoalexinas cuya presencia en forma considerable se produce como respuesta
a una invasion bacteriana, también reporta la existencia de flavonas cuya actividad

frente al microorganismo, es formar complejos con las proteinas solubles y
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extracelulares y con las estructuras de la pared bacteriana de forma similar a las
quinonas.

En el caso de los tallos el diametro de halo es de 11.163 mm indicando que
la actividad antimicrobiana es menor comparado con las demas partes de la
planta, esto podria deberse a que en el tallo no se encuentran algunos elementos
quimicos que si existen en la hojas pues en estas existe una gama mas completa
de principios activos, pues es ahi donde se produce la fotosintesis de la planta
provocando la formacion de metabolitos primarios que a su vez constituyen los
precursores de metabolitos segundarios, otorgandoles una mayor actividad
antimicrobiana (Lopez, 2003).

El Instituto Nacional de Salud (2002), emite una serie de normas técnicas a
través de un Manual de Procedimientos para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana por el método de disco difusion, donde establece el tamafio de halo
y los clasifica como: sensible, intermedio y resistente, para los diferentes
antibidticos que existe en el mercado, y es especifica para cada bacteria, es asi
gque para el Staphylococcus frente a la oxacilina, vancomicina, gentamicina,
teicoplanina, norfloxacina, nitrofurantoina y trimetropin/sulfametoxazol para
considerarlos como sensibles deben formar un halo mayor o igual a 13, 15, 15, 14,
17, 17 y 16 mm, respectivamente, comparando con los resultados obtenidos se ve
que el efecto antimicrobiano de las flores de G. vira vira es mayor que la oxacilina,
gentamicina, vancomicina, teicoplanina, y el trimetropin/sulfametoxazol e igual
que la, norfloxacina y la nitrofurantoina, las hojas forman un halo mayor o igual a la
oxacilina, vancomicina, gentamicina y teicoplanina pudiendo ser, esta planta una

alternativa de uso.
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Fig. 7 tamafic de halo de la accién antimicrobiana del gnaphalium vira vira, para la interaccion
tipo de preparado y parte de la planta

En el cuadro 2 también se demuestra que se encontro diferencia estadistica
para la interaccion tipo de preparado y parte de la planta (p<0.05). Los niveles del
factor parte de la planta como son flor, toda la planta y hoja presentan un mayor
tamafio de halo, (fig. 7) respecto del tallo, dentro del nivel preparado etandlico del
factor tipo de preparado, indicando que la actividad antimicrobiana es mayor en
esos niveles. Los niveles flor y toda la planta cuentan con el mayor tamafio de halo
respecto de la hoja y tallo dentro del nivel preparado acuosos del factor tipo de
preparado, lo que nos estaria indicando de que los metabolitos secundarios que
tienen actividad antimicrobiana y que se encuentran en los diferentes
componentes de la planta son evidenciadas en los preparados tanto acuoso como
etandlico.

En un trabajo realizado por Recio y Rios (1989) demostraroﬁ que las especies
vegetales a veces no exhiben actividad antimicrobiana por el método o solvente de

extraccion o dilucion es asi que la Capsella bursapastoris y Tribulus terrestris
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presentan actividad antimicrobiana frente a S. aureus utilizando como solvente el
etanol, mientras que los extractos metandlicos presentan resultados negativos.

Davicino et al,, (2007) en un estudio de plantas medicinales en Argentina,
realizo dos tipos de extractos: uno etandlico y el otro por decoccion, donde el
material vegetal se mantiene en ebullicion en agua destilada; obteniendo mejores
resultados con el preparado etandélico ya que el etanol fue capaz de evidenciar de
mejor manera los efectos antimicrobianos de las plantas.

En una investigacién realizada por Rangel et al., (2001) investigé sobre la
actividad antimicrobiana de los extractos, etandlico, aceténico y acuoso del
Baccharis nitida donde encontré que el extracto etandlico del B. nitida era mayor

frente al Staphylococcus aureus.
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fig. 8 Tamafio de halo de la accion antimicrobiana del Gnaphalium vira vira, para la interaccion tipo
de microorganismo y parte de la planta.

En la figura 8 observamos que existe diferencia significativa en la
interaccion microorganismos Staphylococus aureus y Staphylococcus epidermidis
y partes de la planta (flor, toda la planta, hoja, tallo,) (p<0.05), se observo que los

niveles del factor parte de la planta como son flor, toda la planta, hoja y tallo para
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el nivel Staphylococcus aureus del factor tipo de microorganismo, presentaron un
mayor tamano de halo y consecuentemente una mayor actividad antimicrobiana
que los mismos niveles en el factor parte de la planta para el nivel Staphylococcus
epidermidis del factor tipo de microorganismo, encontrandose medias superiores
en flor y en toda la planta, siendo el tallo en el nivel Staphylococcus epidermidis el
que presento el menor tamafio de halo, es decir que existe un efecto de la toda la
planta que interactia con los microorganismos lo que se demuestra con el
tamafio de halo que se formé. Dentro de los componente quimicos de la planta
tenemos diterpenos como el Aacido kaurenoico y flavonoides como la
tetrametoxiflavona (Mendoza, 2006), que se encuentran distribuidos en hojas,
tallos y flores, dichos componentes son los responables de la actividad
antimicrobfana frente al Staphylococus aureus y Staphylococcus epidermidis.

Los™ Staphylococcus son micrororganismos de gran importancia por su
elevada capacidad de supervivencia en condiciones ambientales desfavorables, el
elevado nimero de resistencias a antibidticos y su elevada patogenicidad
(Navarro, 2008), fueron inhibidos por el exiracto del Gnaphalium vira vira esto
probablemente se deba a que se produjo un aumento en la turgencia de la
bacteria y la desintegracién de la superficie celular que podria llevarla a a la

muerte, evidenciando el dafio a nivel de la pared celular (Daud et al., 2008).
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CONCLUSIONES

El extracto etandlico del Gnaphalium vira vira tiene accidén antimicrobiana

frente al Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.

El extracto etandlico del Gnaphalium vira vira no tiene accion
antimicrobiana frente a Streptococcus pyogenes, Escherichia coli y

Pseudomona spp.

Existe diferencia de la accidén antimicrobiana del extracto etanodlico del
Gnaphalium vira vira con respecto a preparados (etandlico y acuoso),
siendo mejor el preparado etandlico; microorganismos (Staphylococcus
aureus 'y Staphylococcus epidermidis), siendo mas sensible el
Staphylococcus aureus y partes de la planta: flores, toda la planta, hojas y

tallo (p<0.05), siendo las flores la de mayor accidén antimicrobiana.

Existen interaccion entre el preparado y parte de la planta, e interaccion

entre microorganismo y parte de la planta (p<0.05).
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RECOMENDACIONES

Identificar los componentes quimicos del Gnaphalium vira vira en la regién

altiplanica para un mejor estudio.

Estudiar sobre sus posibles efectos antinflamatorios y antimicéticos del

Gnaphalium vira vira para su aplicacion.

Conocer acerca de sus efectos nocivos, para poder establecer sus

contraindicaciones.
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Cuadro 3. Accion antimicrobiana del Gnaphalium vira vira segan el tamafio
de halo (mm) considerando las partes de la planta en los preparados

acuosos y etandélico.

Diametro de halo

Parte de la planta

N X +DS
Flor 20 17.7145a + 0.933
Toda la planta 20 16.4620b + 0.953
Hoja 20  15.3730c + 1.912
tallo 20 11.1630d £ 1.890

X: promedio, DS: desviacién estandar; letras diferentes en la misma columna

indican diferencias estadisticas a la prueba de Tukey (p<0.05).
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Cuadro 4. Accion antimicrobiana de la Gnaphalium vira vira segun el tamafio

de halo (mm) considerando tipo de Microorganismo

Diametro de halo

Microorganismo

N X+ DS
Staphylococcus aureus

40 15.8050a + 2.403
Staphylococcus

40 14.5513b% 3.2
epidermidis

X: promedio, DS: desviacién estandar; letras diferentes en la misma columna

indican diferencias estadisticas a la prueba de Tukey (p<0.05).

Cuadro 5. Accion antimicrobiana de la Gnaphlium vira vira segun el tamaiio

de halo (mm) considerando tipo de preparado.

Diametro de halo

Preparado

N X+DS
Etanodlico 40 15.6418ax 3.127
Acuoso 40 . 14.7145b + 2.569

X: promedio, DS: desviacion estandar; letras diferentes en la misma columna

indican diferencias estadisticas a la prueba de Tukey (p<0.05).
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Cuadro 6. Analisis de varianza de los tamanos de halo, de la accion

antimicrobiana del extracto etandlico de Gnaphalium vira vira

segun, preparados, microorganismos y partes de la planta.

Grados Suma de ‘Cuadrado Valor F Pr>F
Fuentes de variacion de cuadrados medio

libertad
Preparados 1 17.1958512 17.1958512 18.33 <.0001 *
Microorganismos 1 31.4377812 31.4377812 33.51 <.0001 **
Partes de la planta 3 484.8147637 161.6049213 172.26 <.0001 **
Interac. Prep. Micro 1 1.1305013 1.1305013 1.21 0.2764
Interac.Prep. parte plant. 3 36.8065138 12.2688379 13.08 <.0001 **
Interac.Micro.parte plant 3 23.6247638 7.8749213 8.39 <.0001 **
Interac. Prep.micro.plan. 3 0.8613637 0.2871212 0.31 0.8209
Error 64 60.0410800 0.9381419
Total 79 655.9126188

** Altamente significativo
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Cuadro 7 Analisis de varianza para el efecto simple de la accién

antimicrobiana del extracto etandlico de Gnaphalium vira vira de las

diferentes partes de la planta en los preparados acuoso y etanélico.

Fuentes de variacion GL CM SC Valor F Pr>F

Parte y p. acuoso 3 197.4872900 65.8290967 39.54 <.0001 **
Parte y p. etandlico 3 324.1339875 108.0446625 68.05 <.0001**
Error 64 60.0410800 0.9381419

Total 79 655.9126188

** Altamente significativo
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