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RESUMEN

La wira wira macho (Pseudognaphalium glandulosum) es una planta medicinal utilizada
en las zonas rurales de la region Puno para aliviar sintomas de afecciones respiratorias,
bronquiales y digestivas y la ciencia deberia explotar y esclarecer sus propiedades
antibacterianas. La investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Virologia y Biologia
de la Salud de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA Puno, entre abril y julio del
2023. El objetivo fue determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %y 100 %, frente
a Streptococcus pneumoniae y Klebsiella pneumoniae. La recoleccion de las plantas se
realizo en el centro poblado de Jayllihuaya, y posteriormente fueron secadas en sombra.
El aceite esencial se extrajo de los tallos y hojas mediante la técnica de arrastre de vapor.
A partir de este aceite, se prepararon concentraciones crecientes, que se embebieron en
discos de papel filtro. El efecto antibacteriano se evalué utilizando el método de Kirby
Bauer. Las bacterias utilizadas fueron proporcionadas por el Area de Microbiologia del
Hospital Regional de Ayacucho. La susceptibilidad se determind comparando los halos
de inhibicién con el Manual del INS (2002). Los resultados promedios obtenidos fueron
los siguientes: a concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % los halos de inhibicion
midieron 14.00 mm, 19.00 mm, 22.40 mm y 27.00 mm, respectivamente. Streptococcus
pneumoniae fue sensible a las dos Ultimas concentraciones, mientras que Klebsiella
pneumoniae mostro resistente a todas las concentraciones evaluadas del aceite esencial.
Se concluye que el aceite esencial de wira wira macho tiene efectos positivos en bacterias

Gram positivas.

Palabras clave: Aceite esencial, Efecto antibacteriano, In vitro, Klebsiella pneumoniae,

Streptococcus pneumoniae.
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ABSTRACT

Wira wira macho (Pseudognaphalium glandulosum) is a medicinal plant used in rural
areas of the Puno region to relieve symptoms of respiratory, bronchial and digestive
conditions and science should exploit and clarify its antibacterial properties. The research
was carried out at the Virology and Health Biology Laboratory of the Faculty of
Biological Sciences of UNA Puno, between April and July 2023. The objective was to
determine the antibacterial effect of the essential oil of Pseudognaphalium glandulosum
in concentrations of 25%, 50%, 75% and 100%, against Streptococcus pneumoniae and
Klebsiella pneumoniae. The plants were collected in the town of Jayllihuaya, and were
subsequently dried in the shade. The essential oil was extracted from the stems and leaves
using the steam distillation technique. From this oil, increasing concentrations were
prepared, which were soaked in filter paper discs. The antibacterial effect was evaluated
using the Kirby Bauer method. The bacteria used were provided by the Microbiology
Department of the Regional Hospital of Ayacucho. Susceptibility was determined by
comparing the inhibition zones with the INS Manual (2002). The average results obtained
were the following: at concentrations of 25%, 50%, 75% and 100% the inhibition zones
measured 14.00 mm, 19.00 mm, 22.40 mm and 27.00 mm, respectively. Streptococcus
pneumoniae was sensitive to the last two concentrations, while Klebsiella pneumoniae
was resistant to all the tested concentrations of the essential oil. It is concluded that the

essential oil of wira wira macho has positive effects on Gram-positive bacteria.

Keywords: Essential oil, Antibacterial effect, In vitro, Klebsiella pneumoniae,

Streptococcus pneumoniae.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

Las plantas son consideradas uno de los recursos terapéuticos mas antiguos para
la prevencion de enfermedades y el tratamiento de la salud, y constituyen un legado
cultural de todas las civilizaciones. En la actualidad, las poblaciones rurales de los Andes,
situadas principalmente en las zonas altoandinas, cuentan con abundantes plantas
silvestres e indigenas utilizadas en la prevencion y tratamiento de enfermedades. Por ello,
en la presente investigacion se plante6 determinar el efecto antibacteriano del aceite
esencial de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) frente a cepas de
Streptococcus pneumoniae y Klebsiella pneumoniae. Los resultados obtenidos mostraron
un efecto favorable sobre la bacteria Gram positiva y ningln efecto sobre la Gram

negativa.

Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) es empleada en la medicina
popular como depurativo, antiinflamatorio, expectorante, hepatoprotector y digestivo.
Estas plantas suelen comercializarse como hierbas simples o en mezclas, e incluso forman
parte de la férmula de algunas bebidas aperitivas de amplio consumo en el pais (Petennatti

etal., 2004).

Segin la OMS (2018), los aceites esenciales obtenidos de vegetales como
productos medicinales representan una alternativa fitoterapéutica en constante desarrollo.
Se estima que el 80 % de la poblacién mundial recurre a la medicina tradicional para

atender sus necesidades primordiales de salud y asistencia médica.

El alarmante crecimiento de la resistencia bacteriana ha llevado a la exploracion

de productos naturales como fuente de nuevos y diversos componentes antibacterianos,

14
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reconocidos a nivel mundial. En este contexto, observamos que en nuestra region existen
especies vegetales cuyas propiedades farmacolégicas aun no han sido investigadas a
profundidad. Por ello, se investigd el uso del aceite esencial de Pseudognaphalium
glandulosum (wira wira macho), una planta con propiedades antitusigenas y
antinflamatorias, sobre cepas de Streptococcus pneumoniae y Klebsiella pneumoniae.
Este estudio demostrd la eficacia antibacteriana del aceite esencial a un menor costo,

destacando su potencial como alternativa terapéutica.

La presente investigacion brinda resultados que respaldan el uso del aceite
esencial como una opcion de tratamiento para infecciones por Streptococcus pneumoniae,
aunque no para Klebsiella pneumoniae en esta primera etapa. Por lo tanto, es necesario
continuar estudiando esta planta, explorando tanto sus propiedades toxicolégicas como la
dosificacion en seres humanos, con el fin de constituirse como una alternativa médica
preventiva y terapéutica. Esto podria contribuir a reducir el gasto econémico de las

familias en el tratamiento de infecciones respiratorias.

Por tal razdn esta investigacion tuvo los siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

- Determinar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) frente a cepas de Klebsiella

pneumoniae y Streptococcus pneumoniae.

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Pseudognaphalium
glandulosum (wira wira macho) en concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100

% frente a Streptococcus pneumoniae.

15
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- Determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de Pseudognaphalium
glandulosum (wira wira macho) en concentraciones de 25 %, 50 %, 75% y 100 %

frente a Klebsiella pneumoniae.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Meragelman et al. (2003), reportaron que en Gnaphalium gandichaudianum,
bebido en infusién, las partes aéreas de esta planta contienen diterpenos como ent-
pimaranos; flavonoides como 5,8-dihidroxi-3,6,7-trimetoxiflavona y 5,8-dihidroxi-6,7

dimetoxiflavona; ademas de acetilenos, carotenoides y derivados del &cido kaurénico.

Petenatti et al. (2004) indicaron que las hojas de Gnaphalium gandichaudianum
presentan un alto contenido de aceites esenciales (Sudan I11, positivo) y almidén (reaccion

de Lugol, positiva), pero resultaron negativas para taninos, mucilagos y cristales.

Retta et al. (2010), en la Universidad Nacional del Rosario (Argentina), analizaron
los perfiles cromatogréaficos en capa fina y cromatografia gaseosa de las inflorescencias
de Achyrocline satureioides, Achyrocline flaccida y Gnaphalium gaudichaudianum. Los
perfiles por cromatografia de gases de Gnaphalium gaudichaudianum mostraron picos

mayoritarios de alfa-pineno, 1,8-cineol, limoneno, beta-cariofileno y alfa-copaeno.

Zheng et al. (2013) mencionaron que el gordolobo (Gnaphalium sp) es usado
como expectorante y antitusigeno debido a los fitoquimicos Gnaphaliinas A y B, que
relajan el masculo liso del tracto respiratorio y reducen la respuesta a estimulos
histaminicos. Por ello, se le atribuye propiedades antioxidantes, antifngicas,

antimicrobianas, hipoglicémico y antineoplasico.

Vargas (2015), en Arequipa (Peru), estudio los terpenos extraidos de Gnaphalium

dombeyanum (wira wira) mediante dos métodos: destilacion por arrastre de vapor y

17
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extraccion continua con éter de petrdleo. Con el primer método se obtuvieron 14
compuestos (principalmente sesquiterpenos) y con el segundo, 32 compuestos

(incluyendo alcanos, cicloalcanos, alcoholes de cadena larga y acidos orgénicos).

Gomez y Véasquez (2018), en Bogota (Colombia), evaluaron la susceptibilidad de
Campylobacter jejuni frente a extractos totales de Achyrocline satureiodes, Achyrocline
bogotensis y Gnaphalium elegans. Las fracciones polar y medianamente polar de
Gnaphalum elegans y Achyrocline satureiodes. a una concentracion de 0.125 mg/mi
mostrando un posible efeto antagonico frente a Campylobacter jejuni, mientras que

Achyrocline bogotensis no presento efecto antibacteriano.

Valarezo et al. (2019) extrajeron aceite esencial de partes aéreas de Gnaphalium
elegans mediante hidrodestilacion y cromatografia de gases, identificando 21 compuestos
fitoquimicos, como y-curcumeno (55.61 %), italiceno (4.69 %), a-cubebeno (4.45 %), o-
cadineno (4.28 %) y a-pineno (3.57 %); sin embargo, el aceite esencial fue inactivo frente
a todas las bacterias evaluadas a una concentracion de 1000 pg/ml (Staphylococcus
aureus y Enterococcus faecalis entre las Gram positivas y Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium, Escherichia coli

entre las Gram negativas).

Manandhar et al. (2019) indicaron que la actividad antimicrobiana de los extractos
vegetales esta relacionada con el dafio a la pared celular y a la disminucion del pH
citoplasmatico. También atribuyeron esta actividad a metabolitos como alcaloides,

taninos, flavonoides, compuestos fendlicos, hiperforina y xantonas.

Orbegoso (2019), en Trujillo (Peru), evalu6 la actividad antibacteriana in vitro del

aceite esencial del Eucalyptus globulus (eucalipto) frente a Klebsiella pneumoniae

18
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productora de betalactamasas de espectro extendido. El estudio concluyé que el aceite
esencial mostrd efectos antibacterianos significativos frente Klebsiella pneumoniae

ATCC 700603.

Illanes (2020), en Puno (Peru), estudio el efecto antimicrobiano del aceite esencial
de Rosmarinus officinalis (romero), obteniendo halos de inhibicion que variaron
desdel16.27 mm (CMI al 25 %) hasta 30.77 mm (100 %) frente a Escherichia coli. Los
tratamientos al 100 % y 75 % fueron los mas efectivos como Escherichia coli y Candida

albicans.

Montero et al. (2020) destacaron que el gordolobo (Gnaphalium sp) es usado de
tradicionalmente contra la tos, el asma y la bronquitis. Entre sus metabolitos secundarios
se encuentran flavonoides (Gnaphalin A y B), cresol, sesquiterpenos, mucilago,

triterpeno, diterpenos, antraquinones, fitosteroles y derivados del &cido cefeolquimico.

Heredia et al. (2022), en la Universidad de Sonora (México), estudiaron el efecto
antimicrobiano por difusién en agar de los extractos de Gnaphalium oxyphyllum y
Euphorbia maculata que contenian fenoles, flavonoides, flavonas y flavonoles,
flavanonas y dihidroflavonoles, taninos, acido clorogénico y polisacéridos totales,
mostrando actividad contra Listeria monocytogenes ATCC 19115, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella entérica, serovar
Typhimurium ATCC 14028. Aplicaron una concentracion de 1 mg/ml, sugiriendo su

potencial uso de la industria pecuaria y conservacion de alimentos.

Apaza et al. (2022), en Madrid (Espafia), identificaron tres fitoquimicos de
Gnaphalium polycaulon entre ellos: 2-(4-(1-H-tetrazol-1-yl) phenyl)-2-aminopropanoic

acid (fitoquimico 1), N-phenyl-4-(3-phenyl-1,2,4-thiadiazol-5-yl) piperazine-1-
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carboxamide (fitoquimico 2) and N-(4-ethoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo-[1,2-o]
pyridine-3-yl) thiazol-2-amine (fitoquimico 3), todos mostraron actividad antibacteriana
con una CMI de 44.80 — 44.85, 0.017 — 0.021 y 0.0077 — 0.0079 uM mediante resonancia
magnética y espectrometria de masas, todos con actividad antibacteriana frente a
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus y Streptococcus

pneumoniae, con una CMI control de ofloxacina, entre 27.64 — 27.67 uM.

Li et al. (2022), en China, encontraron que extractos de Gnaphalium hypoleucum
DC, contenian apigenina y luteolina, compuestos que inhiben la formacion biopeliculas
y la motilidad en Chromobacterium violaceum ATCC 12472, al inferir con la expresion

de los genes vioB, vioC y vioD, responsables de la biosintesis de pigmentos.

Davydova et al. (2024), en Russia, evaluaron extractos etandlicos de Gnaphalium
uliginosum L. recién cosechada, que incluydé hojas, tallos, raices y flores, donde el
extracto etandlico al 70 % obtenido mediante experimento ultrasénico por 5 min presento
la mayor actividad antimicrobiana respecto al método de maceracion, siendo las mas
sensibles las bacterias fitopatdgenas Clavibacter michiganensis (Gram positiva) y
Erwinia carotovora (Gram negativa) con cifras de CMI de 156 pg/ml, indicando tener
potencial con compuestos bioldgicamente activos para uso agricola como nuevos

biopesticidas.

2.2  MARCO TEORICO

2.2.1 Plantas medicinales

2.2.1.1 Concepto

Son plantas silvestres que fueron utilizadas por el ser humano a lo

largo del tiempo debido a sus propiedades beneficiosas para el tratamiento
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y prevencion de enfermedades. Sus propiedades medicinales residen en
sus principios activos, un conjunto de compuestos quimicos como
glucosidos, alcaloides, aceites esenciales, taninos, entre otros, que fueron
desarrollados a lo largo de la evolucién como mecanismos de defensa y
supervivencia. Estos compuestos actlian de manera sinérgica para producir
su accion como medicina (Montalvo, 2006). Estas plantas representan uno
de los recursos mas importantes para las personas, y actualmente se
observa su uso y conocimiento tradicional en las distintas comunidades

campesinas y nativas del Pert (Hurtado, 2018).

Las plantas medicinales estan vinculadas a la etnoboténica, una
ciencia compleja que aborda una amplia variedad de temas y se centra en
la relacidn entre los seres humanos y el mundo vegetal. EI conocimiento
botanico incluye un conjunto de saberes y creencias sobre los recursos
vegetales, que abarcan su uso, obtencion, seleccion, produccion,

procesamiento y consumo (Hurrell et al., 2013).

2.2.1.2 Usos

Se basa en el uso terapéutico de plantas medicinales, constituyendo
una opcién frente a los medicamentos farmacéuticos o en combinacién con
ellos. Los extractos de plantas se utilizan en diferentes formas para mejorar
la salud (White et al., 2004). Segun la OMS (2016), estos incluyen hierbas,
materiales herbarios, preparaciones y productos herbarios que contienen
partes de plantas. Su uso estd bien documentado y es ampliamente

reconocido como seguro y efectivo.
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La medicina herbaria ha sido empleada desde tiempos ancestrales
para tratar y aliviar enfermedades, lo que dio origen a los fitofarmacos,
conocidos por su bajo costo y toxicidad (Pascual et al., 2014). Estos
conocimientos fueron transmitidos de generacion en generacion como
terapias médicas tradicionales, presentes en la historia de los pueblos y la
preservacion del conocimiento etnobotéanico de la vegetacion local, basado

en conocimientos empiricos (Esquivel et al., 2018).

Se estima que existen aproximadamente 25000 especies,
equivalentes al 10 % de la vegetacion mundial. Entre estas, se incluyen
especies endémicas que fueron utilizadas a lo largo de la historia por
nuestros antepasados, principalmente para satisfacer necesidades de
alimentacion, refugio, vestimenta, madera, colorantes, y especialmente,
con fines medicinales. Muchas de estas plantas poseen importantes
propiedades beneficiosas, y actualmente estan cobrando relevancia en la

industria farmaceéutica a nivel global (Roenes y Reales, 2018).

2.2.2 Aceites esenciales

2.2.2.1 Concepto

Los aceites esenciales son fracciones liquidas volatiles,
generalmente obtenidas mediante destilacion por arrastre de vapor de
agua, que contienen las sustancias responsables del aroma de las plantas y
tienen una gran relevancia en las industrias cosmética, alimentaria y
farmacéutica (Martinez, 2001). Un aceite esencial estd compuesto

principalmente por terpenos, combinados con otros componentes, la
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mayoria de ellos volatiles, y en conjunto producen el olor caracteristico de

la planta (Bandoni, 2000).

Estos aceites son mezclas de componentes volatiles derivados del
metabolismo secundario de las plantas, que incluyen una porcion de
hidrocarburos de la serie polimetilénica del grupo de los terpenos, con la
formula (CsHs), junto con otros compuestos generalmente oxigenados,
como alcoholes, ésteres, éteres, aldehidos y compuestos fendlicos, que

aportan el aroma caracteristico a los aceites (Stashenko, 1996).

2.2.2.2 Clasificacién

Los aceites esenciales se clasifican segun su origen en naturales,
artificiales y sintéticos. Los aceites esenciales naturales se extraen
directamente de las plantas sin ninguna modificacion, aunque su bajo
rendimiento los convierte en productos muy costosos. Los aceites
artificiales se producen mediante mezclas o al enriquecer la esencia con
uno o varios de sus componentes. Por otro lado, los aceites sintéticos se
elaboran combinando componentes sintetizados quimicamente. Estos
aceites son mas econémicos Yy, por lo tanto, su uso es mas frecuente como

aromatizantes y saborizantes (Martinez, 2003).

2.2.2.3 Modo de obtencion

- Extraccion por arrastre de vapor

Se utiliza debido a su bajo consumo energético y porque no
provoca cambios quimicos en los componentes del aceite. Este método se

basa en la accion de la temperatura del vapor (100 °C). Durante un cierto
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tiempo, el tejido vegetal se rompe, liberando el aceite esencial (Lok de

Ugaz, 1999).

Para obtener los aceites esenciales de manera efectiva, estos deben
ser insolubles; de lo contrario, los componentes solubles permaneceran en
la fase acuosa, incluso después de pasar por el condensador y el separador.
La destilacion implica colocar la parte vegetal en un recipiente y calentarlo
desde abajo. El vapor atraviesa el recipiente, llevando consigo en estado
gaseoso el aceite esencial. El vapor se recoge en la tapa o cuello de cisne
y se envia a una espiral refrigerada con agua corriente, donde se condensa
y separa naturalmente el agua del aceite por decantacion (Lok de Ugaz,

1999).

El vapor de agua pasa a través de las hierbas en un recipiente,
extrayendo y arrastrando el aceite esencial, el cual presenta un bajo punto
de volatilizacion. Este vapor se enfria, se condensa y se separa del agua
por densidad en el proceso de refrigeracion. Si el aceite es menos denso,
flota en la superficie; si es mas denso que el agua, se deposita en el fondo,

facilitando su separacién (Smith, 1999).

La técnica es adecuada para la extraccion de aceites esenciales,
pero no para aislar compuestos especificos. Algunos compuestos pueden
degradarse con la temperatura del vapor. Por eso, a medida que la industria
de los aceites esenciales se ha especializado, el arrastre con vapor fue
gradualmente reemplazado por tecnologias que operan a temperaturas mas
bajas y permiten extraer una mayor cantidad de compuestos esenciales

(Granados et al., 2007).
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- Método de extraccion con solventes volatiles

Consiste en poner la muestra seca y molida en contacto con
solventes como alcohol o cloroformo, los cuales disuelven la esencia, pero
también extraen otras sustancias como grasas y ceras, resultando en un
esencia impura. Este método se utiliza en el laboratorio debido a que, a
nivel industrial, es poco viable por su alto costo, relacionado con el elevado
valor comercial de los solventes, ademas de que produce esencias
impurificadas y presenta riesgos de explosion e incendio debido a la

volatilidad de muchos solventes organicos (Martinez, 2012).

Para este método, las muestras deben ser previamente trituradas,
picadas 0 maceradas para aumentar el area de contacto con el solvente.
Luego de mezclar el solido y el liquido, es necesario mantener la mezcla
en constante movimiento para aumentar la eficiencia del proceso. Las
condiciones de temperatura y presion utilizadas durante la extraccion

suelen ser las ambientales (Sanchez, 2006).

Los solventes volatiles se calientan y, una vez saturados con las
esencias, pasan a través de rejillas. Estas esencias se evaporan, pero es
imposible eliminar completamente los quimicos restantes, que quedan en
forma de elementos y moléculas odoriferas. El disolvente mas usado para
la extraccion de aceites es el benceno, aunque su uso ha disminuido debido
a los residuos alérgenos que deja. Otros disolventes utilizados incluyen
hexano y cloruro de metileno, que son mas volatiles aun que el benceno.

También se emplean cloroformo, xileno, tolueno, etanol, éter etilico,
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ciclohexano, isopropanol, éter isopropilico, entre otros (Phillip y Witrom,

2000).

2.2.3 Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales

El efecto antimicrobiano de cada aceite esencial es diferente, y su actividad
antimicrobiana puede medirse mediante la concentracion minima inhibitoria
(CMI), que es la cantidad minima de aceite esencial necesaria para detener el
crecimiento de un microorganismo, reflejando sus propiedades bacteriostaticas o
fungistaticas (Burt, 2004). Asimismo, se puede evaluar mediante la concentracion
minima letal, que es la cantidad de aceite esencial necesaria para reducir el 99.9
% de la poblacion microbiana, indicando sus propiedades bactericidas o
fungicidas. De esta manera, la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales
depende de tres factores principales: su caracter hidrofilico o hidrofébico, sus

componentes quimicos y el tipo de microorganismo a tratar (Fisher, 2008).

2.2.4 Principios activos de las plantas medicinales

El principio activo es una molécula derivada del metabolismo de los
organismos vegetales con actividad farmacolégica, por lo que se emplea con fines
terapéuticos (Herrera, 2020). Es una sustancia con una composicion guimica
especifica que genera una reaccion fisioldgica particular en un organismo. Entre
los principios activos importantes se encuentran grupos funcionales como
glucédsidos, alcaloides, vitaminas, &cidos grasos esenciales, taninos, minerales,
flavonoides, saponinas, resinas, terpenos, compuestos fenodlicos, aceites

esenciales y lactonas (Blanco et al., 2020). Estos principios activos pueden

26

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

encontrarse en toda la planta o en partes especificas como hojas, flores, semillas,

frutos, raices e incluso la corteza (Berdonces, 1995).

En cuanto a su estructura quimica, existen dos grandes categorias. La
primera incluye productos del metabolismo primario, los cuales son esenciales
para la supervivencia, crecimiento y reproduccién de la planta. La segunda
categoria comprende productos del metabolismo secundario, que se sintetizan
para funciones como la defensa y adaptacion de la planta, pero no desempefian un

rol fisiologico directo en su desarrollo y crecimiento (Palacios, 2008).

2.2.5 Metabolitos secundarios

La composicién quimica de los aceites esenciales esta determinada por
diversos factores como la variacién geografica, las condiciones agronémicas, los
tiempos de cosecha, los estados fenoldgicos de la planta y los métodos de
extraccion utilizados (Djerrad et al., 2015). Entre los principales metabolitos
secundarios presentes en los aceites esenciales se encuentran flavonoides,

triterpenos, taninos, lignanos estilbenos,y acidos fendlicos (Figura 1).

Los metabolitos secundarios pueden clasificarse de diversas maneras,
segun su funcion, estructura y biosintesis, proceso mediante el cual los
compuestos simples se transforman en otros mas complejos (Adeyemi, 2011;
Hopkins, 2003). En general, estos se dividen en tres grandes clases quimicas:
terpenoides, compuestos aromaticos y volatiles responsables del aroma y sabor de
las plantas; fendlicos, que tienen funciones de proteccion contra otros organismos
y producen colores atractivos para la polinizacién y dispersién de semillas; y

alcaloides, compuestos naturales destinados a repeler a los herbivoros.
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Figural

Funciones principales de los metabolitos secundarios.

-

Influyen en el crecimiento, supervivencia o
A d reproduccion de otras plantas, ya sea con efecto
cldos | perjudicial o benéfico

fendlicos
Protegen a las plantas de las bacterias

Funciones Proparcionan color y aromaa las plantas
ecoldgicas de 4
metabolitos Compuestos Flavonoides Protegen de los rayos ultravioleta, hongos y
secundarios bacterias

Disminuyen el ataque a las plantas por herbivoras

Taninos = protegen contra organismos que puedan causar
enfermedades

Terpenos =

Fuente: Sanchez (2022).

2.2.6 Fitoquimica antibacteriana

2.2.6.1 Terpenos

Principalmente, se encuentran los terpenos mas volatiles, es decir
aquellos con masa molecular relativamente baja. Dentro de ellos, destacan
dos grupos de gran importancia: los monoterpenos y los sesquiterpenos,
que presentan 10 y 15 &tomos de carbono, respectivamente. La elevada
concentracion de terpenos, como el carvacrol, cineol y limoneno, puede
explicar la actividad inhibitoria de los aceites esenciales, ya que
demuestran actividad antibacteriana en estudios in vitro. Esto se debe a

que estos terpenos interacttan con la bicapa lipidica de la membrana
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plasmatica, alterando su permeabilidad. Por lo tanto, la actividad
antimicrobiana se fundamenta, en gran medida, en el grupo hidroxilo
presente en las estructuras de compuestos como timol y carvacrol (Koroch

et al., 2006).

2.2.6.2 Monoterpenos

Son componentes fundamentales de las esencias volatiles, y
generalmente, se encuentran como hidrocarburos. Pueden ser aciclicos
(como ocimenos y mirceno), monociclicos (como o- y y-terpineno, p-
cimeno) o biciclicos (como pinenos, canfeno y sabineno). En algunos
casos, como en las esencias de citricos y trementinas, los monoterpenos
pueden llegar a constituir mas del 90 % del aceite esencial (Fernandez,

2019; Pantaledn y Saboya, 2015).

2.2.6.3 Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos presentan diversas estructuras, siendo
comunmente compuestos como los alcoholes, cetonas e hidrocarburos. El
alargamiento de la cadena del difosfato de farnesilo (FPP) aumenta la
cantidad de posibles ciclaciones, lo que explica la gran diversidad de
estructuras existentes. Entre los sesquiterpenos caracteristicos de los
aceites esenciales se incluyen hidrocarburos mono o policiclicos, como -
bisaboleno, -cariofileno y longifoleno; alcoholes como farnesol, carotol,
B-santalol y patchulol; cetonas como nootkatona, cis-longipinano-2,7-
diona y B-vetivona; aldehidos como los sinensales; y ésteres como el

acetato de cedrilo (Fernandez, 2019; Pantaléon y Saboya, 2015).
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2.2.6.4 Carvacrol

Con la formula CioH140, este derivado fendlico de tipo
monoterpénico se encuentra en varios aceites esenciales. Su color varia de
incoloro a amarillo y posee propiedades antifungicas y antimicrobianas.
Esta molécula interactia con los grupos amino e hidroxilamino de las
proteinas en la membrana bacteriana, provocando una alteracion en su
permeabilidad (Badui, 1998; Asociacion Argentina de Fitomedicina,

2002).

2.2.6.5 Linalol

Con la formula C10H180, este compuesto es un alcohol aciclico que
se sintetiza a partir del mirceno y del dehidrolinalol. Se caracteriza por su
insolubilidad en agua y su solubilidad en etanol al 60 %. Ademas, posee

un aroma refrescante a flores (Badui, 1998).

2.2.6.6 Pulegona

Con la férmula C10H160, es una cetona terpénica ciclica presente
en algunas especies de la familia Lamiaceae y se sintetiza a partir de 3-
metil-ciclohexanona. Es una sustancia oleosa, miscible en cloroformo, éter

y etanol, y posee un olor caracteristico similar al de la menta (Badui, 1998).
2.2.7 Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho)
2.2.7.1 Caracteristicas boténicas
El género Pseudognaphalium, cuyo centro de diversificacion y

distribucion se encuentra en Sudameérica y Australia (Espinosa, 1985),
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pertenece a una de las familias mas importantes en el &mbito botéanico: la
Asteraceae, y comprende alrededor de 230 especies distribuidas por todo
el mundo. Sin embargo, s6lo unas pocas especies utilizadas en la medicina
tradicional han sido evaluadas o estudiadas quimica y biol6gicamente para
identificar sus compuestos activos y determinar sus propiedades

terapéuticas (Loganga et al., 2000).

2.2.7.2 Clasificacién taxonomia

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Asterales
Familia: Asteraceae
Género: Pseudognaphalium

Especie: Pseudognaphalium glandulosum

2.2.7.3 Propiedades medicinales

La decoccion de las partes aéreas de la planta se utiliza con fines
medicinales para tratar diversas afecciones respiratorias (Waizel et al.,
2009), como inflamacidn de las mucosas, tos, bronquitis, resfriados, fiebre,
gripe, alergias y otros problemas, incluyendo asma, diarrea y dolor de
estomago (Clous, 2005). Ademas, en algunas regiones, también se emplea

como antimicrobiano (Villagomez et al., 2001).
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2.2.8 Klebsiella pneumoniae

2.2.8.1 Caracterizacion

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo que pertenece
a la familia Enterobacteriaceae, dentro del género Klebsiella, y desempefia
un papel significativo como causa de enfermedades e infecciones
oportunistas. Normalmente, esta bacteria habita en el intestino humano,
donde forma parte de la microbiota normal, aunque también es capaz de

colonizar la nasofaringe.

Las bacterias multirresistentes representan un problema de salud
publica mundial. Entre los principales patégenos multirresistentes
destacan las bacterias Gram negativas productoras de carbapenemasas,
como Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenemasas (Aguilar, 2016).
Estos  microorganismos  desarrollan  resistencia a  diferentes
antimicrobianos a través de sus genes codificantes, que generalmente estan
presentes en pldsmidos. Segun el sistema molecular de Amber, las
carbapenemasas se clasifican en tres clases principales: clase A (tipo
KPC), clase B (NDM, IMP, VIM) y clase D (OXA), siendo estas ultimas
de mayor importancia clinica entre los patdgenos nosocomiales

(Echivarria, 2017; Sacsaquispe y Bailon, 2018).

2.2.8.2 Patogenicidad

Klebsiella pneumoniae esta altamente adaptada al entorno
hospitalario, donde puede persistir durante periodos prolongados en las

manos del personal de salud, facilitando su transmision entre personas y
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diferentes areas dentro de una institucion. Esta capacidad de supervivencia
se debe a diversas propiedades de la bacteria. Por ejemplo, su capsula
hidrofila le permite resistir la desecacion y sobrevivir en la piel,
protegiéndola de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y
macrofagos, asi como de otros factores bactericidas del huésped. Ademas,
las adhesinas y fimbrias no flagelares presentes en su superficie,
compuestas por subunidades de proteinas poliméricas, le permiten
adherirse a las superficies y establecer contacto con las células

hospedadoras (Costa, 2016).

Asimismo, Klebsiella pneumoniae posee el antigeno O, un
lipopolisacarido que protege al microorganismo frente a la lisis mediada
por el complemento, junto con una endotoxina que facilita su replicacion
en los tejidos. La presencia de plasmidos relacionados con la expresion de
la capa de polisacaridos facilita que la bacteria se adhiera a superficies
como sondas vesicales y catéteres vasculares, permitiendo la formacion de
biofilms. La capacidad metabdlica de Klebsiella pneumoniae, tanto en
condiciones aerdbicas como anaerobicas, contribuye a su habilidad para
formar biofilms. Ademas, la bacteria secreta siderdforos, que son
moléculas que quelan hierro esencial para el crecimiento bacteriano. Esta
capacidad asegura la obtencion de nutrientes y favorece la persistencia de

Klebsiella pneumoniae en los tejidos afectados (Costa, 2016).

2.2.8.3 Virulencia

Todos estos aspectos son especialmente significativos, ya que los

seres humanos pueden albergar Klebsiella pneumoniae durante periodos
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prolongados, aumentando asi el riesgo de contraer infecciones por esta
bacteria y de propagarla, no solo en entornos hospitalarios, sino también
en la comunidad. En ambientes comunitarios, Klebsiella pneumoniae
puede causar infecciones como tracto urinario, abscesos hepaticos y
neumonia en individuos sanos. Sin embargo, los pacientes mas vulnerables
son aquellos hospitalizados en unidades de cuidados intensivos, neonatos,
personas inmunocomprometidas y aquellos que presentan enfermedades
cronicas subyacentes, como diabetes mellitus o enfermedad pulmonar
obstructiva crénica. En estos grupos de pacientes, Klebsiella pneumoniae
puede ocasionar una amplia gama de infecciones, que incluyen infecciones
de heridas, sepsis, infecciones del tracto urinario, biliar y peritonitis,
neumonia asociada a ventilacion mecénica, asi como infecciones de piel y

tejidos blandos, y meningitis, entre otras (Costa, 2016).

2.2.8.4 Taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacterales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Klebsiella

Especie: Klebsiella pneumoniae

34

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.9 Streptococcus pneumoniae

2.2.9.1 Morfologia

Son Dbacterias Gram positivas encapsuladas, con forma de
diplococos lanceolados de 0.5 a 1.25 um de diametro, que suelen
disponerse en pares 0 en cadenas cortas. Estas bacterias son inmoviles y
no forman esporas. Son anaerobicas facultativas, con células de forma
lanceolada, y requieren condiciones especificas, como proteinas y
suplementos hematoldgicos, para su crecimiento, lo que las convierte en

bacterias exigentes en téerminos de cultivo (Prado, 2001).

2.2.9.2 Caracteristicas culturales

Estas bacterias crecen en agar sangre de cordero y producen
colonias pequerias, lisas y brillantes, con un halo verde caracteristico de la
a-hemolisis. Son anaerobias facultativas y algunos aislamientos clinicos
requieren CO> adicional para crecer. EI neumococo pierde viabilidad
cuando se expone a 60 °C durante 30 minutos, se lisa facilmente, es soluble
en bilis y sensible a la optoquina. Durante la fase logaritmica, puede perder

su apariencia Gram positiva (Prado, 2001).

En medios sélidos de cultivo, las colonias de Streptococcus
pneumoniae presentan una zona central de depresion debido a la autolisis
parcial. Con el tiempo, la viabilidad disminuye en ausencia de catalasa y
peroxidasa, debido a la acumulacion de perdxido de hidrégeno (Prado,

2001).
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Streptococcus pneumoniae requiere medios muy enriquecidos,
como el agar soya tripticasa o el agar infusion cerebro/corazén con un 10
% de sangre de cordero (conocido como agar chocolate), que proporciona
catalasa a través del torrente sanguineo. EIl crecimiento ocurre en
ambientes con un 8 — 10 % de CO.. Las colonias crecen redondas, mucosas
y sin pigmentacion, con un didmetro de 1 a 3 mm, y adoptan un aspecto
umbilicado después de 48 horas debido a la autolisis celular progresiva.
En presencia de sangre, las colonias muestran a-hemdlisis, indicando una
digestion parcial de la hemoglobina y la formacion de un halo verdoso

alrededor (Prado, 2001).

Streptococcus pneumoniae es sensible a la optoquina, y su
identificacion se basa en caracteristicas fenotipicas, como la formacion de
un halo de inhibicién alrededor de un disco impregnado con optoquina (>
14 mm para discos BBL o > 16 mm para discos Oxoid) después de 18
horas de incubacion a 37 °C. Ademas, es soluble en presencia de bilis o

sales biliares al 10 % (Prado, 2001).

2.2.9.3 Taxonomia

Dominio: Bacteria
Filo: Bacillota
Clase: Bacilli
Orden: Lactobacillales
Familia: Streptococcaceae
Género: Streptococcus

Especie:  Streptococcus pneumoniae
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2.2.9.4 Patogenicidad

La infeccion causada por Streptococcus pneumoniae en humanos
puede manifestarse de diversas maneras, desde un estado de portador
asintomatico en el tracto respiratorio hasta manifestaciones invasivas
como neumonia, meningitis, endocarditis, bacteremia, otitis media y
conjuntivitis, entre otras infecciones purulentas. La meningitis
neumocaocica es la complicacion mas frecuente de condiciones como

sinusitis, otitis, mastoiditis 0 neumonia (Henriques et al., 2000).

Streptococcus pneumoniae reside normalmente en la nasofaringe
humana, donde su nimero se mantiene limitado debido a la competencia
con otros microorganismos y a los mecanismos de defensa del huésped.
La enfermedad suele asociarse con la adquisicion de una nueva cepa
bacteriana, lo que altera el equilibrio del microbioma, mas que depender
de un estado prolongado de portador (Bogaert et al., 2004). Factores como
el estado inmunitario del huésped y la virulencia de la cepa adquirida
determinan si la bacteria invadira o no el cuerpo humano. El dafio en las
mucosas de la nasofaringe, provocado por infecciones virales, bronquitis,
humo, asmatica, alcohol u otras drogas, aumenta la susceptibilidad a la
infeccion y facilita la multiplicacion bacteriana al exponer més receptores

del huésped para la adherencia bacteriana (Thomas et al., 2011).

Después de la colonizacion inicial, la bacteria es capaz de evadir
los mecanismos de defensa especificos del huésped. La actividad toxica de
la neuraminidasa y el perdxido de hidrogeno, junto con la accion de la IgA

proteasa, facilita que la bacteria alcance directamente la circulacién
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sanguinea o las trompas de Eustaquio (Orihuela et al., 2004). Entre el 15
% y el 30 % de los pacientes con infeccion neumocdcica experimentan
bacteriemia, donde la capsula bacteriana protege a la bacteria de ser
fagocitada. Si la bacteria alcanza los pulmones, se enfrenta a la barrera de
defensa de los macrofagos alveolares, aunque nuevamente protegida por
su capsula. La respuesta inflamatoria resultante puede causar dafio a los
tejidos pulmonares y llevar a complicaciones como insuficiencia
respiratoria debido a la alteracion en los mecanismos de intercambio de
gases. La meningitis por Streptococcus pneumoniae consiste en la
infeccion de las meninges, provocando una inflamacion que altera la
barrera hematoencefalica. Los casos agudos pueden llevar a la muerte en
pocas horas o, en otros casos, evolucionar con secuelas como sordera,

ceguera o paralisis (OPS, 2004).
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 ZONADE ESTUDIO

El presente estudio se llevo a cabo en la ciudad de Puno, ubicada a 3820 msnm,
al sureste del Perd, entre las coordenadas 13° 00" 30" de latitud sur y los 71° 06'57" y 68°
48' 46" de longitud oeste, en la meseta de El Collao. Las plantas de Pseudognaphalium
glandulosum (wira wira macho) fueron recolectadas en las zonas aledafias al centro
poblado de Jayllihuaya, asi como en los mercados locales de la ciudad de Puno. Los
experimentos se desarrollaron en el Laboratorio de Virologia y Biologia de la Salud del
Programa de Microbiologia y Laboratorio Clinico, pertenecientes a la Facultad de

Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano — Puno.

Las cepas de Streptococcus pneumoniae y Klebsiella pneumoniae fueron
proporcionadas por el Area de Microbiologia del Hospital Regional de Ayacucho,
adscrito al Ministerio de Salud del Peru. El aceite esencial de los tallos y hojas de wira
wira macho, obtenido en muestras secadas en sombra, fue preparado en el Laboratorio de

Industrias Médicas y Farmacéuticas S. R. L. de Arequipa.
3.2 DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

El disefio de investigacion fue de tipo experimental, enfocado en determinar el
efecto antibacteriano del aceite esencial de wira wira macho en el control del crecimiento
bacteriano, comparandolo con antibidticos ya conocidos. Por ello, se planteé determinar
el efecto positivo y negativo de cuatro concentraciones de aceite esencial de la wira wira

macho en el crecimiento bacteriano in vitro de dos tipos de bacterias: una Gram positiva
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(Streptococcus pneumoniae) y otra Gram negativa (Klebsiella pneumoniae). Estos
resultados se contrastaron con discos de antibidticos comunmente utilizados en

antibiogramas, como la oxacilina y la ampicilina, respectivamente.

El tipo de investigacion se clasifico como explicativo, ya que el estudio estuvo
estructurado en un episodio de causa — efecto, es decir, analizando la relacion entre las
concentraciones de aceite y el crecimiento bacteriano in vitro. Dichos resultados fueron
analizados y explicados a partir de antecedentes y el marco tedrico correspondiente

(Hernandez et al., 2014).

3.3 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion del estudio estuvo conformada por especies del género
Streptococcus y Klebsiella, ambas reconocidas como causantes de afecciones

respiratorias, bronquiales y digestivas.

La muestra estuvo representada por dos cepas activadas, que se expusieron a cada
concentracion del aceite esencial. Estas fueron distribuidas con cinco repeticiones por

concentracion, junto con un control positivo compuesto por oxacilina y ampicilina.

34 DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE
ESENCIAL DE Pseudognaphalium glandulosum FRENTE A Streptococcus

pneumoniae

3.4.1 Fase pre - analitica

La recoleccion de las plantas se llevo a cabo en las zonas aledafias al centro
poblado de Jayllihuaya, ubicado al sur de la ciudad de Puno. Posteriormente, las

plantas de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) fueron secadas a
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la sombra y enviadas al Laboratorio de Industrias Médicas y Farmacéuticas S. R.
L. de Arequipa, donde se obtuvo el aceite esencial de los tallos y hojas de la planta.
Este aceite fue posteriormente almacenado bajo refrigeracion en el Laboratorio de
Virologia y Biologia de la Salud de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNA

Puno.

De acuerdo con el Manual de Procedimientos para la Prueba de
Sensibilidad Antimicrobiana, establecido por las Normas Técnicas N° 30 (INS,
2002), se definen los métodos y procesos aplicables para obtener resultados
clinicos antibacterianos. En este contexto, los aceites esenciales fueron extraidos
mediante hidrodestilacion a 100 °C, y la susceptibilidad antibacteriana se evalud

aplicando el método de difusion en disco sobre agar.

3.4.2 Fase analitica

El aceite esencial se obtuvo siguiendo las recomendaciones de Tadeo
(2004), citadas por Illanes (2020). Este método consistid en la extraccién mediante
arrastre con vapor de agua de los metabolitos secundarios més voléatiles de la
planta, que pasaron a la fase de vapor. Posteriormente, el vapor fue enfriado para
recuperar sus componentes en forma liquida mediante condensacion. En las
concentraciones preparadas de aceite esencial, los discos de papel filtro Whatman,
de 6 mm de diametro, fueron embebidos y posteriormente dispuestos en frascos

estériles.

Seguidamente, se formularon las disoluciones correspondientes a las
diferentes concentraciones en micropocillos estériles. En cada caso, se midieron

200 pl de vaselina liquida, a los que se afiadio:
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- 100 pg de cera de cera de wira wira macho, obteniendo una concentracion

del 100 %.

- 75 pg de cera de wira wira macho, para una concentracion del 75 %.

- 50 pg de cera de wira wira macho, obteniendo una concentracion del 50

%.

- 25 g de cera de wira wira macho, para alcanzar la concentracion final del

25 %, tal como se disefa en la Tabla 1.

Tabla 1
Preparacion de concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium

glandulosum (wira wira macho) para evaluar efecto antibacteriano.

Volumen de cera + vaselina

Dilucion ) Volumen final
liquida
100 % 100 pg + 200 pl 300 pl
75 % 75 pg + 200 pl 275 pl
50 % 50 ug + 200 pl 250 pl
25 % 25 ug + 200 pl 225 ul

Fuente: Elaboracidn propia.

La cepa de Streptococcus pneumoniae fue proporcionada por el Area de
Microbiologia del Hospital Regional de Ayacucho, perteneciente al Ministerio de

Salud (MINSA) del Peru.
A. Cultivo de Streptococcus pneumoniae en Agar Sangre
e Fundamento

El agar Sangre es un medio nutritivo enriquecido, contiene una mezcla de
infusion de musculo de corazén y peptona de caseina, lo que le otorga un alto
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valor nutritivo y permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos.
Esto facilita la produccion de colonias més grandes y proporciona halos de
hemolisis bien definidos. El cloruro de sodio contribuye a mantener el balance
osmético. El agregado de sangre al medio de cultivo, en una concentracion final
de 5— 10 %, aporta nutrientes esenciales para el crecimiento de microorganismos

exigentes y permite detectar la hemolisis (Charca, 2019).
e Procedimiento
- Lamuestra fue sembrada en agar sangre mediante el método de dispersion.
- Seincubo a 35 °C durante 48 horas.

- A las 48 horas, se verificaron las caracteristicas culturales de

Streptococcus pneumoniae.

- Se observaron las colonias que crecieron en el medio de cultivo (Charca,

2019; Chura, 2017).

B. Evaluacion de la susceptibilidad bacteriana frente a las concentraciones
de aceites esenciales en Agar Mueller Hinton

e Fundamento

El agar Mueller Hinton es un medio de cultivo no selectivo, disefiado
principalmente para realizar pruebas de susceptibilidad antibidtica. Su
formulacion permite el crecimiento de una amplia variedad de bacterias,
manteniendo caracteristicas fisico — quimicas especificas que garantizan la

confiabilidad y reproducibilidad de los resultados. Este medio es especialmente
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atil en las pruebas de difusion en disco, utilizados para determinar la sensibilidad

de los microrganismos a los antibidticos (Murray et al., 2017).

e Composicion basica y su importancia:

El agar Mueller Hinton contiene los siguientes componentes: peptona, que
proporciona nutrientes esenciales como aminoacidos, péptidos y proteinas
necesarios para el crecimiento bacteriano; almidon, cuya funcion es actuar como
un agente absorbente de toxinas que podrian interferir con la actividad antibiética;
agar, el agente solidificante que proporciona la estructura fisica del medio; cloruro
de sodio, que mantiene el equilibrio osmético adecuado para el crecimiento
bacteriano y agua destilada, que acta como el disolvente de todos los ingredientes
mencionados. Esta formulacion bésica crea un medio relativamente sencillo pero
efectivo para el cultivo de la mayoria de las bacterias, sin interferir en los

resultados de las pruebas de susceptibilidad antibiotica (Giacopello, 2012).

Formula (g/l):

— Infusion de carne 300.00
— Peptona acida de caseina 17.50
— Almiddn 1.50
— Agar 15.00
—  pH final 7.30

e Preparacion: Se suspendieron 37 g de medio deshidratado en un litro de
agua destilada y se dejo reposar durante 10 a 15 minutos para que se
hidrat6. Posteriormente, se calentd con agitacion frecuente hasta alcanzar

el punto de ebullicién durante 1 minuto. Luego, el medio se esterilizo a
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121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizado, se dejo enfriar hasta
alcanzar una temperatura de 45 — 50 °C y se distribuyeron entre 25 y 30
ml del medio de cultivo en placas Petri, asegurando un nivel uniforme de
4 mm sobre una superficie horizontal. Este medio de cultivo es
universalmente recomendado para las pruebas de sensibilidad a los

antimicrobianos (Bailon et al., 2003).

e Procedimiento

- Preparacion de discos: se prepararon previamente discos de papel filtro
(Whatman) estériles de 6 mm de didametro, los cuales fueron embebidos en
las concentraciones experimentales de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % del
aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum durante un periodo de

una hora.

- En cinco placas Petri previamente cultivadas con Streptococcus
pneumoniae, se inocularon los discos empapados con las concentraciones
del aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho)
a 25 %, 50 %, 75 % y 100 %. Paralelamente, se utilizé un control positivo

consistente en un disco de oxacilina.

- Los halos de inhibicion en las placas de antibiogramas se midieron con un
vernier, expresados en mm, y posteriormente fueron catalogados como
resistente, intermedio o sensible, de acuerdo con las pautas establecidas en

el Manual INS (2002).

3.4.3 Fase pos analitica
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3.5

Se aplicé un disefio completamente al azar para evaluar el efecto
antibacteriano del aceite esencial de Pseudognaphalium glandolosum (wira wira
macho) sobre Streptococcus pneumoniae. Los resultados obtenidos de los
didmetros de los halos de inhibicidon, previamente tabulados y graficados, fueron
analizados mediante pruebas de estadistica descriptiva, incluyendo el calculo del
promedio y el coeficiente de variacion. Posteriormente, se aplicaron pruebas
estadisticas no paramétricas, como la prueba de Kruskal Wallis y la prueba de

rangos para evaluar las diferencias significativas.

DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE
ESENCIAL DE Pseudognaphalium glandulosum FRENTE A Klebsiella

pneumoniae

3.5.1 Fase pre - analitica

Se siguieron los mismos procedimientos utilizados para la recoleccion de
Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho), asi como para su secado, la
obtencion de aceites esenciales y la preparacion de las concentraciones. Estas
concentraciones fueron impregnadas en discos de papel Whatman N° 5 de 6 mm

de diametro.

3.5.2 Fase analitica

De manera similar, el aceite esencial se obtuvo siguiendo las
recomendaciones de Tadeo (2004), citado por Illanes (2020). El procedimiento
consistio en realizar un arrastre de vapor de agua de los metabolitos secundarios,
pasando estos a la fase de vapor. Posteriormente, el aceite esencial fue recolectado

en forma liquida mediante condensacion. En las concentraciones preparadas, los
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discos de papel filtro Whatman, de 6 mm de diametro, fueron embebidos en el

aceite esencial y luego colocados en frascos estériles.

La preparacion de los discos embebidos en concentraciones crecientes de

aceite esencial se llevo a cabo de la siguiente manera:

- En micropocillos estériles, se midieron 200 ul de vaselina liquida, a los
que se afiadié 100 pg de cera de wira wira macho para obtener una

concentracion de 100 %.

- Del mismo modo, se midieron 200 ul de vaselina liquida y se agregaron

75 ug de cera de wira wira macho para obtener una concentracion de 75%.

- Posteriormente, se mezclaron 200 pl de vaselina liquida con 50 pg de cera

de wira wira macho para preparar una concentracion del 50 %.

- Finalmente, se mezclaron 200 ul de vaselina liquida con 25 g de cera de

wira wira macho para obtener la concentracion final de 25 %.

La cepa de Klebsiella pneumoniae fue proporcionada por el Area de
Microbiologia del Hospital Regional de Ayacucho, perteneciente al Ministerio de

Salud del Pera.
A. Agar Nutritivo para activacion de cepas
e Fundamento

El agar nutritivo es un medio de cultivo no selectivo, en el cual la
pluripeptona y el extracto de carne constituye la fuente principal de carbono y
nitrégeno, proporcionando nutrientes esenciales para el desarrollo bacteriano. El

agregado de cloruro de sodio asegura el balance osmotico, mientras que el agar
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actia como agente solidificante. Este medio puede ser suplementado con sangre
ovina desfibrinada estéril, lo que favorece el crecimiento de microorganismos con
requerimientos nutricionales exigentes y permite una clara visualizacion de las

reacciones de hemolisis.

Procedimiento

- La siembra se realizd mediante estrias directamente en la superficie del

medio de cultivo.

- Se inoculd una alicuota de la muestra directa o de su dilucidn, vertiendo
un volumen de medio de cultivo previamente fundido y enfriado a 45 °C.

La mezcla se homogeniz6 con movimientos rotativos y se dejo solidificar.

- La incubacion se llevé a cabo en condiciones de aerobiosis, a una
temperatura de 33 — 37 °C durante 24 horas. Las bacterias con
requerimientos nutricionales exigentes fueron cultivadas en una atmosfera

con 5 % de COy, a 37 °C durante 48 horas.

B. Agar MacConkey para cultivo de Klebsiella pneumoniae

e Fundamento

Es un medio de siembra diferencial disefiado para la seleccion vy
recuperacion de Enterobacteriaceae y bacilos Gram negativos entéricos, ademas
de ser diferencial para distinguir entre bacterias que fermentan lactosa y las que
no. Segun Koneman et al. (2008), el medio incluye peptonas digeridas, sales

biliares, lactosa, rojo neutro y cristal violeta. Las baterias que fermentan lactosa

48

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

producen &cidos, lo que provoca la precipitacion de las sales biliares y un cambio

de color a rojo en el indicador rojo neutro.

e Procedimiento
- La muestra fue sembrada en agar MacConkey utilizando el método de

agotamiento.

- Seincubd a 35 °C durante 48 horas.

- A las 48 horas, se verificaron las caracteristicas culturales de Klebsiella

pneumoniae.

- Se observaron las colonias que crecieron en el medio de cultivo (Charca,

2019; Chura, 2017).

C. Evaluacién de la susceptibilidad bacteriana frente a las concentraciones

de aceites esenciales en agar Mueller Hinton

e Fundamento

El agar Mueller Hinton es un medio de cultivo no selectivo, disefiado
principalmente para realizar pruebas de susceptibilidad antibidtica. Su
formulacion permite el crecimiento de una amplia variedad de bacterias,
manteniendo caracteristicas fisico — quimicas especificas que garantizan la
confiabilidad y reproducibilidad de los resultados. Este medio es especialmente
atil en las pruebas de difusion en disco, utilizados para determinar la sensibilidad

de los microrganismos a los antibidticos (Murray et al., 2017).
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e Composicion basica y su importancia:

El agar Mueller Hinton contiene los siguientes componentes: peptona, que
proporciona nutrientes esenciales como aminoacidos, péptidos y proteinas
necesarios para el crecimiento bacteriano; almidon, cuya funcion es actuar como
un agente absorbente de toxinas que podrian interferir con la actividad antibidtica;
agar, el agente solidificante que proporciona la estructura fisica del medio; cloruro
de sodio, que mantiene el equilibrio osmético adecuado para el crecimiento
bacteriano y agua destilada, que acta como el disolvente de todos los ingredientes
mencionados. Esta formulacion bésica crea un medio relativamente sencillo pero
efectivo para el cultivo de la mayoria de las bacterias, sin interferir en los

resultados de las pruebas de susceptibilidad antibidtica (Giacopello, 2012).

Formula (g/l):

e Infusion de carne 300.00
e Peptona acida de caseina 17.50
e Almidén 1.50
e Agar 15.00
e pH final 7.30

e Preparacion: se suspendieron 37 g de medio deshidratado en un litro de
agua destilada y se dejo reposar durante 10 a 15 minutos para que se
hidrato. Posteriormente, se calent6 con agitacion frecuente hasta alcanzar

el punto de ebullicion durante 1 minuto. Luego, el medio se esterilizd a
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121 °C durante 15 minutos. Una vez esterilizado, se dejo enfriar hasta
alcanzar una temperatura de 45 — 50 °C y se distribuyeron entre 25 y 30
ml del medio de cultivo en placas Petri, asegurando un nivel uniforme de
4 mm sobre una superficie horizontal. Este medio de cultivo es
universalmente recomendado para las pruebas de sensibilidad a los

antimicrobianos (Bailon et al., 2003).

e Procedimiento

- Preparacion de discos: se prepararon previamente discos de papel filtro
(Whatman) estériles de 6 mm de didametro, los cuales fueron embebidos en
concentraciones experimentales del 25 %, 50 %, 75 % y 100 % del aceite
esencial de Pseudognaphalium glandulosum durante un periodo de una

hora.

- Encinco placas Petri previamente cultivadas con Klebsiella pneumoniae,
se inocularon los discos embebidos en las concentraciones de aceite
esencial de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) a 25 %, 50
%, 75 % y 100 %. Paralelamente, se utiliz6 un control positivo con un

disco de ampicilina.

- Los halos de inhibicion en las placas de antibiogramas fueron medidos con
un vernier en mm, Yy posteriormente clasificados como resistentes,

intermedios o sensibles, de acuerdo con el Manual INS (2002).

3.5.3 Fase pos analitica

Se utilizd un disefio completamente al azar para evaluar el efecto

antibacteriano del aceite esencial de Pseudognaphalium glandolosum (wira wira
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macho) sobre Klebsiella pneumoniae. Los resultados obtenidos a partir de los
didmetros de los halos de inhibicion, previamente tabulados y graficados, fueron
analizados mediante estadistica descriptiva, incluyendo el célculo del promedio y
el coeficiente de variacion. Posteriormente, se realizaron pruebas no paramétricas,
como la prueba de Kruskal Wallis y la prueba de rangos para determinar las

diferencias significativas.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41 EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE

Pseudognaphalium glandulosum FRENTE A Streptococcus pneumoniae

Tabla 2
Diametros de halos de inhibicion (mm) de Streptococcus pneumoniae frente a aceite

esencial de Pseudognaphalium glandulosum.

Concentracion del ~ Repeticiones (mm)

aceite Prom CV (%)
lra 2da 3ra 4ta 5ta

esencial
25% 17 11 16 14 12 1400-R 18.21
50 % 19 17 21 18 20 19.00-R 8.32
5% 25 22 23 18 24 22.40-S 12.06
100 % 28 28 27 21 31 27.00-S 1361
Oxacilina 44 46 45 46 46 4540-S 1.97

Valor referencial: sensible a oxacilina > 20 mm (INS, 2002).

Donde: Prom = promedio; CV = coeficiente de variacion; R = respuesta resistente; S = respuesta sensible.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 2 se presentan los diametros de los halos de inhibicion de
Streptococcus pneumoniae, generados por cuatro concentraciones diferentes del aceite
esencial de Pseudognaphalium glandulosum, en comparacién con el control positivo
(oxacilina). A una concentracion del 25 % de aceite esencial, se obtuvo un promedio de
halo de inhibicion de 14.00 mm. Posteriormente, con una concentracion del 50 %, el
promedio alcanzo los 19.00 mm. Ambos valores indican que Streptococcus pneumoniae

fue resistente al aceite esencial en estas concentraciones.
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Por otro lado, con concentraciones del 75 % y 100 %, se obtuvieron promedios de
halos de 22.40 mm y 27.00 mm, respectivamente. Aunque estos resultados fueron
inferiores a los obtenidos con el control positivo (oxacilina), la bacteria fue sensible a
estas concentraciones de aceite esencial, ya que superaron los 20 mm establecidos den el

Manual del INS (2002) para determinar la susceptibilidad antibacteriana (Figura 2).

Asimismo, los coeficientes de variabilidad oscilaron entre 1.97 %, registrado con
el disco de antibiotico control, y 18.21 %, observado con la concentracién del 25.00 %
de aceite esencial. Esto indica que los datos obtenidos en las 5 repeticiones mostraron una
dispersion entre baja y leve respecto a sus promedios, lo cual es adecuado para realizar

los analisis estadisticos.

Figura 2
Halos de inhibicion de concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium

glandulosum sobre Streptococcus pneumoniae.

30.00

25.00

Oxacilina: sensible > 20 mm
20.00

15.00

10.00

5.00

PROMEDIOS DE HALOS DE INHIBICION (mm)

0.00
25% 50% 5% 100%

CONCENTRACION DE ACEITE ESENCIAL

Fuente: Elaboracion propia.

54

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

Luego del anélisis estadistico de los datos obtenidos, la prueba de Kruskal Wallis
demostrd que los didmetros de halos de inhibicion bacteriana presentaron diferencias
estadisticamente significativas (H = 21.54; P = 0.0002) tras aplicar las cuatro
concentraciones experimentadas. La prueba de rangos comparativos entre los
tratamientos indicé que los didmetros de halos fueron mayores a medida que se
incrementaba la concentracion del aceite esencial, con los menores didmetros observados
a una concentracion del 25 % y los mayores a una concentracion del 100 % (Tabla 4 —

Anexos).

El aceite esencia del Pseudognaphalium glandulosum a concentraciones de 75 %
y 100 % mostro efecto antibacteriano sobre Streptococcus pneumoniae. Estudios previos,
como el de Heredia et al. (2022) en México, reportaron que extractos de Gnaphalium
oxyphyllum inhibieron el crecimiento de Listeria monocytogenes ATCC 19115,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Estos efectos se atribuyen a fitoquimicos
como fenoles, flavonoides, flavonas, flavonoles, flavanonas, dihidroflavonoles, taninos,
acido clorogénico y polisacaridos totales, los cuales a una concentracién de 1 mg/ml
mostraron actividad antibacteriana. De manera similar, Illanes (2020), en Puno (Peru),
reporté que el aceite esencial de Rosmarinus officinalis (romero), a concentraciones de
75 % y 100 % obtenidas mediante destilacion por arrastre de vapor, logré inhibir el

crecimiento de Escherichia coli y Candida albicans.

Apaza et al. (2022), en Madrid (Espafia), mencionan que los fitoquimicos de
Gnaphalium polycaulon, mostraron actividad antibacteriana con concentraciones
minimas inhibitorias de 44.80 — 44.85, 0.017 — 0.021 y 0.0077 — 0.0079 uM sobre

Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Staphylococcus aureus y Streptococcus
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pneumoniae, respectivamente. Esta actividad se atribuy6 a los fitoquimicos: 2-(4-(1-H-
tetrazol-1-yl) phenyl)-2-aminopropanoic acid (fitoquimico 1), N-phenyl-4-(3-phenyl-
1,2,4-thiadiazol-5-yl)  piperazine-1-carboxamide  (fitoquimico 2) and N-(4-
ethoxyphenyl)-4-(2-methylimidazo-[1,2-a] pyridine-3-yl) thiazol-2-amine (fitoquimico

3).

Por otro lado, Li et al. (2022), en China, encontraron que los extractos de
Gnaphalium hypoleucum DC contenian apigenina y luteolina, compuestos fitoquimicos
que inhibieron la actividad del sistema QS bacteriano de Chromobacterium violaceum
ATCC 12472, blogueando la produccién de violaceina, reduciendo la expresion de los
genes VvioB, vioC y vioD, disminuyendo la formacién de biopeliculas y afectando la

motilidad bacteriana. Recomiendan su uso para tratar infecciones bacterianas.

Otro factor importante en la capacidad antibacteriana del aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum es el tiempo de cosecha de la planta. Segun Davydova
et al. (2024), en Russia, extractos etanolicos de Gnaphalium uliginosum L. recién
cosechados (hojas, tallos, raices y flores) mostraron efectos antibacterianos sobre
Clavibacter michiganensis (Gram positiva) y Erwinia carotovora (Gram negativa). Esto

destaca su potencial como biopesticidas agricolas.

A diferencia de este estudio, Gomez y Vasquez (2018), en Bogota (Colombia),
reportaron la susceptibilidad de Campylobacter jejuni a extractos de Gnaphalium
elegans, a una concentracion de 12.5 %, inferior a las concentraciones utilizadas en este
trabajo (75 % y 100 %). Esta diferencia se atribuye a factores estacionales y ambientales

que afectan las propiedades antimicrobianas de las plantas (Athanasiadou et al., 2007).
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Los fitoquimicos presentes en el aceite esencial de Pseudognaphalium
glandulosum, a concentraciones de 75 % y 100 %, inhibieron el crecimiento de
Streptococcus pneumoniae. Segun Manandhar et al. (2019), este efecto se debe a
metabolitos secundarios como alcaloides, taninos, flavonoides, compuestos fendlicos,
hiperforina y xantonas, que dafian la pared celular bacteriana y alteran el pH
citoplasmatico. Ademas, Zheng et al. (2013) y Montero et al. (2020) destacan que
fitoquimicos como Gnaphaliinas A y B, cresol, sesquiterpenos, mucilago, triterpeno,
diterpenos, antraquinones, fitosteroles y derivados del &cido cefeolquimico, fitoquimicos
que relajan el masculo liso del tracto respiratorio y reducen la respuesta a los estimulos
histaminicos, los cuales podrian poseer propiedades antioxidantes, antifingicas,

antimicrobianas, hipoglicémico y antineoplésico.

A bajas concentraciones, las cepas bacterianas mostraron resistencia, mientras que
a mayores concentraciones se observaron respuestas sensibles. Al respecto, De Toro et
al. (2014), reportaron hallazgos similares en muestras de Salmonella typhimurium, que
presentaron resistencia a antibioticos como cloranfenicol, ampicilina, sulfamidas y
estreptomicina. Esta resistencia se atribuyd principalmente a mecanismos basados en la
transferencia de informacion genética dentro del género, lo que podria también explicar
la resistencia a los compuestos fitoquimicos presentes en los aceites esenciales de la

planta.

A bajas concentraciones del aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum
(25 %y 50 %), Streptococcus pneumoniae fue sensible. Este resultado es similar a la falta
de efecto antibacteriano observada en Acicarpha tribuloides (estrella kisca) frente a
bacterias Gram positivas, lo cual se atribuye a la presencia de peptidoglicano en la pared

celular, en comparacion con las Gram negativas (Vera et al., 2021). Sin embargo, Jara
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(2017) reportd resultados opuestos en un estudio sobre Streptococcus mutans (Gram
positiva), donde el efecto antimicrobiano de la planta se relacion6 con la presencia de

flavonoides y fenoles, compuestos identificados mediante el andlisis quimico cualitativo.

Egamberdieva et al. (2017) afirman que los metabolitos secundarios, como
alcaloides, taninos, xantonas, flavonoides e hiperforinas, son los fitoquimicos
responsables de la actividad antimicrobiana de las plantas. Estos compuestos dafian la
pared celular bacteriana y disminuyen el pH citoplasmatico. Segin Ochoa et al. (2023),
la alteracion de los valores del pH en las soluciones del aceite esencial se debe a su
caracter acido, atribuido a la presencia de taninos, flavonoides y acidos como el benzoico,

estedrico, oleico, lignocérico, entre otros.

Otro factor importante que influye en la actividad antibacteriana es el contenido
de metabolitos secundarios de la planta, el cual varia segun el ambiente donde habita o se
cultiva. Aunque se trate de la misma especie, la recoleccion en diferentes localidades
puede alterar significativamente su composicion fitoquimica. Por ejemplo, en el
departamento de La Guajira, se recolectaron plantas de tres zonas rurales con distinta
precipitacion: Manaure (1000 mm anuales), Riohacha (1500 mm anuales) y Riohacha con
riego periddico. Estas plantas presentaron variaciones en su contenido de fitoquimicos.
Ademas, factores abidticos como la luz, frio, sequia, calor, déficit de oxigeno, presencia
de metales pesados, pesticidas, toxinas, actividades culturales del suelo y la concentracién
de sales minerales generan alteraciones metabolicas en las plantas. Estos factores pueden
incrementar o disminuir la produccion de fitoquimicos, permitiendo que las plantas se

adapten y evolucionen frente al estrés ambiental (Santayana, 2018).

Luego de interpretar y analizar los resultados obtenidos, se confirma la hipotesis

planteada en el proyecto de investigacion, la cual afirmaba: “Las concentraciones de
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aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) en la dilucién de
75 % son equivalentes al afecto que produce la oxacilina frente a Streptococcus
pneumoniae”. En el presente estudio, la bacteria mostré sensibilidad a concentraciones
de 75 % y 100 %, con la formacion de halos de inhibicidn, aunque inferiores a los

obtenidos con el tratamiento control (oxacilina).

El aceite esencial obtenido de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira
macho), a concentraciones de 75 % y 100 % mostrd respuestas de sensibilidad en
Streptococcus pneumoniae, lo que sugiere su potencial uso en el tratamiento de
infecciones causadas por esta bacteria. En este sentido, se considera una planta medicinal
prometedora, que requiere estudios farmacobotanicos adicionales para validar su
efectividad y seguridad. Ademas, se ha reportado que los fitoquimicos presentes en esta
planta poseen efectos antimicrobianos sobre microorganismos que afectos cultivos
agricolas. Por lo tanto, el aceite esencial también podria ser utilizado como un
biopesticida natural, contribuyendo al manejo sostenible de plagas en los campos de

cultivo.
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42 EFECTO ANTIBACTERIANO DEL ACEITE ESENCIAL DE

Pseudognaphalium glandulosum FRENTE A Klebsiella pneumoniae

Tabla 3
Diametros de halos de inhibicion (mm) de Klebsiella pneumoniae frente a aceite esencial

de Pseudognaphalium glandulosum.

Concentracion del Repeticiones (mm)
: . Prom CV (%)
aceite esencial lra 2da 3ra 4ta Sta
25% 6 7 6 7 7 6.60 - R 8.30
50% 6 6 7 7 7 6.60 - R 8.30
75% 6 7 5 7 7 6.40 -R 13.98
100% 6 7 9 7 7 7.20-R 15.21

Ampicilina 13 13 12 17 18 1460-1(S) 1851
Valor referencial a ampicilina: resistente <13 mm; intermedio 14 — 16 mm; sensible
>17 mm (INS, 2002).

Donde: Prom = promedio; CV = coeficiente de variacion; R = respuesta resistente; | = respuesta

intermedia; S = respuesta sensible.

Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 3 se presentan los didmetros de los halos de inhibicion de Klebsiella
pneumoniae obtenidos mediante cuatro concentraciones diferentes de aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum, comparados con el control positivo (ampicilina). A
concentraciones del 25 % y 50 % del aceite esencial, se obtuvo un promedio de halos de
inhibicién de 6.60 mm. A una concentracion del 75 %, el promedio fue de 6.40 mm, vy al
100 %, se alcanz6 un promedio de 7.20 mm. Todos estos resultados fueron inferiores a
los obtenidos con el control positivo (ampicilina), que mostrd un promedio de 14.60 mm.
Segun el INS (2002), este valor es catalogado como una respuesta intermedia al

encontrarse en el rango de 14 mm — 16 mm. De las cinco repeticiones realizadas con el
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disco de antibidtico, tres resultaron resistentes (< 13 mm) y dos fueron sensibles (> 17

mm), como se observa en la Figura 3.

Por otro lado, los coeficientes de variabilidad oscilaron entre 8.30 % para las
concentraciones del 25 % y 50 % del aceite esencial, hasta 18.51 % para los datos
obtenidos con el antibiotico. Esto indica que los datos observados en las 5 repeticiones,
presentaron una dispersion entre baja y leve, respecto de su promedio, lo cual es

apropiado para realizar los andlisis estadisticos.

Figura 3
Halos de inhibicion de concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium

glandulosum sobre Klebsiella pneumoniae.
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Ampicilina: sensible > 17 mm

._.
o
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S
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CONCENTRACION DE ACEITE ESENCIAL

Fuente: elaboracién propia.

Luego del analisis estadistico a los datos obtenidos, la prueba de Kruskal Wallis
indicd que los didmetros de los halos de inhibicidn bacteriana presentaron diferencias

estadisticas significativas (H = 12.34; P = 0.0070) tras aplicar las concentraciones
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experimentadas y el antibidtico control. Sin embargo, la prueba de rangos comparativos
entre los tratamientos mostro que los diametros de los halos obtenidos con cuatro
concentraciones de aceite esencial no presentaron diferencias estadisticamente

significativas (Tabla 5 — Anexos).

En esta investigacion, Klebsiella pneumoniae fue resistente a todas las
concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum. Estos resultados
difieren de los obtenidos por Gémez y Vasquez (2018), quienes en Bogota (Colombia)
determinaron que Campylobacter jejuni fue sensible a Gnaphalium elegans, mientras que
Achyrocline bogotensis no mostré efecto antibacteriano. Por otro lado, los resultados
fueron similares a los de Valarezo et al. (2019), quienes demostraron gue el aceite esencial
de las partes aéreas de Gnaphalium elegans, obtenido por hidrodestilacion y
cromatografia de gases, fue inactivo frente a diversas bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis) y Gram negativas (Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Proteus vulgaris, Salmonella tiphymurium,
Escherichia coli). A pesar de identificar 21 compuestos fitoquimicos, entre ellos y-
curcumeno, italiceno, a-cubebeno, §-cadineno y a-pineno, ninguno mostro actividad

intracelular bacteriana.

En esta investigacion, se determind que el aceite esencial de Pseudognaphalium
glandulosum posee efectos inhibitorios sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas
(Streptococcus pneumoniae), pero no bacterias Gram negativas (Klebsiella pneumoniae).
Este hallazgo coincide con lo reportado por Correa et al. (2019), quienes evaluaron el
aceite esencial de hojas secas de Eucalyptus staigeriana y observaron accién
antimicrobiana y antibiofilm exclusivamente sobre cepas Gram positivas (Enterococcus

faecalis). Este aceite esencial es considerado una opcion prometedora para el control de
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bacterias Gram positivas resistentes, tanto de origen clinico como alimentario. Por otro
lado, Souza (2019) reportd que el aceite esencial de Lavandula hibrida mostré un alto
potencial antibacteriano contra cepas de Klebsiella pneumoniae y también inhibié la
formacion de biopeliculas bacterianas. Esto refuerza el potencial de los aceites esenciales

como alternativas terapéuticas para combatir la formacion de biopeliculas bacterianas.

Es probable que la resistencia de Klebsiella pneumoniae a los antibioticos esta
relacionada con su respuesta observada en esta investigacion, ya que, en las tres primeras
repeticiones, la bacteria mostro resistente a la ampicilina. Este hallazgo concuerda con lo
descrito por Gallegos et al. (2019), quienes sefialan que las bacterias Gram negativas
presentan resistencia a los aceites esenciales debido a la presencia de proteinas de
membrana extrinsecas o lipopolisacaridos en su pared celular. Estas estructuras limitan la
difusion de compuestos hidrofobos contenidos en los aceites esenciales. Ademas, las
Gran negativas poseen mecanismos de induccién de coagulacion de los componentes
citoplasmaticos, lo que puede inhibir la biosintesis y fisiologia de los &cidos nucleicos,
alterando procesos metabdlicos esenciales. Esto incluye la permeabilidad de la
membrana, el transporte de iones y la pérdida de metabolitos, lo que provoca un
desequilibrio intracelular. Estos procesos conducen a la coagulacion del citoplasmay a la

desnaturalizacion de enzimas y proteinas, afectando gravemente la viabilidad bacteriana.

Sin embargo, los resultados de esta investigacion fueron diferentes a los
reportados por Orbegoso (2019), quien en Trujillo (Perd), observd actividad
antibacteriana in vitro del aceite esencial del Eucalyptus globulus (eucalipto) sobre cepas
de Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 productoras de betalactamasas de espectro
extendido. Asimismo, Illanes (2020), en Puno (Peru), encontro que el aceite esencial de

Rosmarinus officinalis (romero) a concentraciones de 75 % y 100 %, inhibio el
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crecimiento de Escherichia coli. Ademas, Heredia et al. (2022), en México, reportaron
que extractos de Gnaphalium oxyphyllum, ricos en fenoles, flavonoides, flavonas y
flavonoles, flavanonas y dihidroflavonoles, taninos, acido clorogénico y polisacéridos
totales, mostraron actividad antibacteriana contra Listeria monocytogenes ATCC 19115,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 y Salmonella
enterica serovar Typhimurium ATCC 14028. Por lo tanto, es probable que Klebsiella
pneumoniae posea mecanismos de defensa que le permitan resistir los metabolitos

secundarios de la planta estudiada.

Es posible que algunos fitoquimicos presentes en mayor concentracion, como las
Gnaphalinas A y B, mencionadas por Montero et al. (2020) y Zheng et al. (2013) en
especies de Gnaphalium sp (gordolobo), no ejerzan efectos antibidticos en bacterias Gram
negativas como Klebsiella sp. Tradicionalmente, éstas plantas se usan para tratar
afecciones respiratorias como tos, el asma y bronquitis, ademas de poseer propiedades
antimicrobianas, antifingicas, antineoplasicas y respaldo cientifico. De manera similar,
Da Silva et al. (2020) determinaron que el aceite esencial de Eucalyptus citriodora no
inhibid a Klebsiella pneumoniae en ninguna concentracion, permitiendo la formacién de
biopeliculas en las paredes de los tubos experimentales. La incapacidad del aceite esencial
de Pseudognaphalium glandulosum para provocar efectos antibidticos podria deberse a
su baja lipofilicidad, lo que dificulta su interaccién con la membrana citplasmatica
bacteriana, la cual es impermeable a estas estructuras. Esta barrera podria impedir la
extravasacion de iones y constituyentes celulares, limitando la lisis celular (Dagli et al.,

2015).

Es probable que las plantas presenten diferencias fisiolégicas y fitoquimicas,

incluso entre individuos de una misma especie, que influyen en su efecto sobre las
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bacterias. Esto lo corroboran Contrucci et al. (2019), quienes determinaron que los aceites
esenciales de Eucalyptus globulus y Rosmarinus officinalis fueron mas activos contra
Escherichia coli y menos efectivos contra Pseudomonas aeruginosa. Paralelamente, el
aceite esencial de Cymbopongon nardus resulto eficaz frente a Pseudomonas aeruginosa.
De manera similar, Poaty et al. (2015) obtuvieron que los aceites esenciales de Eucalyptus
citriodora mostraron una actividad antimicrobiana moderada contra Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076), Salmonella typhimurium
(ATCC1 4028) y Escherichia coli (ATCC 25922), pero no tuvieron efecto sobre

Klebsiella pneumoniae en ninguna de las concentraciones evaluadas.

En este tipo de estudios, la resistencia al aceite esencial puede originarse tanto en
la bacteria como en la carencia de fitoquimicos especificos en las plantas. Estos
fitogquimicos son los responsables de generar alteraciones metabdlicas, especialmente a
nivel de la expresion genética. Subramenium et al. (2015) confirman que los fitoquimicos
presentes en las plantas son esenciales para su actividad antibacteriana. En la India,
estudiaron el aceite esencial de limoneno frente a los patdgenos Streptococcus pyogenes,
Streptococcus mutans y Streptococcus mitis, concluyendo que su accion antimicrobiana
radica en impedir la adhesion bacteriana a las superficies dentarias y evitar la formacion
de biopeliculas. Este efecto se debe a la capacidad de los fitoquimicos del aceite esencial
para interactuar con el ADN bacteriano, alterando genes reguladores de proteinas de
superficie celular (como el gen vicR). Ademas, el aceite inhibe la produccién de acidos,

contribuyendo a la proteccion de los dientes.

En la investigacion, la resistencia que mostro Klebsiella pneumoniae frente al
aceite esencial podria atribuirse a las caracteristicas de las bacterias Gram negativas, que

presentan barreras al ingreso de los aceites esenciales. Esto se debe a las proteinas
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extrinsecas de su membrana externa y a los lipopolisacaridos presentes en su pared
celular, que limitan la velocidad de difusién de los compuestos hidrofobos que contienen
los aceites. Sin embargo, estos aceites pueden inducir la inhibicion de la biosintesis de
acidos nucleicos, la coagulacion de los componentes citoplasmaticos y la interferencia en
procesos metabolicos. Estas alteraciones afectan la permeabilidad de las membranas
bacterianas, provocando pérdida de iones y moléculas esenciales, desequilibrio
intracelular, coagulacién del citoplasma y desnaturalizacion de enzimas y proteinas.
Todos estos mecanismos estan influidos por las caracteristicas de las bacterias (Gram
positivas 0 negativas) y por factores fisicoquimicos como temperatura, pH,
hidrofobicidad y la concentracion del compuesto utilizado (Gallegos et al., 2019; Sin et

al., 2021).

El aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum no mostré efecto
antibacteriano significativo sobre Klebsiella pneumoniae, como lo evidencian los halos
de inhibicion muy pequefios que indican resistencia a los fitoquimicos de la planta. A
pesar de que Veraet al. (2021) sefiala que las bacterias Gram positivas son mas resistentes
que las Gram negativas debido a la mayor cantidad de peptidoglicano en su pared celular,
Jara (2017) encontrd que Streptococcus mutans (Gram positiva) fue sensible a
fitoquimicos como flavonoides y compuestos fendlicos con actividad antibacteriana. En
este estudio, el aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum se obtuvo
exclusivamente de tallos y hojas. Segun Berdonces (1995), la presencia de principios
activos puede variar segun la parte de la planta utilizada (hojas, semillas, flores, frutas,
croteza, raices o planta entera). Es probable que los principios activos con actividad anti
Gram negativas se encuentren en otros érganos vegetales y no en tallos y hojas, quedando

pendiente la evaluacién de estos otros 6rganos en futuros estudios.
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Por otro lado, los principios activos presentes en un aceite esencial vegetal pueden
variarian segun el habitat donde se encuentra la planta, debido a que estos compuestos
son productos del metabolismo secundario y la planta los genera como mecanismos de
resistencia, defensa y adaptacion frente al estrés ambiental (Palacios, 2008). En este
sentido, la composicién quimica de una planta, esta influenciada por factores como la
variacion geogréfica, las condiciones agrondmicas, el tiempo de cosecha, el estado

fenoldgico y el método de extraccion de los fitoquimicos (Djerrad et al., 2015).

El aceite esencial obtenido de los 6rganos vegetales experimentados podria
contener bajas concentraciones de carvacrol, cineol y limoneno, compuestos que, en otros
estudios, cuando estan presentes en altas concentraciones, han mostrado una fuerte
actividad antibacteriana in vitro. Estos compuestos actian modificando la bicapa lipidica
de la membrana plasmatica bacteriana, alterando su permeabilidad gracias a la presencia

del grupo hidroxilo en los terpenos (Koroch et al., 2006).

Luego de interpretar y analizar los resultados obtenidos, se rechaza la hipotesis
planteada en el proyecto de investigacion, que afirmaba: “Las concentraciones de aceite
esencial de Pseudognaphalium glandulosum (wira wira macho) al 75 % son equivalentes
al afecto que produce la oxacilina frente a Klebsiella pneumoniae”. En este estudio,

Klebsiella pneumoniae resulto resistente a todas las concentraciones del aceite esencial.

Los resultados obtenidos indican que el aceite esencial de Pseudognaphalium
glandolosum presenta efectos inhibitorios sobre bacterias Gram positivas, pero no posee
actividad antibacteriana contra bacterias Gram negativas. Segun la teoria las Gram
negativas tienen una membrana externa que constituye la principal barrera para el ingreso

del aceite esencial en las células bacterianas. Ademas, podrian poseer un mecanismo de
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defensa enziméatica mediada por genes desconocidos, lo que deberia ser objeto de futuras

investigaciones.
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V. CONCLUSIONES

- Streptococcus pneumoniae fue sensible (positiva) al aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum a concentraciones del 75 % y 100 %, originando
halos de inhibicion superiores a los 20 mm, tal como se indica para la oxacilina en el
manual INS (2002) y se observé una diferencia estadisticamente significativa entre

los tratamientos experimentados (P < 0.05).

- Klebsiella pneumoniae fue resistente (negativa) a todas sus concentraciones del
aceite esencial de Pseudognaphalium glandulosum (25 %, 50 %, 75 % y 100 %),
generando halos de inhibicion inferiores a 13 mm, de acuerdo con lo establecido para
la ampicilina en el Manual INS (2002) y no se detectaron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos experimentados (P > 0.05).

- El aceite esencial de Pseudonaphalium glandulosum mostré un efecto inhibitorio
significativo frente a bacterias Gram positivas; especificamente contra Streptococcus
pneumoniae, en concentraciones del 75 % y 100 %, por lo tanto, este aceite esencial
podria considerarse una alternativa terapéutica prometedora para el tratamiento de

infecciones respiratorias causadas por este tipo de bacterias.
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VI. RECOMENDACIONES

- Realizar investigaciones sobre los efectos antibacterianos del aceite esencial de
Pseudognaphalium glandulosum obtenido mediante extraccion con éter de petroleo,
ya que este método puede aumentar la cantidad de fitoquimicos presentes, y comparar

los resultados con los obtenidos en este estudio.

- Llevar a cabo investigaciones sobre los efectos antibacterianos del aceite esencial de
Pseudonaphalium glandulosum obtenido de plantas recién cosechadas, con el
objetivo de evaluar la actividad de los metabolitos secundarios antibacterianos y

contrastar los resultados con los datos actuales.
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ANEXOS

Tabla 4

Prueba de Kruskal Wallis y de rangos de los halos de inhibicion bacteriana (mm) segun
concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium glandolosum sobre
Streptococcus pneumoniae.

Variable AE N Medias D.E. Medianas H p

HALOS mm 100% 5 27.00 3.67 28.00 21.54 0.0002
HALOS mm 25% 5 14.00 2.55 14,00
HALOS mm 50% 5 19.00 1.58 19,00
5 2
S Q

HALOS mm 75% 22.40 2.70 23.00

HALOS mm Oxacilina 45.40 0.8% 46.00
Trat. Ranks

25% 3.10 A

50% 8.70A B

75% 13.10 B

100% 17.10 B C

Oxacilina 23.00 C

Msdias con una lstra comin no son significativaments difsrentss (p > 0.05)

Fuente: Infostat (2008).

Tabla 5
Prueba de Kruskal Wallis y de rangos de los halos de inhibicion bacteriana (mm) segin
concentraciones de aceite esencial de Pseudognaphalium glandolosum sobre

Klebsiella pneumoniae.

Variable AF N Medias D.E. Medianas H 1]
Halos_mm 100% 5 7.20 1.10 7.00 12.34 0.0070
Halos mm 25% 5 6.60 0.55 7.00
Halos mm 50% 5 6.60 0.55 7.00
Halos mm 75% 5 ©6.40 0.8% 7.00
Halos mm Ampicilina 5 14.60 2.70 13.00
Tratc. Ranks
T5% .20 A
50% .90 A
25% .90 A
100% 13.00 A

Ampicilina 23.00 B
Msdias con una lstra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Fuente: Infostat (2008).
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Figura 4

Recoleccion de wira wira en Jallihuaya (Puno) y proceso de secado.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 5
Equipos utilizados en la ejecucion de la tesis (autoclave automatico, camara de CO2 y

destilador de agua).

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 6
Medios de cultivo utilizados en el ejecucion de la tesis (Agar McConkey, Agar Mueller

Hinton y cloruro de bario).

Fuente: Elaboracion propia.

Figura7

Material de vidrio utilizados en la ejecucion de la tesis.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 8

Preparacion de material y esterilizacion de placas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 9

Preparacion de medios y autoclavado de agares.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 10

Plaqueado de los agares en condiciones asépticas.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 11

Activacion de Klebsiella pneumoniae y Streptococcus pneumoniae.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 12

Pesado de la cera de wira wira macho para la estandarizacion en diluciones.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 13

Aplicaciones de controles positivos, negativos y discos de wira wira en concentraciones

de 2 5%, 50 %, 75% y 100 %.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 14
Halos de inhibicion de los controles positivos, negativos y por discos de wira wira

frente sobre Klebsiella pneumoniae y Streptococcus pneumoniae

Fuente: Elaboracion propia.
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN AGUSTIN )\4 X

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS g (K; \¢
DEPARTAMENTO ACADEMICO DE BIOLOGIA % \‘% 3
- Ay

HERBARIUM AREQUVIPENSE (HUSA N4

CONSTANCIA N2 008-2023-HUSA

El director del Herbarium Areqvipense (HUSA) de la Universidad Nacional de
San Agustin de Arequipa.

HACE CONSTAR:

Que la muestra biolégica presentada por Chunga Condori, Edith Rosmery
Bachiller de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, Escuela Profesional de Biologia
de la Universidad Nacional del Altiplano Puno, para la realizacién de su tesis
“EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DE ACEITES ESENCIALES DE
GNAPHALIUM GLANDULOSUM (WIRA WIRA MACHO )FRENTE A LA CEPA
DE KLEBSIELLA PNEUMONIAE Y STERPTOCOCCUS PNEUMONIAE ". La
muestra fue traida al Laboratorio de Botanica al estado fenolégico fresco, para

su determinacion en el Herbarium Areqvipense (HUSA) y corresponde a la
siguiente especie.

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsidae

Subclase Asteridae

Orden Asterales

Familia Asteraceae

Subfamilia Gnaphalieae

Genero  Pseudognaphalium

Especie P. glandulosum (Walp.)Klatt
Se le expide la presente a solicitud del interesado

Arequipa, 26 de mayo del 2023
y -~
Mg. Leoncio Marifio Herrera
DIRECTOR
Herbarium Areqvipense (HUSA)

Avenida Daniel Alcides Carrién s/n cercado-Teléfono: (054) 237755 / 993659045
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Universidad Nacional del Altiplano de Puno
Facultad de Ciencias Bioldgicas
Escuela Profesional de Biologfa
Programa Académico de Microbiologfa y Laboratorio Clinico
Laboratorio de Virologia y Biologiade la Salud

Registro: 003-2024

CONSTANCIA

LA QUE SUSCRIBE; DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
VIROLOGIA Y BIOLOGIA DE LA SALUD DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO —PERU.

Que el (la) bachiller, EDITH ROSMERY CHUNGA CONDORI egresado (a) de la
Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ha
realizado parte experimental de su trabajo de investigacion (tesis) Titulado “"EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DE ACEITE ESENCIAL DE GNAPHALIUM
GLANDULOSUM (WIRA WIRA MACHO) FRENTE A LAS CEPAS DE KLEBSIELLA
PNEUMONIAE, STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE” en el Laboratorio de Virologia y
Biologia de la Salud del Programa de Microbiologfa y Laboratorio Clinico de la Escuela
Profesional de Biologia entre los meses de abril a julio del afio 2023.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para fines que se
estime por conveniente.

Puno 15 julio del ano 2024

N

Dra. INZALES ALCOS
Resp. Lab. De Virologia y Biologia de la salud
FCCBB-UNA-PUNO

VCGA/vcga
C.C. Decano.
C.C. arch.
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Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Ln sciial de conformidad, suscribo el presente documento.
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Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Codigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso
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