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RESUMEN

El objetivo de la presente tesis fue evaluar el efecto de las concentraciones del
extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum sobre el crecimiento de K.
pneumoniae, in vitro; para ello se realizdé un estudio experimental, cuya variable
independiente es la exposicidon a las concentraciones de 0.560, 1.130, 2.125, 4.250
y 5.600 % extracto hidroalcohdlico de hojas de P granatum y la variable
dependiente es el crecimiento de K. pneumoniae, ademas se determiné el CMly la
CMB y el tipo de efecto que genera dicho extracto sobre la bacteria en estudio. Se
encontré que las diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas
de P. granatum inhiben el crecimiento de K. pneumoniae, in vitro, generando halos
de inhibicion de crecimiento bacteriano desde 1.86, 2.14, 2.34, 2.62 hasta 2.64 cm
respectivamente, una CMI de 25.0uL/mL y una CMB de 50 ug/mL y el efecto de
dicho extracto fue de tipo bactericida. Se concluye que el extracto hidroalcohdlico
de hojas de P. granatum inhibe el crecimiento de K. pneumoniae, in vitro y que es

de tipo bactericida.

Palabras clave: P granatum; enfermedades infecciosas, klebsiella pneumoniae.
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ABSTRACT

The objective of this thesis was to evaluate the effect of the concentrations of the
hydroalcoholic extract of P. granatum leaves on the growth of K. pneumoniae, in
vitro; For this, an experimental study was carried out, whose independent variable
is exposure to concentrations of 0.560, 1.130, 2.125, 4.250 and 5.600%
hydroalcoholic extract of P granatum leaves and the dependent variable is the
growth of K. pneumoniae, in addition it was determined the MIC and the MBC and
the type of effect that said extract generates on the bacteria under study. It was
found that different concentrations of the hydroalcoholic extract of P. granatum
leaves inhibit the growth of K. pneumoniae, in vitro, generating halos of bacterial
growth inhibition from 1.86, 2.14, 2.34, 2.60 to 2.64 cm respectively, a MIC of 25.0
uL/mL and a CMB of 50 ug/mL and the effect of said extract was bactericidal. It is
concluded that the hydroalcoholic extract of P. granatum leaves inhibits the growth

of K. pneumoniae, in vitro and that it is bactericidal.

Keywords: Punica granatum; infectious diseases, klebsiella pneumoniae.

Vil



I. INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas han representado una amenaza constante para la
vida humana desde tiempos inmemoriales. A pesar de los avances logrados
mediante el descubrimiento de antibioticos y las cepas resistentes a antibidticos y
los organismos mutantes representan un potencial de riesgo a infecciones y
reinfecciones. Por otro lado, la resistencia desarrollada por algunos organismos a
los antibidticos complica ain mas el tratamiento de dichas infecciones y la
generacion de los biofilms microbianos, intratables con antibioticos, lo cual puede

dar lugar a infecciones crénicas?.

En este contexto de desafios persistentes en el ambito de las enfermedades
infecciosas, el empleo de hierbas medicinales para abordar diversas probleméaticas
de salud se ha expandido considerablemente a nivel mundial. Existe un notorio
aumento en la aceptacién e interés publico por las terapias naturales como lo son
en paises en vias de desarrollo como en paises ya desarrollados. Estos remedios
a base de hierbas no solo se encuentran disponibles en farmacias, sino también en
tiendas de alimentos?. En los paises en desarrollo, los productos medicinales que
son derivados de plantas son la principal fuente de atencion sanitaria para la
extensa poblacion. India, en particular, cuenta con un rico sistema de medicina
tradicional, donde tratamientos terapéuticos como Ayurveda, Unani, Homeopatia,
Sidha, entre otros, hacen uso predominante de hierbas; las mismas que se emplean
para obtener ciertos productos naturales que sirven de base, tanto para el
desarrollo de medicamentos modernos como de suplementos dietéticos en los

alimentos y bebidas?.

En este contexto, la medicina tradicional ha generado confianza en términos de
seguridad y eficacia, respaldada por su empleo a lo largo del tiempo. El creciente
interés en los productos naturales como fuente de nuevas entidades quimicas para
el desarrollo de medicamentos modernos y de suplementos dietéticos, ya como

ingredientes de alimentos, bebidas y fitocosméticos entre otros. La medicina



herbaria, en forma de extracto o dilucién, es relevante cuando la medicina
convencional resulta ineficaz debido a la creciente resistencia a los medicamentos.
En la India, la industria herbaria hace uso de numerosas especies de plantas, cuyo
conocimiento esta basado en las experiencias terapéuticas de generaciones de
meédicos que han conllevado a la formulacion de combinaciones naturales de
compuestos que exhiben acciones antivirales, antibacterianas, antiprotozoarias y
antioxidantes*. En el contexto actual, donde la resistencia a los medicamentos
convencionales es una preocupacion constante, aparecen las hierbas medicinales

tradicionales como una opcién para una atencion médica efectiva®.

Punica granatum L., comUunmente llamada granada, es un arbol perteneciente a la
familia Lythraceae, nativa de Persia y cultivada extensamente en regiones
mediterrdneas como Tunez, Turquia, Egipto y Espafia, asi como en California,
China, Japén y Rusia®. Los fitoconstituyentes de P. granatum han demostrado
diversas actividades biolégicas y farmacoldgicas, destacando una contribucion
significativa de los fenoles diversos compuestos biactivos, como elagitaninos,
flavonoides y acidos fendlicos, presentes en las hojas a las propiedades
beneficiosas para la salud’. Estos fenoles exhiben una fuerte capacidad de unién a
estructuras moleculares diversas, como proteinas o glicoproteinas, lo que sugiere
un potencial antagonista contra la resistencia bacteriana® como se ha podido

observar en diferentes estudios®1°

La justificacibn de esta tesis se fundamenta en la creciente amenaza de
enfermedades infecciosas, exacerbada por la resistencia a los antibidticos y en
buscar alternativas efectivas respecto al tratamiento de estas infecciones. Siendo
el uso de hierbas medicinales, como la Punica granatum, una alternativa como

potencial terapéutico contribuyendo en el control de diferentes patégenos.

Por lo antes descrito, se planteé como problema lo siguiente ¢, Cual es el efecto del
extracto hidroalcohdlico de hojas de Punica granatum sobre el crecimiento de
Klebsiella pneumoniae, in vitro? Cuyo objetivo principal de la presente tesis fue
evaluar el efecto de diferentes concentraciones de extracto hidroalcohdlico de hojas

P. granatum sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae, in vitro.



Los objetivos especificos fueron; Determinar el efecto de cada concentracion de
extracto hidroalcohdlico de hojas de P granatum sobre el crecimiento de K.
pneumoniae mediante el método de difusion en agar, Determinar la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima Bactericida (CMB) del extracto
hidroalcohodlico de las hojas de P. granatum, sobre K. pneumoniae, ldentificar
preliminarmente los fitoconstituyentes contenidos en el extracto hidroalcohdlico de
hojas de P. granatum. La hipétesis planteada en este trabajo fue: A medida que se
incrementa la concentracion del extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum,

disminuye el crecimiento de K. pneumoniae, in vitro.



MARCO TEORICO

Punica granatum, conocida como granada, es un arbusto de dimensiones
reducidas, alcanzando alturas de entre cinco y ocho metros, y se distribuye
principalmente en Iran, el Himalaya septentrional de la India, China, Estados Unidos
y la region mediterranea. Esta especie constituye una planta endémica de
relevancia en Iran, prosperando en diversas zonas del pais, incluyendo areas aridas
y semiaridas, gracias a la gran capacidad que tiene de adaptacién a condiciones
ecolégicas adversas®. Durante una recoleccion de germoplasma, se recopilaron
mas de 764 cultivares de P. granatum, los cuales fueron cultivados en las
localidades de Saveh y Yazd, Irdn. Estos cultivares presentan caracteristicas
frutales distintivas, abarcando dimensiones, coloracién, sabor, periodo de

maduracion y resistencia a enfermedades?? 12,

La anatomia de P. granatum se segmenta en compartimentos que incluyen
semillas, jugo, céscara, hojas, flores, corteza y raices, cada uno de los cuales
exhibe fascinantes propiedades farmacoldgicas y toxicolégicas. Se postula que
ciertos fitoconstituyentes de las hojas podrian dirigirse a componentes cruciales de
la maquinaria celular bacteriana, como las enzimas clave o las proteinas
estructurales, inhibiendo asi procesos esenciales para la supervivencia bacteriana.
Este mecanismo de accidon molecular podria incluir la interferencia con la sintesis
de la pared celular, la perturbacion de la replicacién del ADN o la inhibicién de rutas

metabdlicas cruciales. 12.

Las hojas y la fruta de P. granatum ha sido extensamente utilizada en la medicina
tradicional para abordar diversas afecciones, tales como infecciones, disenteria,
acidosis, diarrea, helmintiasis, hemorragias y patologias respiratorias!3. Las
semillas de P. granatum han revelado la presencia de compuestos estrogénicos,
estrona y estradiol. Asimismo, el pericarpio seco y el jugo de la fruta son
considerados importantes para el fitotratamiento de diferentes afecciones
intestinales, cutaneas de piel y boca, entre otras, ampliando el conocimiento

cientifico sobre los usos tradicionales de P. granatuni4 15,



En un estudio realizado por algunos autores, se muestra que las hojas de P.
granatum presenta entre otras propiedades las antimicrobianas, antifungicos y
antivirales; por lo que los autores proponen el fuerte potencial como fuente segura
de conservantes y que los componentes del fruto podrian ser utilizados como
excipiente en las industrias de alimentos y de farmacia, debido a sus propiedades

mencionadasi®.

En otra investigacion, los autores analizaron las propiedades biofarmacéuticas y
antimicrobianas del extracto del exocarpio coriaceolas hojas de la granada, el
extracto acuoso que se obtuvo por el método de microextraccion de fase sélida
demostrd actividad de caracteristica antifangica contra diferentes fitopatégenos
tales como Penicillium digitatum, Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, y
Phytophthora cinnamomi, y asi también como actividad antibacteriana frente a
diversos organismos como Escherichia coli, Xanthomonas campestris, Clavibacter
michiganensis y Bacillus megaterium; ademas, tiene efecto inhibitorio de la
actividad de antiacetilcolinesterasa y antioxidante!’ y con un potencial sobre las

enfermedades neurodegenerativas®®.

En otro trabajo titulado "Actividad antibacteriana y efectos sinérgicos de la lectina
PgTeL de la sarcotesta de P. granatum contra Escherichia coli productora de B-
lactamasas”, los autores evaluaron la actividad antimicrobiana de la lectina PgTeL
proveniente de hojas fruta P. granatum, contra cinco aislamientos de E. coli
resistentes a farmacos y capaces de producir B-lactamasas. Se determinaron las
concentraciones inhibitorias minimas (MIC) y bactericidas minimas (MBC)
mediante dilucion en caldo. El andlisis morfométrico y de viabilidad se realiz6
mediante citometria de flujo, y se evaluaron cambios ultraestructurales mediante
microscopia electréonica de barrido. También se investigaron posibles efectos
sinérgicos de PgTeL con antibioticos y su efecto antibiofilm. PgTeL mostr6 actividad
antibacteriana contra todos los aislamientos, con valores de MIC y MBC que
oscilaron entre 12.5 y 50.0 uyg/mL y 25.0 y 100.0 ug/mL, respectivamente. La lectina

causo alteraciones en tamafio, forma y estructura de las células bacterianas. La
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combinacion PgTel-ceftazidima mostrO un efecto sinérgico para todos los
aislamientos, y también se detecto sinergia con otros antibioticos. PgTeL exhibio
actividad antibiofilm contra todos los aislamientos, causando una inhibicion del
biofilm del 250% a 6.25 yg/mL o superior. Estos resultados sugieren que PgTeL

podria tener potencial para el tratamiento futuro de infecciones multirresistentes®®.

En otro estudio desarrollados en Arabia Saudita, los autores abordaron la
problematica de las infecciones del aparato urinario, destacando que es una
infeccion muy importante y comun en el cuerpo humano, afectando la vejiga,
rifones y uretra. El estudio se centré en las cepas de patégenos de E. coli y de K.
pneumoniae generadoras de B-lactamasas de espectro extendido, que complican
el tratamiento convencional con antibioticos y pueden generar cepas resistentes.
Ante estos desafios, se exploro el potencial inhibidor de extractos de P. granatum,
conocida por sus propiedades medicinales y actividad antimicrobiana. La revision
resalta la relevancia de encontrar alternativas naturales para el manejo efectivo de
las infecciones, considerando la sinergia con estrategias antibiticas

convencionales?9,

Estos estudios abren la posibilidad de optimizaciones en el tratamiento de algunas
bacterias. K. pneumoniae, una bacteria gramnegativa encapsulada y no movil,
presenta un riesgo significativo para la salud publica al asociarse con casos de
neumonia, especialmente en poblaciones de pacientes con trastorno por consumo
de alcohol o diabetes mellitus. Su presencia habitual en las superficies mucosas
humanas de la orofaringe y el tracto gastrointestinal la convierte en una amenaza
potencial una vez que ingresa al cuerpo, ya que puede exhibir niveles elevados de

virulencia y resistencia a los antibiéticos?!.

K. pneumoniae ocasiona infecciones en diversos sitios del cuerpo, incluyendo el
tracto urinario, el tracto respiratorio, el torrente sanguineo y el sitio quirdrgico. Es
especialmente relevante en pacientes con comorbilidades que se someten a

intervenciones invasivas, pudiendo incluso provocar abscesos hepaticos piégenos



adquiridos en la comunidad. Destaca como la responsable de aproximadamente el
83% de las neumonias adquiridas en entornos hospitalarios, siendo también la
principal causa de neumonia asociada al ventilador??. Actualmente, la neumonia
causada por K. pneumoniae se considera la principal responsable de las
neumonias adquiridas en entornos hospitalarios en los Estados Unidos,
representando del 3 al 8% de todas las infecciones bacterianas nosocomiales??,
Aungue habita de manera asintomatica en el microbiota intestinal comun, la cepa
hipervirulenta de Klebsiella puede desencadenar enfermedades graves como
meningitis, neumonia grave, endoftalmitis y celulitis?4-26. Ademas, investigaciones
recientes estan revelando el papel emergente de K. pneumoniae en la etiologia y

progresion de enfermedades del tracto gastrointestinal?®’.

Las infecciones por Klebsiella se tratan principalmente mediante el uso de
antibioticos B-lactamicos?® 2°. Algunos aislados clinicos de K. pneumoniae exhiben
resistencia a antibioticos B-lactamicos debido a la generacion de B-lactamasas,
incluyendo las de espectro extendido (BLEE). Estas enzimas hidrolizan penicilinas
y cefalosporinas, anulando la eficacia de estos antibidticos y restringiendo las
opciones de tratamiento convencionales®°. Como alternativa, los carbapenémicos,
como meropenem e imipenem, se han convertido en farmacos de eleccion para

combatir infecciones causadas por cepas de Klebsiella productoras de BLEE®.

K. pneumoniae, a menudo resistente a carbapenémicos, ha desarrollado
resistencia debido al uso intensivo de antibidticos. Las cepas con resistencia a
carbapenemes poseen carbapenemasas, como la KPC y la NDM-1, que hacen
ineficaces estos antibidticos, generando resistencia a la mayoria de los f-
lactdmicos®?. La cepa KPC- Kp ST258, preeminente en el 70% de los aislados
resistentes en EE. UU., muestra una menor sensibilidad a fluoroquinolonas y
aminoglucosidos®3. Este patégeno multirresistente, clasificado en el grupo
ESKAPE, plantea un desafio significativo en la salud publica, limitando las opciones
de tratamiento®*. Ademds, los cultivos de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos han demostrado resistencia a mdltiples antibiéticos, lo que

destaca la necesidad de estrategias terapéuticas alternativas, como colistina y



tigeciclina, aunque su uso estad asociado con efectos secundarios, incluida la
nefrotoxicidad®®. La evolucion de la resistencia plantea preocupaciones globales y
destaca que tan importante es abordar este tema que se convierte en un problema

para la medicina y salud publica.

Se ha encontrado en una investigacion realizada en Iraq, donde evaluaron el efecto
inhibitorio de diferentes extractos, tanto alcohdlico como acuoso de P. granatum
(cdscara de granada) frente a cepas bacterianas resistentes a multiples antibioticos
de Streptococcus pneumoniae y K. pneumoniae, aisladas de muestras de esputo y
orina de pacientes en el Hospital de Ensefianza de Tikrit. Los resultados revelaron
distintos efectos de los extractos utilizados, destacando que el extracto alcohdlico
mostro el mayor efecto inhibitorio contra S. pneumoniae a una concentracion de
150 (24 mm), superando al extracto acuatico (16 mm). Ademas, se observo un
significativo efecto de inhibicion del extracto alcohdlico contra K. pneumoniae a una
concentracion de 150 (23 mm), mientras que el extracto acuatico mostro resultados
similares para ambas cepas (16 mm). Ademéas, se compard la eficacia del
antibiotico Imipenem, siendo mas efectivo contra S. pneumoniae (38 mm) que

contra K. pneumoniae (37 mm)3®,

El estudio de Pinheiro et al en el cual se demostr6 que el tratamiento con extracto
de hojas de P. granatum mostré una reduccidn significativa en la inflamacion
pulmonar en ratones, marcada por una disminucién de colonias y citoquinas. Estos
resultados resaltan el potencial antiinflamatorio y antibactreriano de dicho
extracto®’. En otro estudio, se demostré que el extracto de P. granatum también
tiene un efecto de inhibicién contra biofilms de Enterococcus faecalis y Candida

albicans. Resaltando el potencial antibacteriano de las hojas de P. granatum?2,



METODOLOGIA

3.1Tipo y disefio de investigacion

3.1.1 Tipodeinvestigacién: Es unainvestigacion basica porque ha generado

3.1.2.

nuevo conocimiento y nuevo campo de la investigacion sobre el extracto

alcohdlico de granada.

Disefio de investigacion: es una investigacion experimental, porque se
ha manipulado deliberadamente la variable independiente (diferentes
concentraciones de extracto hidroalcohdlico) para tener un efecto directo
sobre la variable dependiente (desarrollo de K. pneumoniae). Las
pruebas se han realizado in vitro, identificado que componentes estan
presentes en el extracto y evaluando el efecto sobre el crecimiento del

cultivo bacteriano en estudio.

Se ha realizado en 3 partes:

Primera parte: la preparacion y obtencion del extracto hidroalcohdlico,
la preparacién de las diferentes concentraciones del extracto de hojas
de P. granatum y la identificacion preliminar de los fitoconstituyentes

en dicho extracto.

Segunda parte: la reactivacion del cultivo puro de K. pneumoniae, la
estandarizacién del cultivo puro por comparacion al tubo 0.5 del
Nefelometro de Mac Farland y la determinacion del efecto de las
diferentes concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas de P.

granatum.

Tercera parte: la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI), la Concentracion Minima Bactericida (CMB) y el tipo de accién.

Finalmente se procesaron los datos estadisticamente para determinar

el nivel de significancia entre tratamientos.

Todos los resultados obtenidos fueron recopilados y registrados en formato

de Excel, donde las lecturas de las mediciones del halo de inhibicién de



crecimiento fueron registradas en cm, los correspondientes al MIC

observando la turbidez y al CMB observando el crecimiento por estria en

medio sélido de las diferentes concentraciones en la bacteria en estudio

3.2. Variables y operacionalizacion:

Variable independiente: Son las diferentes concentraciones del
extracto hidroalcoholico de hojas de P. granatum

Definicién conceptual: Sustancias extraidas por maceracion en etanol
al 70% durante 7 dias.

Definicion operacional: Preparado que se obtiene mediante un proceso
de maceracion, utlizado para elaborar soluciones a diferentes
concentraciones.

Indicadores: Concentraciones al: 0.56, 1.13, 2.13, 4.25 y 5.60%
respectivamente.
Escala de medicién: De intervalo

Variable dependiente: Crecimiento de Klebsiella pneumoniae

Definicién conceptual: Proceso mediante el cual se mide el crecimiento
bacteriano.

Definicion operacional: Se determina midiendo el halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano.

Indicadores: Fue expresado en cm.

Escala de mediciéon: De intervalo.

3.3 Poblacion, muestra y muestreo

3.3.1 Poblacién:

BOTANICA
Esta compuesto por el extracto hidroalcoholico de plantas de P.
granatum.

MICROBIOLOGICA:
Los cultivos de K. pneumoniae.

e Criterios de inclusion: Cultivo puro de K. pneumoniae

e Criterios de Exclusién: Cultivo de K. pneumoniae contaminado

10



3.3.2 Muestra:
El cultivo puro reactivado de K. pneumoniae. Este cultivo bacteriano

fue donado por el Laboratorio de Bacteriologia, Dpto. Acad. de
Microbiologia y Parasitologia, Fac. CC. Bioldgicas, Universidad
Nacional de Trujillo (UNT), Trujillo Perd. (Anexo 4, pag 46.)

Extracto hidroalcohdlico extraido mediante maceracidon de hojas
secas Yy pulverizadas de P. granatum, filtrado por papel de filtro de
poro grueso, concentrado por rotavapor y seco a estufa a 40°C.

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

El extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum fue obtenido mediante
la técnica de maceracion, filtrado, concentracion en rotavapor y seco a

estufa. (Anexo 2, Fig. 3y 4).

La determinacion del efecto de concentraciones de 0.56, 1.13, 2.13, 4.25y
5.60% del extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum sobre el
crecimiento de K. pneumoniae se realizd6 mediante difusion en agar Mueller-
Hinton y la medicion de los halos de inhibicién se realizé en cm utilizando

vernier. (Anexo — Fig 6).

Los datos se recolectaron elaborando una matriz Excel, en la cual se
registraron los datos previos al ensayo y los resultados que se obtuvieron en
cada uno de las pruebas y sus respectivas repeticiones (anexo 3)

Procedimientos

Las plantas fueron colectadas y seleccionadas y fueron en bolsa de papel y
llevadas al Laboratorio de Tecnologia enzimatica y Productos Naturales del
Dpto Acad. Quimica Bioldgica y Fisiologia Animal, Fac. CC. Biologicas —
UNT.

Las muestras de plantas se secaron a temperatura ambiental (25+°C), molidas
en molino de disco artesanal y tamizada, obteniendo asi el polvo de P.

granatun. (Anexo 3, Fig. 2).
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Luego, se pesaron una cantidad de dicho polvo y se colocé alcohol al 70°, en
una proporcién aproximada de 1:5 y se macero6 durante 7 dias, con agitacion
periddica; luego se filtré con papel de filtro de poro grande, por tres veces a
fin de eliminar restos organicos no deseables para los procesos siguientes36.
El filtrado se concentrd en rotavapor (Heidolph) y secado completamente en
estufa a 45°C.

Se peso6 una pequefia cantidad de dicho extracto, se disolvié en 2,0 mL de
agua destilada estéril (ADE), se homogeneizo6 y se centrifugé utilizando tubos
estériles a 4000 rpm por 10 minutos; el sobrenadante fue transferido a un
frasquito de penicilina estéril. A partir de esta concentracion se realizaron y

prepararon las otras concentraciones de ensayo.

Determinacion del efecto del extracto hidroalcohdlico de P. granatum

sobre el crecimiento de K. pneumoniae.

El método utilizado fue de difusién en hoyos3?4?; para ello, se trabajé con una
suspensién estandar K. pneumoniae, donde las colonias de la bacteria en
estudio fueron suspendidas en suero salino fisiolégico estéril (SSFE) y
comparar una turbidez al tubo 0,5 del nefrémetro de McFarland equivalente a
1,5 x 108 ufc/mL; luego se sembré uniformemente en placas con agar Mueller-
Hinton usando hisopos de algoddn estériles sumergidos en suspension, se
secaron las placas Petri en estufa a 36°C por 20 min; se realizaron con un
sacabocado estéril cinco pocillos con un didmetro de 6 mm y en ellos se
colocaron diferentes volumenes del extracto hidroalcohdlico de P. granatumy
se completé a 50 pL con SSFE, se dejo reposar para la difusidon del extracto

en el medio de cultivo y luego se incubaron las placas a 36°C por 24 horas*..

Este procedimiento se realizé por cinco veces para cada concentracion del
extracto, las que fueron de 0.560, 1.130, 2.125, 4.250 y 5.600 %

respectivamente.

La medicidon del halo de inhibicién se realizé con un vernier colocando sobre

la placa Petri invertida y el diAmetro medido a simple vista, en cm.
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Determinacion de la CMI sobre K. pneumoniae

Esto se realizé utilizando la técnica de macrodilucién en caldo®’. Para ello, se
preparo la concentracion inicial del extracto hidroalcohdlico, correspondiente
a 50 mg/mL y a partir de ésta se realizaron 7 diluciones y se afiadieron al
medio en caldo Muller-Hinton, se sembrd una alicuota de la suspension
estandar de K. pneumoniae descrita en el paso anterior y se incubaron durante
24 horas a 36°C. Esto se realizo por triplicado y también haciendo uso de un
tubo sin sembrar el cual sirve para el control de esterilidad. (anexo 4)

Determinacion de la CMB sobre K. pneumoniae.

Se colocaron 20 pL de cada tubo del sistema CMI incluidos aquellos libre de
crecimiento de K. pneumoniae en agar MH. Para ello, la placa fue dividida en
ocho zonas y en cada una se se sembré una alicuota de cada tubo de CMI,

se incubd a 36°C por 24 horas*!. (anexo 5)

Determinacion del tipo de accion (bactericida o bacteriostatico) del
extracto hidroalcohélico de P. granatum

La relacion CMB/MIC fue calculado, de tal forma que, si el resultado obtenido
se encuentra entre 1y 2, se considera el extracto bactericida y entre 4y 16 la

accion bacteriostatica*?.

Identificacién cualitativa de los principales componentes fitoquimicos

presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum:

Se realiz6 de acuerdo a la marcha fitoquimica preliminar Look, O. 1996, en la
cual se determiné la presencia o ausencia de manera cualitativa compuestos
fendlicos, flavonoides, cardendlidos, esteroides y alcaloides, por reacciones

de coloracion y precipitacion®. (anexo 6).
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3.4 Método de analisis de datos

Los datos recolectados fueron registrados en una matriz Excel y procesados

en un software estadistico INFOSTAT (www.infostat.com.ar). Se realizé el un

andlisis de varianza (ANAVA) para determinar si existe o no diferencias
significativas entre las concentraciones ensayadas o tratamiento y el test de
Tukey para determinar cuales son las concentraciones de ensayo que tienen

diferencias.

3.5 Aspectos éticos

Tener en cuenta que los resultados obtenidos fueron tratados de forma
confidencial y transferidos al informe de investigacion. Asimismo, los datos
obtenidos no han sido manipulados ni alterados para ser considerados plagio
de otro trabajo de tal manera que pueden ser usados sabiamente para futuras

investigaciones.

e Confidencialidad: De esta manera, se protegen las instituciones e
investigadores que participan en la presente tesis.

e Objetividad: La situacion presentada se analiza en base a criterios
técnicos y objetivos.

e Originalidad: Se considera que los datos y la informacion bibliografica de
la presente tesis no acreditan plagio intelectual.

e Honestidad: La informacion mostrada en la presente tesis es veraz.
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IV. RESULTADOS

Tabla 6. Efecto de las concentraciones del extracto hidroalcohdlico de hojas de

Punica granatum sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae,

expresado en didmetros de halos de inhibicion de crecimiento (cm),

obtenidos por el método de difusién en pocillos.

Concentracion del
extracto Halo de inhibicién del crecimiento de K.
hidroalcohdlico P. pneumoniae, expresado en cm.
Con cinco repeticiones
granatum
(%) 1 2 3 4 5
0.560 1.90 | 1.80 | 1.90 | 1.90 1.80
1.130 2.00 | 2.20 | 2.20 | 2.20 2.10
2.125 2.30 | 2.30 | 2.40 | 2.30 2.40
4.250 2.60 | 2.60 | 2.60 | 2.60 2.70
5.600 260 | 260 | 2.70 | 2.60 2.70

Fuente de elaboracién propia.

PROMEDIO

(cm)

1.860

2.140

2.340

2.620

2.640

En la Tabla 1, se muestran los diametros de los halos de inhibicién de crecimiento

de K. pneumoniae obtenidos frente a diferentes concentraciones del extracto

hidroalcohdlico de P. granatum. Dichas medidas fueron de 1.86, 2.14, 2.34, 2.62 'y

2.64 cm respectivamente. El andlisis estadistico mediante el ANAVA Yy la prueba de

comparaciones multiples de Tukey, muestran que existe diferencia significativa (p

< 0.01) entre todas las concentraciones excepto las de 4.25 y de 5.6 (Fig 1).
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Fig. 1. Efecto de la concentracion del extracto hidroalcohdlico de Punica granatunm

sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae, in vitro.

Fuente de elaboracion propia.
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Tabla 2. Determinacion de la CMI y CMB del extracto hidroalcohdlico de hojas de

P. granatum sobre el crecimiento de K. pneumoniae, in vitro.

Extracto Crecimiento de Klebsiella pneumoniae
hidroalcohdlico de P (CMI) (CMB)
granatum. (mg/mL) X X
50 - -
25 - +
12.5 + +
6.25 + +
3.12 + +
1.56 + +
0.78 + +

“+” significa crecimiento; “-”, ausencia de crecimiento.

Fuente. Elaboracion propia.

La concentracion de 25 mg/mL de extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum
es la minima concentracion de dicho extracto que inhibié el crecimiento visible de
K. pneumoniae. La concentracion de 50 mg/mL fue la que se produjo una reduccién

superior al 99.9% de bacterias viables respecto al indculo inicial.
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En este trabajo la CMB fue de 50 mg/mL mientras que la CMI fue de 25 mg/mL lo
cual al ser divido entre 2 se hall6 como resultado que el efecto del extracto es tipo

bactericida.

Tabla 3. Determinacion del efecto in vitro del extracto hidroalcohdélico de Punica

granatum sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae.

CMI CMB
(mg/mL) (mg/mL)

CMB/CMI Efecto antibacteriano*

Extracto
hidroalcohdlico 25.0 50.0 2 Bactericida

de P. granatum

Nota. *Si la relacion CMB/CMI es 1 o 2 se considera como efecto bactericida, si es

de 4 a 16, bacteriostatico.

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 4. Identificacion fitoquimica cualitativa de los principales componentes

presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas de Punica granatum

segun Loock, O. 1996.

Fitoconstituyentes en el extracto hidroalcohélico de hojas de P.

granatum
Compuestos
fendlicos Flavonoides Esteroides Cardendlidos Alcaloides
(taninos)
Extracto
hidroalcohélico (+) (+) (+) (+) (+)

de P. granatum.

“+” presente en el extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum.

Fuente. Elaboracion propia.
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V. DISCUSION

Este estudio plante6 como objetivo el uso de los extractos de hojas de una planta
para el control del crecimiento bacteriano. Esto va acorde con la literatura puesto
que en estudios recientes se busca encontrar el efecto biocida de extractos de
plantas y evidenciar la actividad antibacteriana sobre patdégenos. Un caso
especifico es el del uso de extracto de Costus pulverulentus que y enterobacterias
aisladas de muestras clinicas**. Esto permite a los extractos vegetales representar
un gran potencial a fin de implementar nuevas alternativas terapéuticas de

infecciones y reinfecciones generadas por estos agentes patdégenos.

Se determind que las cuatro concentraciones experimentales de extracto
hidroalcohdlico de P. granatum presentan efecto significativo sobre efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de K. pneumoniae. (figura 1) donde por cada
aumento de concentracion el efecto inhibitorio va de manera creciente llegando al
punto de que las dos ultimas concentraciones evidencian un efecto inhibitorio
similar. Esta relacion directamente proporcional entre la concentracion y el efecto
inhibitorio es el mismo patron observado en investigaciones en las cuales se
subraya la importancia de llegar a concentracion Gptimas inhibitorias tanto con otros
agentes patolégicos como con diferentes compuestos activos. En el contexto de la
formacion de biopeliculas en enterococos, se ha demostrado que los antibidticos,
incluso a concentraciones subinhibitorias, pueden promover este fendmeno,
potencialmente conduciendo a una disminuciébn en la susceptibilidad a los
antibiéticos*. En investigaciones sobre poblaciones de Escherichia coli
seleccionadas a concentraciones mas bajas revelaron un desarrollo rapido de

resistencia, aunque con una aptitud global inferior en presencia de antibiéticos*®.

Como se puede observar en la Fig.1, todas las concentraciones del extracto
hidroalcoholico de hojas de P. granatum inhiben el crecimiento de K. pneumoniae,
ademas las concentraciones de 0.56, 1.13, 2.13 y 4.25% generan presentan efecto

diferente y creciente, en tanto las concentraciones de 4.25 y 5.60% muestran efecto
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inhibitorio pero los efectos inhibitorios del crecimiento son estadisticamente iguales,
lo que podria indicar que se generaria un efecto de saturacion del extracto
hidroalcohdlico respecto a las estructuras bacterianas que estaria alterando lo que
conllevaria a una pérdida de su funcionabilidad y por lo tanto la muerte bacteriana.
En un articulo el cual evalia la accion biocida del extracto hidroalcohdlico de C.
pulverulentus también sobre K. pneumoniae muestra que dicho extracto inhibe el
63% de la viabilidad de dicha bacteria a una concentracion de 100 pg/mL (0,01%-
p/v), un 42% en 10 pg/mL (0,001%-p/v), y 36% en 1 pg/mL (0,001%-p/v), no

observandose efecto biocida en concentraciones de 0.1, 0.01 y 0.001 pg/mL%4.

En la investigacion presentada no se podria explicar el porcentaje de inhibicién
dado ya que no se ha realizado como comparacién con algun antibiético estandar
de uso en el tratamiento. Esto fue similar a lo encontrado en el estudio de Ledn-
Buitimea A, sobre C. pulverulentus, en el que se evalud su efecto antioxidante y
antibacteriano en modelos in vitro. Los extractos extraidos del tallo demostraron
fuerte actividad antioxidante, el hidroalcoholico, en especial que inhibié
significativamente el crecimiento micribiano en cepas de E. coli, K. pneumoniae y
Proteus mirabilis. Aunque sugiere el potencial de C. pulverulentus como fuente de
agentes antioxidantes y antibacterianos, se necesita méas investigacion para

identificar los fitoquimicos responsables de dicha actividad.**

En el estudio de Cuervo Salcedo, donde los extractos fueron obtenidos por
maceracion (en frio) y por fracciones con diferentes solventes organicos de
polaridad creciente, desde apolar, muy apolar, polar y muy polar, por lo tanto
obtuvieron 4 extractos de hojas de Drimys granadensis (hexanico, cloroférmico,
aceténico y metandlico); determinaron la CMI sobre bacterias Gram positivas
(Staphylococcus aureus y S. epidermis) y bacterias Gram negativas (K.
pneumoniae y E. coli). Encontrandose que la fraccion metanolica mestré mejor
efecto biocida sobre crecimiento de los cultivos estudiados a partir de 15 mg/mL#7;
Estos resultados muestran alguna similitud con en este trabajo donde se demuestra

gue la concentracion de 4.25% presenta la misma capacidad de inhibicion que la
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concentracion de 5.60%, donde la primera concentracion mencionada demostré ser

la mas efectiva, inhibiendo el crecimiento de K. pneumoniae de manera eficaz.

En tanto, otros investigadores evaluaron la actividad biocida in vitro de diferentes
extractos de los calices, tanto como de Physalis peruviana como de Caesalpinia
pulcherrima también utilizando como cultivo de ensayo a K. pneumoniae y otras
bacterias, encontrando que la CMI para las bacterias en estudio es
aproximadamente 0.256 mg/mL respecto a diferentes extractos (cloroférmico,
etandlico y de éter) obtenidos de los calices de P. peruviana y las flores de C.

pulcherrima®,

En la presente investigacion se encontr6 una CMI 25 mg/mL y una CMB de 50
mg/mL (Tabla 2) y el efecto que produce el extracto hidroalcohdlico de P. granatum
fue bactericida sobre el crecimiento de K. pneumoniae (Tabla 3). Lo cual significa
que mediante estos resultados se determiné que el extracto de las hojas de P.
granatum presenta un efecto bactericida sobre K. pneumoniae por otro lado el
estudio de Pinheiro et al en el cual se demostré que el tratamiento con extracto de
hojas de P. granatum mostré una reduccion significativa en la inflamacion pulmonar
en ratones, marcada por una disminucion de colonias y citoquinas. Estos resultados
resaltan el potencial antiinflamatorio y antibacteriano de dicho extracto*® Esta
revision mencionada puede ser tomada como segunda parte de este estudio
experimental el cual seria poner en estudio el efecto que tendria este extracto en
paciente susceptibles e inmunodeprimidos, no sin antes realizar un estudio
toxicolégico por nosotros mismos y demostrar estos resultados obtenidos.
Verificando por nosotros mismos el efecto que pudiere generar como alternativa en
la medicina complementaria, y si esto podria ser utilizado como complemento al
tratamiento indicado en enfermedades infecciosas resistentes a los antibiéticos,
sobre todo en neumonia por K. pneumoniae, donde esta enfermedad solo puede
ser tratada con cefalosporinas 0 quinolonas, ya que esta bacteria es resistente a
las penicilinas y carbapenos, por ende seria una buena opcién incluir como

alternativa este extracto que podria darnos multiples beneficios en este aspecto.
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Cabe resaltar, que otro varios trabajos muestran a extractos distintos al
hidroalcohdlico o etandlico, como el extracto salino 4, lo que conlleva a una
reflexion importante ya que los solventes utilizados para la extraccion de los
compuestos fitoquimicos son generalmente de grado técnico, comercial o
guimicamente puro y en dichos trabajos no se muestra el grado de los solventes
utilizados; lo que podria explicar en parte la capacidad que tienen éstos para inhibir
el crecimiento bacteriano, ya que se conoce en la obtencion de los solventes se
utiliza materia prima muy contaminada con metales pesados u otras moléculas que
influyen directamente en la actividad ya que quedan formando parte del extracto

cuando se le enfrenta a los organismos indicadores o marcadores.

Una de las moléculas identificadas preliminarmente en el extracto hidroalcohdlico
de hojas de P. granatum son los taninos o compuestos fendlicos. Estos en su
estructura presentan el anillo fendlico, con una alta reactividad y se ha demostrado
gue juegan un rol importante en los vegetales en la defensa contra insectos,
atracciéon de polinizadores, absorcion de luz ultravioleta, entre otros. Al estar
formados por uno o mas anillos aromaticos y grupos hidroxilo, forman diferentes
estructuras quimicas, dividiéndose en distintos grupos: acidos fendlicos,

flavonoides, taninos, estilbenos y lignanos*°.

Por otro lado, los flavonoides han demostrado mayores actividades antibacterianas,
son moléculas complejas, mezcla de polifenoles altamente condensados. Suelen
ser toéxicos para a hongos y bacterias debido a su mecanismo de accién en la
inhibicién de enzimas de los organismos afectados, enlazandose fuertemente a
dichas enzimas; por otro lado, alteran la membrana celular, alterando su estructura
y funcién en el metabolismo celular, también presentan alta capacidad de unirse a
los iones metdlicos, disminuyendo asi la disponibilidad de estos iones para el
desarrollo celular y finalmente presenta la propiedad de precipitar proteinas,
inhibiendo asi toda capacidad de desarrollo celular.
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Por todo lo descrito anteriormente y en otros trabajos de investigacion se puede
afirmar que el extracto hidroalcohdlico de P. granatum es una buena alternativa
para el tratamiento tépico y que probablemente con estudios mas especializados
de la cinética de las biomoléculas presentes en dicho extracto pueda ser utilizado
para infecciones sistémicas, y que probablemente los fitoconstituyentes que se
encuentren las hojas, también estén presentes en el fruto el cual es comestible, por
lo tanto no genere problemas de intoxicacion y alergia, manteniendo los criterios

éticos respecto a la concentracion y el tiempo de tratamiento.
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo a las condiciones de trabajo en la ejecucion dela presente tesis se

puede concluir lo siguiente:

1. El extracto hidroalcohdlico de hojas de Punica granatum inhibe el

crecimiento de Klebsiella pneumoniae, in vitro.

2. El extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum presenta una
concentracion minima inhibitoria (CMI) de 25 mg/mL y una concentracion

minima bactericida (CMB) de 50 mg/mL.

3. El efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum sobre el

crecimiento de K. pneumoniae es de tipo bactericida.
4. Los fitoconstituyentes del extracto hidroalcohdlico de hojas de Punica

granatum identificados cualitativamente fueron compuestos fendlicos

(taninos), flavonoides, esteroides, cardendlidos y alcaloides.
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VIl.  RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos y a la informacién bibliogréafica revisada, se

recomienda:

* Realizar un estudio comparativo de los componentes bioactivos presentes en

las hojas, cascara del fruto y en el endocarpio del fruto mismo.

« Evaluar el aspecto toxicoldgico del extracto hidroalcohdlico de P. granatun en

organismos marcadores animales (Artemia salina o pez cebra).

» Evaluar la dinamica de eliminacion de los biocomponentes que tienen el efecto

bactericida en animales de laboratorio (ratas o ratones).
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ANEXOS

Anexo 1. Tabla de operacionalizacion de variables

Matriz de operacionalizacion de la variables e indicadores.

Tipo de Variable

. Definicion Definicion .
Variable etinicio efinicio Indicador > . ESCALA
Conceptual Operacional Segun su Segun su
naturaleza funcién
V.I: Las Sustancia que se | Preparado Concentraciones | Cuantitativa | Independiente | De
diferentes elabora a partir obtenido por un al intervalo
de macerados en | proceso de '
concentraciones | alcohol etilico de | maceracion, el 0,56%
del extracto dn‘erente_s que se utilizara 1,13%
graduaciones para elaborar
hidroalcohdlico | segln el activo a | soluciones a 2,13%
de hojas de P. extraer. Mediante | diferentes . 4.25%
el proceso de concentraciones.
granatum maceracion en 5,60%
etanol al 70%
durante dias.
V.D.: Proceso que Se define como la | Diametro de Cuantitativo | Dependiente | De
Crecimiento de | mide la eficaciay | minima halos de intervalo
Klebsiella el poder concentracion del | inhibicién
pneumoniae antibacteriano extracto vegetal expresada en
frente a la causante de la (cm).
bacteria de inhibicién -Turbidez del
estudio. bacteriana. tubo
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ANEXO 02: MATRIZ DE CONSISTENCIA

ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO:. Efecto del extracto hidroalcohélico de hojas de Punica granatum sobre el crecimiento de Klebsiella pneumoniae, in vitro

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES/ INDICADORES METODOLOGIA
GENERAL: GENERAL: HIPOTESIS a) V1: Independiente 1. Tipo: basica
] . . 2. Disefio: experimental
-¢Cuél es el efecto de la|- Evaluar el efecto de la concentracion del |- A medida que se |- concentraciones del extracto 3.- Poblacié
concentracién del extracto | extracto hidroalcohélico de las hojas de P.|incrementa 12| higroalcohélico de hojas de P. granatum 2.- Foblacion
hidroalcohdlico de hojas de P. | granatum sobre el crecimiento de K. | concentracion del - extracto hidroalcohdlico de plantas de P. granatum.
extracto

granatum sobre el crecimiento

de K. pneumoniae in vitro

pneumoniae
ESPECIFICOS:

-ldentificar cualitativamente los
fitoconstituyentes contenidos en el extracto
hidroalcohdlico de P. granatum

-Determinar el efecto de cada concentracion
de extracto hidroalcoholico de P granatum
sobre el crecimiento de K. pneumoniae
mediante el método de difusion en agar.

- Determinar la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico
de las hojas P. granatum, sobre K.
pneumoniae

de

granatum, disminuye el
crecimiento de K.
pneumoniae, in vitro

hidroalcohélico . ;
las hojas de P. ¢) V2: Dependiente

- Crecimiento de K. pneumoniae

- Los cultivos de K. pneumoniae.
-Criterios de inclusion: Cultivo puro de K. pneumoniae

puro.

-Criterios de Exclusién: Cultivo de K. pneumoniae
contaminado

4.- Muestra: El cultivo puro reactivado de K.
pneumoniae, este cultivo bacteriano fue donado por el
Laboratorio de Bacteriologia del Departamento de
Microbiologia y Parasitologia de la Fac. dCC. Bioldgicas,
UNT, Trujillo Perd.

5- Técnicas e instrumentos de recoleccion de

datos: Método por difusion en agar y la medicién en cm
de los halos de inhibicion de crecimiento se realizé
utilizando un vernier

6.- Analisis de datos o estadistico: Se determing
el efecto  del extracto hidroalcohdlico de hojas de P.
granatum sobre el crecimiento de K. pneumoniae ,
llevando cabo un andlisis en la medicién del crecimiento |
expresado en cm del crecimiento de P. granatum a
diferentes concentraciones de extracto hidroalcohélico y
se procesaron los datos en base a la prueba de Varianza
Unidireccional (ANOVA), segun el software Infostat.
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ANEXO 03: Tabla de recoleccién de datos del efecto del extracto hidroalcohdlico de hojas

de P. granatum sobre el crecimiento de K. pneumoniae, trabajadas en

condiciones aerobicas a la temperatura de incubacion 36°c por 24 horas.

Concentracion del extracto

hidroalcohélico de hojas de P.

granatum

0.254q disueltos en 2mL Stock 1.... 25.4%

Dilucién al medio Stock 2... 12.7%

Se ha trabajado con una solucion

7.0%.... Stock de trabajo

Medidas del halo de inhibicién de crecimiento de K. pneumoniae

expresado en cm.

REPETICIONES

CI=C ML extracto % Ensayo |Ensayo | Ensayo | Ensayo £ .
= (0} nsayo
1V1=CaVo en 50 pL 1 5 3 4 y
sol.
7%*4uL=X%50uL 4 0.560 1.90 1.80 1.90 1.90 1.80
7%*8uL=X%50uL 8 1.130 2.00 2.20 2.20 2.20 2.10
7%*15uL=X%50uL 15 2.125 2.30 2.30 2.40 2.30 2.40
7%*30uL=X%50uL 30 4.250 2.60 2.60 2.60 2.60 2.70
7%*40uL=X%50uL 40 5.600 2.60 2.60 2.70 2.60 2.70

Fuente de elaboracion propia.

PROMEDIO
(cm)

1.860

2.140

2.340

2.620

2.640
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ANEXO 4: Tabla de recoleccion de datos para la determinacion de la concentracién minima
inhibitoria (CMI) del extracto hidroalcohélico de hojas de P. granatum sobre el

crecimiento de K. pneumoniae.

Concentracion  Crecimiento (turbidez del
Volumen final del extracto _ tubo) de K. pneumoniae

Solucién stock

del extracto Qfgi;g?:tlfnov Repeticiones
hidroalcoholico  CyngVim=ComgVom. ~ (ul) Para determinar 1 2 3
CMI (mg/mL)

127* X=50.0*3 1200 50 - - -

127* X=25.0* 3 600 25 - - -

127* X=12.5* 3 300 12.5 + + +

Stock 1 127* X=6.25* 3 150 6.25 + + +

12,7%

127* X=3.12* 3 75 3.12 + + +

127* X=1.56* 3 37 1.56 + + +

127* X=0.78* 3 18 0.78 + + +

Control de esterilidad (medio sin 0 0 - - -

extracto ni indculo

(+): turbidez, crecimiento de K. pneumoniae
(-): transparente, no crecimiento de K. pneumoniae

Fuente de elaboracion propia.
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ANEXO 5: Tabla de recoleccién de datos para la determinacion de la concentracién minima
bactericida (CMB) del extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum sobre el

crecimiento de kK pneumoniae en medio agar Mueller_Hinton.

Concentracion Minima Bactericida (CMB)
del Extracto hidroalcohdlico de P

hid Elxtrr;l]qtlp ge 9ranatum sobre el crecimiento de K.
Tubo N° | ,r:oa co ot'CO € pneumoniae
-%Z?ril':’)m- repeticiones

1 2 3
1 50 - } )
2 25 + + *
3 12.5 + + *
4 6.25 + + *
5 3.12 + + *
6 1.56 + + *
7 0.78 + + *

(+): crecimiento bacteriano sobre las estrias de siembra en el medio agar Mueller-Hinton

(-): ausencia de crecimiento bacteriano sobre las estrias de siembre en el medio agar
Mueller-Hinton.

Fuente de elaboracion propia.
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ANEXO 6: Tabla de recoleccion de datos de la identificacion cualitativa de los componentes
presentes en el extracto hidroalcohdlico de hojas de P. granatum, segun
marcha de identificacion preliminar de Loock, O. 1996.

Componentes presentes
en el extracto
hidroalcohélico de hojas
de P. granatum

Reactivo Preparacion Respuesta

Compuestos fenolicos Fecl, Sol FeCls 1% +

(taninos)

Flavonoides Shinoda Limaduras Mg/ HClcc +
Liebermann- Alicuotas acido

Esteroides acgt!co/sol.,a.nhldrldo, _ +
Burchard acetico en acido sulfurico

(50:1)

. Baliet Sol. ac. Picrico en etanol
Cardenolidos : 1% + sol. NaOH 10% *
Sol. HgCl, 1.36% + sol. Kl

Alcaloides Mayer/Wagner 5oy +
Sol. I; + sol. Kl 2%

(+): respuesta positiva al reactivo, indica presencia cualitativa del fitoconstituyente de
prueba.

La identificacion se realizd una sola vez.

Fuente de elaboracion propia
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Anexo 8. Evidencia fotogréafica de ejecucién de investigacion

Figura. Obtencion y tratamiento de las hojas de P. granatum.

Fuente de elaboracion propia
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Figura 3 Preparacion del extracto hidroalcohodlico por el método de
maceracion.

Fuente de elaboracion propia.
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Figura 4. Obtencidon de la solucién stock para determinar el efecto del
extracto hidroalcohélico sobre el crecimiento de K. pneumoniae

Fuente de elaboracion propia
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Anexo 4. Carta de donacion de la bacteria de estudio.

CARTA DE DONACION

De: El laboratorio de Bacteriologia del Dpto Acad. de Microbiologia y
Parasitologia, la Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional de
Trujillo, Trujillo Pert.

Para: Dr. Marco Leoncio Salazar Castillo, profesor Principal T.C. de la Facultad
de Ciencias Biologicas, Universidad Nacional de Trujillo.

Asunto: Donacion de un organismo del cepario del laboratorio de Bacteriologia.

Por medio de la presente, el laboratorio del Bacteriologia del Dpto. Acad. de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas, de la
Universidad Nacional de Trujillo, y en su nombre la Dra. Icela Marissa Rodriguez
Haro, otorga en calidad de donacién a favor del Profesor Marco Leoncio
Salazar Castillo (asesor) y Brasilia Estefania Carbonell Olivares (tesista) la
bacteria Klebsiella pneumoniae para realizar investigacion en la tesis titulada
‘Efecto del extracto hidroalcohélico de hojas de Punica granatum sobre el
crecimiento de Klebsiella pneumoniae, in vitro "

Se hace constar que dicha donacion se realiza en forma GRATIUTA Y
DESINTERESADA para los fines antes indicados.

Sin otro particular, quedo de ustedes.

-

elo

Dra. Icela Marissa Rodriguez Haro
Cod. UNT 4008
Laboratorio de Bacteriologia
Dpto. Acad. Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Medicina, UNT Trujillo
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Figura 5. Reactivacion de K. pneumoniae en cultivo puro

Fuente de elaboracion propia
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Figura 6. Efecto de las diferentes concentraciones del extracto
hidroalcohdlico de hojas de P. granatum sobre el crecimiento de K.
pneumoniae

Fuente de elaboracion propia
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