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“Efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de Citrus limon (limén)

sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente. 2015”.

RESUMEN

Objetivo. Evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de Citrus
limon (limén) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente y compararlo con el efecto

antimicrobiano de vancomicina.

Meétodos. Se prepar6 el extracto etandlico de la cascara de Citrus limon en cuatro
concentraciones: 5%(50 mg/ml), 25%(250 mg/ml), 50%(500mg/ml) y 75%(750mg/ml).
Para evaluar la actividad antimicrobiana de C. limon, se expuso a S.aureus meticilino
resistente a las cuatro concentraciones del extracto etanolico, utilizando el método de

Kirby — Bauer (difusion en disco), se compar6 con el control vancomicina.

Resultados. Se determind que S. aureus meticilino resistente, fue sensible a las cuatro
concentraciones del extracto etandlico, al comparar los halos de inhibicion segun la escala
de Duraffourd. Asi mismo, el efecto inhibitorio promedio de la vancomicina sobre S.

aureus meticilino resistente corresponde a la categoria sumamente sensible.

Conclusién. Céascara de Citrus limon (limén) si tiene efecto inhibitorio in vitro sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente, pero es significativamente inferior al

compararlo con vancomicina.

Palabras clave: Citrus limon, Staphylococcus aureus meticilino resistente, efecto

inhibitorio, extracto etandlico.



"In vitro inhibitory effect of ethanol extract of Citrus limon (lemon) peel on methicillin

resistant Staphylococcus aureus. 2015 ™.

ABSTRACT

Objective. To evaluate the in vitro inhibitory effect of ethanol extract of Citrus limon
(Ilemon) peel on methicillin-resistant Staphylococcus aureus and compare the antimicrobial

effect of vancomycin.

Methods. Ethanolic extract of Citrus limon peel was prepared at four concentrations: 5%
(50 mg / ml), 25% (250 mg / ml), 50% (500 mg / ml) and 75% (750mg / ml). To evaluate
the antimicrobial activity of C. limon, exposed to methicillin-resistant S. aureus at four
concentrations of ethanol extract, using the method of Kirby - Bauer (disk diffusion), was

compared with vancomycin control.

Results. It was determined that methicillin-resistant S. aureus was sensitive to the four
concentrations of ethanol extract, comparing the inhibition halos as Duraffourd scale. Also,
average inhibitory effect of vancomycin on methicillin-resistant S. aureus corresponds to

the highly sensitive group.

Conclusion. Citrus limon (lemon) peel does have inhibitory effect in vitro on methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, but is significantly lower when compared with

vancomycin.

Keywords: Citrus limon, methicillin-resistant Staphylococcus aureus, inhibitory effect,

ethanol extract.



1.1.

I. INTRODUCCION

Antecedentes:

Staphylococcus aureus es uno de los patdégenos humanos mas importantes, se
encuentra involucrado en diversidad de infecciones e intoxicaciones, pudiendo
comprometer cualquier érgano del sistema. El tratamiento de dichas infecciones
se ve dificultado por su elevada capacidad de generar resistencia

antimicrobiana.®?

La mayoria de infecciones son leves, en piel y tejidos, como la forunculosis, el
impétigo y la foliculitis; pero puede producir cuadros graves que ponen en riesgo
la vida de los pacientes, como la neumonia necrotizante, la osteomielitis, las
bacteriemias, la endocarditis e infecciones por dispositivos asociados. La llegada
de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SAMR), ha llegado a
ser una preocupacion mayor especialmente en el ambiente hospitalario, esto es por
las hospitalizaciones prolongadas, mortalidad incrementada y costos elevados,

comparados con infecciones debidas a S. aureus susceptible a meticilina.>*

Estudios en el Peru, encuentran una elevada prevalencia de infeccion por SAMR,
de aproximadamente 63,3 %, con rangos de 50-90%. Mientras que, en Bolivia el
porcentaje de SAMR es de 16%, que coincide con los de Ecuador; sin embargo,
son bajos comparados con los reportados por nuestro pais que son los mas altos en

Latinoamérica, pero comparables con los encontrados en Europa (75%).>%7

El mecanismo molecular de resistencia a la meticilina consiste en la sintesis de
una nueva proteina de union a penicilina (PBP2a ) de 78 kDa con baja afinidad
por la meticilina y el resto de betalactdmicos; lo que impide que la meticilina
pueda adherirse al lugar donde va a ejercer la accion de bloquear la enzima
transpeptidasa (cuya funcién en el ciclo de vida bacteriana es sintetizar la pared

bacteriana). El determinante genético de esta proteina es de naturaleza
3



cromosomica (gen mec A). EI gen mec A esta localizado en una isla genomica

movil conocida como Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). *°

Infortunadamente, las opciones terapéuticas para pacientes con infecciones SAMR
son limitadas; lo que conduce a un mayor uso de glucopéptidos como la
vancomicina, ya que todos los betalactamicos incluyendo las cefalosporinas y
carbapenems, extendiéndose a otras familias antibioticas como las quinolonas y
lincosamidas, son inefectivas contra SAMR. Lo que a su vez, origina un
incremento notable de los costos de tratamiento de estas infecciones, pero mas
grave aun la presion selectiva antibiotica que conduce a la generacion de
resistencia a estas drogas, que se evidencia en la actualidad por la aparicion de las
cepas con resistencia intermedia y absoluta a VVancomicina, como lo muestran

diversos reportes. Lo cual subraya la necesidad de nuevos antibiéticos.®*°

El hombre desde la antigliedad ha usado sustancias naturales extraidas de las
plantas para combatir enfermedades; teniendo la ventaja de que no representan un
peligro para la vida y la salud del hombre, como sus homélogos los sintéticos. ™

Segun la organizacién mundial de salud (OMS), cualquier planta que contiene
sustancias que pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o que son precursores
de nuevas drogas semi-sintéticas se conoce como planta medicinal, siendo la

mejor fuente para obtener medicamentos. *?

Citrus limon, es el nombre cientifico del limén, perteneciente a la familia de las
Rutaceas, que se origind en la zona tropical y subtropical sudeste asiatico coman.

Limon es una planta medicinal importante, la cual se cultiva principalmente por
sus alcaloides, que tienen actividad contra el céncer y potencial efecto
antibacteriano, en extractos crudos de ésta y cualquiera de sus partes (raiz, tallo,

hojas, flor o fruto)."***



Los citricos en general contienen polisacaridos, lipidos, tocoferoles, carotenoides,
terpenos, vitaminas, minerales, algunos &cidos org&nicos como &cido citrico o
acido ascorbico y flavonoides (flavononas y flavonoles) que actGan como

antioxidantes. El limén es una buena fuente de vitamina C, potasio y calcio. *>'®

El limén, es uno de los cultivos mas importantes de citrico comercial, cultivada en
todos los continentes del mundo. Dado que el zumo de citricos es menos de la
mitad del peso de la fruta, muy grandes cantidades de subproducto de desechos,
como las céscaras se forman cada afio; las cascaras minimamente utilizadas en
alimentacion animal o fertilizantes, generalmente terminan en rellenos sanitarios y
siendo un problema para las agencias de vigilancia de la contaminacién. Gran
parte del residuo sélido de cascaras y semillas de citricos son una fuente rica de
aceites sin explotar, la cual no es toxica y pueden ser utilizados por la industria

cosmética, alimentaria y farmacéutica. *"*8

Las cascaras de citricos son ricos en nutrientes y contienen muchos fitoquimicos,
estos pueden ser utilizados de manera eficiente como medicamentos. La céascara
del limon es una rica fuente de glicosidos flavonoides, cumarinas, B y y- sitosterol,
glucésidos y aceites volatiles. Ademas, la fibra de citricos también contiene
compuestos bioactivos, tales como polifenoles y flavonas polimetoxilatos, que

contribuyen a su actividad antibacteriana y son raras en otras plantas.™

Los citricos se cultivan en mas de 140 paises en todo el mundo, de los cuales,
naranjas, toronjas y limones son los mas altamente consumidos, llamando la
atencion de los investigadores por su multitud de compuestos bioactivos,
incluyendo a sus cascaras y semillas. Estudios in vitro demuestran actividad
antibacteriana, antiflngica, antiparasitaria, insecticida, antioxidante 'y

antiproliferativa. 2%



El estudio indio de Srividhya y col (2013) evalud la eficacia de extractos de
cascaras de limon, naranja, lima y toronja con disolventes como etanol, acetona,
cloroformo y hexano, contra patégenos comunes del tracto gastrointestinal:
Salmonella spp., Shigella spp. y E. coli, revelando que dichos extractos tienen
mejores efectos inhibidores que los compuestos sintéticos. Ademas, en el
concentrado de extracto de etanol, el limon mostr6 un mejor efecto inhibitorio

sobre la E. coli y Shigella spp. que con los otros citricos con mismo diluyente. %

El estudio malayo de Sekar y col (2013) compara las propiedades antibacterianas
del extracto de metanol de cinco variedades de cascaras de citricos, incluido el
limdn, por el método de difusion en disco. Los resultados indican que el extracto
de metanol de variedades de citricos, mostré6 moderada actividad antibacteriana
hacia Staphylococcus aureus y Escherichia coli, habiendo mejor inhibicion con

las céscaras de mandarina y naranja dulce.

El estudio indio de Dhanavade y col (2011) evalta el efecto antibacteriano del
extracto de las cascaras del limon con diferentes disolventes como etanol, metanol
y acetona. Probando una mayor actividad antibacteriana con el disolvente de
etanol contra P. aeruginosa y S. aureus, en comparacion de otros disolventes

como metanol y acetona. **

El estudio japonés de Miyake y col (2011) identifica y aisla cuatro sustancias
antibacterianas de la cascara del limén, que eran activos contra las bacterias orales
que causan la caries dental y la periodontitis, como Streptococcus mutans,
Prevotella intermedia, y Porphyromonas gingivalis. Las sustancias
antibacterianas que son extraidas son 8-geranyloxypsolaren,  5-
geranyloxypsolaren,  5-geranyloxy-7-metoxicumarina y floroglucinol 1-B-D-
glucopirandsido, que debido a sus propiedades hidrofébicas se extrajeron
eficazmente con etanol y n-hexano, pero no del agua. El etanol fue superior al n-

hexano como disolvente de extraccién para los compuestos anteriores. %



El estudio britanico de Fisher y col (2006), investigo la eficacia de aceites
esenciales y sus componentes volatiles de limon, bergamota y naranja contra una
serie de patogenos trasmitidos por alimentos comunes. Mostraron que los tres
citricos poseen actividad antibacteriana, siendo la bergamota la mas efectiva.
Ademas, encontraron que las bacterias Gram positivas eran mas susceptibles que
las Gram negativas in vitro. De las bacterias Gram positivas ensayadas S. aureus
fue el menos susceptible a tantos los aceites como a los componentes probados. %°

El estudio venezolano de Martinez y col (2003) evalta la actividad antibacteriana
del aceite esencial de mandarina, extraidos de su corteza, usando etanol como
solvente sobre diversos patdgenos. Obtuvo resultados comparables al estudio
britanico de Smith y col en 1998, donde las bacterias Gram positivas demostraron
ser menos resistentes que las bacterias Gram negativas a los aceites esenciales de
mandarina, limdn y naranja. Concluyen que los aceites esenciales de mandarina
tienen actividad antibacteriana del tipo bactericida contra las cepas bacterianas

patégenas: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Bacillussubtilis.?”?®

En el Perd, como en otros paises en vias de desarrollo, las plantas medicinales
representan aun la principal herramienta terapéutica en medicina tradicional. En
los ultimos afios después de un periodo en que la industria farmacéutica se dedicd
exclusivamente a la fabricacién de farmacos de sintesis, hay un cambio a la
biusqueda de nuevos medicamentos de origen herbario. Asi tenemos, la
investigacion de Fernandez y col (2010) en el que evalla efecto fungicida contra
cepas de Candida albicans de los aceites esenciales de eucalipto, orégano, limén y
mandarina. Demostrando efecto fungicida por parte de todos los aceites, incluido

el limén. 2°3°



1.2. Identificacion del Problema:

Las cascaras de citricos en general, tienen propiedades antioxidantes, germicidas,
antitrombdticas, antidiabéticas, etc. Existen diversos estudios donde se ha
demostrado la actividad antibacteriana de muchas plantas y frutos, incluidos los
citricos, tanto en nuestro continente como en los demas; sin embargo, son escasos
los estudios donde la céscara del limén sea la protagonista, a pesar de contener
componentes importantes para ser un potencial agente antibacteriano. Dicho fruto se
encuentra disponible durante todas las temporadas del afio, siendo su zumo muy
utilizado, ya sea en la industria alimentaria 0 cosmética 'y por tanto su cdscara como
residuo en demasia, al que habria de tomar atencion para traer productos Utiles para

la industria farmacéutica. *

Asi, el estudio indio de Pandey y col (2011), se lleva a cabo para averiguar la
actividad antimicrobiana del extracto de cascaras y semillas de limoén con diferentes
disolventes como metanol al 80%, etanol al 70%, acetato de etilo al 100% y agua
caliente, contra bacterias como S. aureus. El resultado del ensayo de susceptibilidad
antimicrobiana, mostré6 prometedora evidencia de efecto antimicrobiano con la
cascara de limén, mas que con la semilla; tanto con el diluyente de etanol o

metanol.*?

1.3. Justificacion:

Debido a la necesidad de conocer las propiedades medicinales de las plantas, ya que
se considera fuente saludable y existiendo poca informacion sobre los efectos
antimicrobianos que presenta la cascara del limon sobre los microorganismos como:
Staphylococcus aureus, causante de enfermedades infecciosas, en diferentes 6rganos
y sistemas del cuerpo; y ocasionando en estas ultimas décadas, alarma en la
poblaciébn médica, por el avance en la resistencia a diferentes medicamentos,
dejandonos con pocas posibilidades terapéuticas; se considera importante la

realizacion de este estudio de investigacion, con la finalidad de comprobar si existe
8



efecto inhibitorio de la cascara de limon sobre S. aureus meticilino resistente. De
probar la hipdtesis, se comunicard el hecho a la comunidad cientifica, para que
tengan en cuenta los beneficios del estudio y divulguen la informacion, a fin de

encontrar nuevas alternativas terapeuticas contra dicho patégeno.

2. FORMULACION DEL PROBLEMA CIENTIFICO:

¢Existe efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de Citrus

limon (limon) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente?

3. HIPOTESIS:

HO: “No existe efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de

Citrus limon (limon) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente”.

H1: “Existe efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de

Citrus limon (limon) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente”.

4. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION:

a. OBJETIVO GENERAL:

Evaluar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etandlico de cascara de Citrus

limon (limén) sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente.



b. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar el efecto inhibitorio del extracto etandlico de céascara de
Citrus limon (limon) en concentraciones de 5%, 25%, 50% y 75%,
utilizando el método de Kirby - Bauer (difusion en disco) sobre
Satphylococcus aureus meticilino resistente.

Comparar el efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de
cascara de Citrus limon (limén) con el de vancomicina sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Il. MATERIAL Y METODO

1. Poblaciones:

Poblacion Muestral
Estuvo constituida por cultivos de Staphylococcus aureus meticilino

resistente ATCC 25923.

. Muestra

Unidad de anélisis

La unidad de andlisis la constituy6 cada una de las placas petris con
cultivos de Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC

25923, sometidas al extracto etandlico de céscara de limon.

10



Unidad de muestreo

La unidad de analisis, fue constituida por los halos de inhibicién
producto del efecto antibacteriano del extracto etandlico de céscara
de lim6n sobre las cepas de Staphylococcus aureus meticilino
resistente ATCC 25923.

Tamarfo de muestra
Se determiné el tamafio muestral con la siguiente formula:
Tamarfo muestral

Se calculé el nimero de halos, considerando que los antibidticos de
uso comun presentan 80% de alta efectividad frente al 28% del

extracto etanélico de cascara de Citrus limon.

n= (Zopt ZP)?(pl.ql +p2.92)

(p1 —p2)?

Donde:

n = NUmero de elementos necesitados en cada uno de los dos grupos
pl= Proporcién estimada con el atributo del grupo 1

p2 = Proporcidn estimada con el atributo del grupo 2

gl=1-pl

g2=1-p2

p2 - p1 = Minimo nivel de diferencia que desea detectar entre los dos

grupos (En estudio y contraste)
11



Zos; = Desviacion normal para error alfa. Para 0,05 y dos colas Zay,=

1.96

7 = Desviacion normal para error beta. Para 0,2 y una cola Z3= 0.84

Reemplazando valores:

pl= 0,80

02= 0,28 (1,96 +0,84)° ((0.80)(0,20) + (0,28)(0,72))

ql= 0,20 M= mrmmmmmmmmemnnm o T
q2= 0,72 (0,80 - 0,28)?

Zoy, = 1,96

R = 0,84 n=10

Con estos datos se determind una muestra de 10 observaciones para cada
concentracion de extracto etandlico de cascara de Citrus limon para Staphylococcus

aureus meticilino resistente.

12



2. DISENO DEL ESTUDIO:

2.1.

Tipo de estudio:

El presente estudio corresponde a un disefio experimental, comparativo.

2.2.  Disefo Especifico:
Gl a: o b: O c:O d: O
NR
G2: 0
Donde:

NR: Sensibilidad del Staphylococcus aureus meticilino resistente a
las concentraciones del extracto etandlico de céscara de limon

y los antimicrobianos.
O: Medida de los halos

G1: Medida de sensibilidad del extracto etandlico de cascara del

limdn sobre el Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Gla: concentracion 5%, G1lb: concentracién 25%, G1c: 50%,
G1d:75%.

G2: Medida de sensibilidad de la Vancomicina sobre el

Staphylococcus aureus meticilino resistente.

13



2.2.1 Disefio experimental:

Preparacion de las concentraciones del extracto etanolico
de cascara de Citrus limon

Céscaras de limén
cortadas en trozos

Gla Glb Glc Gid

5 gr de extracto seco 25 gr de extracto seco 50 gr de extracto seco 75 gr de extracto seco

100 mL de etanol 100 mL de etanol 100 mL de etanol 100 mL de etanol

14



Efecto inhibitorio del extracto etandlico de cascara de Citrus limon sobre
Staphylococcus aureus meticilino resistente, por Kirby - Bauer

Cepas de
SAMR

Colonias jovenes Solucion salina
de SAMR 0,5 Mc Farland

! \ SIEMBRA

Gla: 5% G1b: 25% Glc: 50% G1ld: 75% G2: Vancomicina

A | SR

Halos de inhibicién

15



2.3.  Descripcion de variables y escalas de medicion:

UNIDAD DE TIPO DE ESCALA DE
VARIABLE
MEDIDA VARIABLE MEDIDA
Independiente Concentraciones al
- , 5%, 25%, 50%, 75% Cualitativa Ordinal
Extracto etanolico de cascara de L.
) ., del extracto etandlico.
Citrus limén
Dependiente
Efecto inhibitorio in vitro sobre Dlam.etrc.) 0_|e! ’halo de Cuantitativa De Razén
Staphylococcus aureus meticilino inhibicion
resistente

2.4.  Definiciones Operacionales.

2.4.1. Variable independiente:

Extracto etandlico de cascara de Citrus limon: Extracto con olor

caracteristico, obtenido a partir de la cascara del fruto de C. limén

(limoén), por maceracién en contacto con etanol, seguida de la

eliminacién de dicho solvente por un procedimiento fisico; contiene

los principios activos de la cascara.

2.4.2. Variable Dependiente:

16




» Efecto inhibitorio in vitro:

Capacidad para evitar la reproduccion, crecimiento o producir la muerte de
un microorganismo en condiciones experimentales, fuera de un organismo

vivo. ¥
> Halo de Inhibicion:

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

escala de Duraffourd.

» Escala de Duraffourd: Escala utilizada para determinar cualitativamente el

efecto inhibitorio in vitro, segtin didmetro de inhibicién. *

¢ Nula (-) para un didmetro inferior a 8 mm.
¢ Sensibilidad limite (sensible = +) para un didametro comprendido entre 8 a 14

mm.
e Medio (muy sensible = ++) para un diametro entre 14 y 20 mm.

e Sumamente sensible (+++) para un diametro superior a 20 mm.

3. Procedimientos:

3.1. Obtencién de las cascaras de Citrus limon: Se obtuvieron de una
cevicheria local, las cuales iban a ser destinadas a rellenos sanitarios. Las
cascaras fueron meticulosamente lavadas, ademas se les extrajo todo

rastro de pulpa y jugo que pudo haber quedado.

3.2. Extracto etanolico de cascara de Citrus limon

17



» Método Maceracion:

En un recipiente de vidrio de boca ancha, se colocaron 400 g de céascaras
previamente lavadas y cortadas en trozos de 2 cm x 2 cm. Luego se afiadié 1000
mL de etanol de 80° cubriendo las cascaras y se mantuvo en reposo, en ausencia
de luz y a temperatura ambiente por una semana, agitando esporadicamente el
contenido. EI macerado se filtr6 con papel filtro Whatman No. 5 y el filtrado se
procedio a evaporar en un rotavapor (Heidolph WB 2000) a presion reducida y
temperatura controlada, no mayor a 50°C. Finalmente, el extracto se coloco en
capsulas de porcelana y se llevo a secar a la estufa a 40 °C. De este extracto
seco se prepararon las concentraciones de 5%, 25% 50% y 75% disueltas en
etanol de 80°. Luego se realizo la separacion por concentraciones en frascos de
color ambar, debidamente rotulados y esterilizados en autoclave por 15 minutos
a 121 ° C y a 15 libras de presion. Dichas diluciones se mantuvieron en
refrigeracion a 4°C para su posterior utilizacion.*>%*’
(Ver Anexo N° 2: Fotografias 1,2,3,4,5)

3.3.  Recoleccion de la muestra:

3.3.1. Cepa Bacteriana

La cepa de Staphylococcus aureus meticilino resistente ATCC 25923, fue
obtenida del cepario de la Seccion de Microbiologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Nacional de Trujillo. Una vez obtenida la cepa,
se procedid a reactivarla utilizando caldo tioglicolato y luego fue conservada

en agar soya tripticasa, hasta la realizacion del trabajo experimental.

3.4. Preparacion del inéculo de Staphylococcus aureus meticilino

resistente.

18



Método de suspension directa de colonias

Se utilizé el método de suspension directa de colonias, por ser el mas adecuado

para la preparacion del inéculo.

(1) Se preparé el inoculo en caldo peptonado de las colonias aisladas

seleccionadas de una placa de agar después de 24 horas de incubacion (en un

medio enriquecido, el agar soya tripticasa).

(2) Se ajusto la turbidez de la suspension hasta que sea equivalente al estandar 0,5

3.5.

de la escala de McFarland. Se obtuvo asi una suspension que contiene
aproximadamente de 1 a 2 x 10® unidades formadores de colonias (UFC)/ml
para Staphylococcus aureus meticilino resistente. Para realizar éste paso con
exactitud, se hizo una observacion visual, con luz adecuada para comparar el
tubo del indculo con el estdndar 0,5 de McFarland frente a una tarjeta de

38,39

fondo blanco y lineas negras. (Ver anexo N° 2: Fotografias 6,7)

Prueba de efectividad antibacteriana: Mediante la técnica de Kirby- Bauer
Inoculacion de las placas

(1) Dentro de los 15 minutos después de haber ajustado la turbidez de la
suspension del indculo, se sumergié un hisopo de algodon estéril en la
suspension preparada. Se rotd el hisopo varias veces y presiond por las
paredes internas del tubo por encima del nivel del liquido. Este

procedimiento elimina el exceso de liquido del hisopo.

(2) Se inoculd en la superficie seca de una placa de agar Mueller-Hinton
estriando con el hisopo toda la superficie del agar. Se repitio este
procedimiento estriando dos veces mas el hisopo, rotando la placa
aproximadamente 60° cada vez para asegurar una distribucién homogénea

del indculo. Como paso final, se estri6 el hisopo por el borde del agar.
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(3) La tapa se dejo entreabierta durante cinco minutos, para permitir que el
exceso de humedad de la superficie se absorba antes de aplicar los discos

impregnados con el antibiético. Teniendo en cuenta el area de esterilidad.*”
41

Determinacion del efecto inhibitorio (prueba de susceptibilidad)

Mediante la difusion de discos de Kirby-Bauer, el cual consistio en preparar
discos de papel de filtro estériles, de 6 mm de didmetro cada uno, los cuales
se sumergieron dentro de cada concentracion del extracto de cascara de
limén: 5%, 25%, 50% y 75% por el periodo de 1 hora y media, luego con
una aguja estéril, éstos se colocaron sobre los cultivos de S. aureus
meticilino resistente en las placas petri previamente preparadas; las placas se
mantuvieron en la misma posicion por un periodo de 5 minutos. De la misma

manera, se prepard un control con vancomicina.

Luego de este tiempo las placas se voltearon de posicion y se incubaron a
37° C, durante 24 horas. Todo el procedimiento se llevé a cabo dentro del

didmetro de 10 cm de la llama de un mechero.

Posteriormente, se llevo a cabo la lectura de los resultados, mediante la
inspeccion visual de cada placa. Se efectué tomando el registro en milimetro
de los halos de inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus

meticlino resistente. (Ver anexo N° 2: Fotografias 8,9,10,11,12,13)

Extracto etanolico de
la cascara de limon

] Sensibilidad

> Halos de inhibicion (mm)

Vancomicina
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4. Procesamiento y Analisis de la informacion:

El procesamiento de la informacion fue automatico y se utiliz6 una computadora
Pentium IV con Windows SEVEN vy el Software estadistico IBM SPSS 22.

= Estadistica descriptiva: Para analizar la informacion se construyeron tablas de
distribucion de frecuencias de una entrada con sus valores absolutos. Se calculd
su media y su desviacion estandar.

» Estadistica analitica: Para determinar el efecto in vitro del extracto etandlico
de la cascara de limon sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente, se
utilizé un analisis de varianza de un disefio completamente aleatorizado para el
efecto antibacteriano analizado por el halo de inhibicion, luego se hizo una
prueba de comparaciones multiples: Prueba Duncan, ambas con un nivel de

significancia del 5%.

Todos estos datos fueron procesados de manera automatizada con el soporte del

software estadistico IBM SPSS versién 22.

5. CONSIDERACIONES ETICAS:
El proyecto de investigacion se present6 para consideracion, comentario, consejo y
aprobacién a los comités designados por la Facultad de Medicina de la UPAO.

Al realizar la investigacion se tuvo en cuenta principios de bioseguridad, prestando
atencion adecuada a los factores que puedan dafar el medio ambiente. Declaracién

de Helsinki 11. %2
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I11.  RESULTADOS

El presente estudio experimental in vitro cuyo proposito fue determinar el efecto inhibitorio
del extracto etandlico de cascara de C. limon, a diferentes concentraciones, sobre S. aureus

meticilino resistente y posteriormente compararlo con el efecto de la Vancomicina.

Después de realizar la prueba de susceptibilidad y medir los halos de inhibicién, se

obtuvieron los siguientes resultados:

Para el grupo 1, S.aureus meticilino resistente es sensible a las diferentes concentraciones
del extracto etandlico C. limon debido a que el promedio de los diametros de los halos de
inhibicidén son mayores a 8 mm segun la escala de Duraffourd, como se observa en la tabla
N°1, N°3 y gréafico N°1. Sin embargo, como apreciamos en la tabla N° 1, a la concentracion
de 5% y 25%, que corresponden a los subgrupos Gla y G1b, se encuentran algunos halos
(2) de 7 mm de diametro, lo cual nos haria dudar de que los didmetros superiores
encontrados hayan sido producto del azar; sin embargo, esa suposicion, la cual nos haria
rechazar la hipotesis nula siendo cierta, tiene poca significancia estadistica, ya que en la
tabla N° 4 donde se realiza el Andlisis de Varianza, tenemos un valor de P de 4.5573E-33
(0,000) Ia cual nos da una seguridad del 95% de que nuestra hipdtesis alternativa es cierta.
Por tanto, S. aureus meticilino resistente es sensible a las 4 concentraciones del extracto
etandlico de cascara de Citrus limon, correspondiendo todas ellas, a la categoria de sensible
segun Duraffourd.

Para el grupo 2, observamos que, en la tabla N°2 y N°3, el efecto inhibitorio promedio de
la Vancomicina sobre Satphylococcus aureus meticilino resistente corresponde a la

categoria sumamente sensible, segun la escala de Duraffourd.

Posteriormente se realizé la prueba de Duncan, tabla N° 5, para comparar el efecto
inhibitorio entre los subgrupos del grupo 1 (G1a, G1b, G1c, G1d) y a la vez con el grupo 2,

donde se observa que existe diferencia estadistica significativa entre los promedios de los
22



halos de inhibicion hallados, en algunas de las concentraciones del extracto etanolico de C.
limon utilizada (P < 0,05); es decir, la certeza de que mientras mayor sea la concentracion
del extracto etandlico de C. limon mayor es el diametro de halo de inhibicion, es decir
aumenta el efecto inhibitorio sobre S.aureus (efecto dosis dependiente). Sin embargo,
como fue dicho, este efecto tiene diferencia estadistica significativa solo entre algunas de
las concentraciones. Asi, se observa que el extracto etandlico al 5% tiene diferencia
estadistica significativa con el extracto etanolico al 50% y al 75%, pero es semejante con el
de 25%. A su vez, el extracto etanolico concentrado al 25% tiene diferencia estadistica
significa con el extracto etandlico al 75%, pero no con el extracto al 5% o al 50%. Mientras
qué, el extracto etandlico al 50%, tiene diferencia estadisticamente significativa solo con el

extracto al 5%.

La Vancomicina (G2), por el contrario, tiene diferencia altamente significativa comparado
con las cuatro concentraciones del extracto etandlico de céscara de C. limon en la
inhibicion de SAMR. En la grafica N° 1 podemos observar y corroborar este hecho, la linea
de halos de inhibicién de SAMR se eleva discretamente con las diferentes concentraciones

del extracto etanolico de cascara de limon y se despega con la vancomicina.
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Tabla N° 01: Efecto inhibitorio promedio del extracto etandlico de cascara de Citrus limon
(limdén) utilizando el método de Kirby - Bauer (difusion en disco) sobre Staphylococcus

aureus meticilino resistente

Halos de inhibicion en mm
del efecto inhibitorio in S 25 50 75

vitro de Concentracion del (Gla) | (G1b) | (Glc) | (G1d)
extracto etanodlico %

1 9 8 10 11

5 7 10 10 8

Numero de
repeticiones 6 7 ) 10 10
7 8 9 8 10
8 8 10 9 11
9 9 7 9 11
10 8 8 10 11
Promedio 83 | 88 | 95 | 10,2

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.

El efecto inhibitorio promedio del extracto etanolico de cascara de Citrus limon (limén)
sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente corresponde a la categoria sensible,

segun la escala de Duraffourd.

24



Tabla N° 02: Efecto inhibitorio promedio del antibiético Vancomicina sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente

Control
Aislamientos Vancomicina

(G2)
1 23
2 23
3 21
4 24
NuUmero de 5 23
repeticiones 6 23
7 26
8 25
9 23
10 26

Promedio 23.7

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.

El efecto inhibitorio promedio de la VVancomicina sobre Satphylococcus aureus meticilino

resistente corresponde a la categoria sumamente sensible, segun la escala de Duraffourd.
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TABLA N° 3: Diametro promedio del halo del efecto inhibitorio del antibidtico
Vancomicina y diferentes concentraciones del extracto Etandlico de cascara de C. limon
sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Grupos de ni Media Desv. Est.
Investigacion
5% 10 8.3 0.95
25% 10 8.8 1.03
50% 10 95 0.85
75% 10 10.2 1.03
Vancomicina 10 23.7 1.57

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.

TABLA N° 4: Andlisis del varianza del efecto inhibitorio del extracto Etanélico de cascara
de C. limon sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente.

FV SC al CM F P
Tratamiento  1702.6 4 425.65 342.652 0,000
Error 55.9 45 1.24
Total 1758.5 49

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.
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TABLA N° 5: Comparacion multiple del efecto inhibitorio del extracto Etanolico de
cascara de C. limon y antibiotico, mediante la prueba de Duncan sobre Staphylococcus
aureus meticilino resistente.

Insgstf[?goagfén i Grupo para alpha = 0.05
Gla Glb Glc G1d
5% 10 8.3
25% 10 8.8 8.8
50% 10 9.5 9.5
5% 10 10.2
Vant(:grg)icina 10 237

Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.
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GRAFICO N° 1: Media del didmetro de los halos de inhibicién en mm en funcién de

cuatro concentraciones del extracto etandlico de Citrus limon sobre Staphylococcus aureus

meticilino resistente y control con Vancomicina.
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Fuente: Datos obtenidos por el grupo investigador, afio 2015.
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IV. DISCUSION

A lo largo de la historia de la humanidad, muchas enfermedades infecciosas han
sido conocidas por ser tratadas con remedios herbales. Los productos de hierbas
naturales, ya sea como compuestos puros o como extractos de plantas, siempre
genera la oportunidad de nuevas drogas potenciales, la diferente estructura quimica
y nuevos mecanismos de accion, esto cobra gran importancia debido al aumento en
la incidencia de nuevas enfermedades infecciosas, asi como el creciente desarrollo
de resistencia a los antibidticos tradicionales. Los principios activos contenidos en
las plantas pueden ser extraidos mediante diversas técnicas extractivas, siendo el
etanol un solvente eficaz. Es asi que, el efecto antibacteriano de los extractos puede
variar desde la inhibicion completa o parcial del crecimiento microbiano hasta la

accion bactericida.*>**

La presente investigacion demostrd la actividad antimicrobiana del extracto
etanolico de la cascara de C. limon frente a Staphylococcus aureus meticilino
resistente utilizando el método de Kirby - Bauer (difusion en disco). Se determin6
que el grupo 1, extracto etanolico de la cascara de C. limon, tuvo efecto inhibitorio
in vitro frente a SAMR al comparar los halos de inhibicion segun la escala de
Duraffourd, para las 4 concentraciones utilizadas (Gla, Glb, Glc, G1d),
correspondiendo a la categoria sensible. Ademas, se observé que hubo una

diferencia dosis dependiente, debida a que las comparaciones entre algunas de las
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concentraciones mostraron tener diferencia estadistica significativa, sin embargo al

compararlo con la Vancomicina, grupo 2, ésta Gltima mostré un efecto superior.

Los resultados obtenidos se contraponen con los resultados encontrados por Pandey
y col (2011) que hallaron actividad antimicrobiana frente a Staphyococcus aureus
en el extracto etanolico de céscara de C. limon concentrado al 70%, con halos de
inhibicion promedio de 21 mm, mientras que en el presente trabajo el mayor
promedio de halos es de 10,2 mm con el extracto etandlico al 75% (G1d). Esto, tal
vez deba su causa, a diferencias en el método de la preparacién del extracto, donde
en el trabajo referencial, se molieron las cascaras antes de ser maceradas, luego
permaneciendo en reposo solo durante 4 dias. También puede deberse a la edad de
los frutos de donde se obtuvieron sus cascaras. Otra posibilidad, podria ser que el
microorganismo con el que trabajaron, fue una cepa de S. aureus susceptible a

meticilina. *?

La actividad antimicrobiana de C. limon, se puede explicar por el gran contenido de
compuestos fendlicos, sobre todo los flavonoides que posee la cascara del fruto, que
si bien es conocida por su poder antioxidante también es importante como
antibacteriano. Los tres tipos de flavonoides presentes en los citricos son:

flavanonas glicosidicas, las flavonas polimetoxiladas y los flavonoles.*>°

La actividad antibacteriana de los flavonoides se realiza gracias a la inhibicion de la
sintesis de acidos nucleicos, para lo cual los autores sugieren que el anillo B de los
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flavonoides pueden jugar un papel en la intercalacion o enlace de hidrdégeno con el
apilamiento de las bases de los acidos nucleicos, lo cual inhibiria la sintesis de ADN
y ARN. Otro mecanismo seria dafiando la membrana celular bacteriana, esto se
explica mediante dos teorias: perturbando la bicapa lipidica mediante la penetracion
directa de estas y mediante la disrupcion de la funcion de barrera; con lo que se
ocasiona la salida de los componentes celulares, lo cual se produce sobre todo en
organismos Gram positivos como Staphylococcus aureus. Los licocalcones, otro
tipo de flavonoides, inhiben el metabolismo energético, mediante la fuerte

inhibicion de la NADH-citocromo ¢ reductasa.*’#84°

Segun los resultados obtenidos, C. limon abre nuevas posibilidades en el campo de
la investigacion clinica y farmacoldgica, quizas no siendo una alternativa, pero si un
complemento natural, eficiente y de bajo costo, para el tratamiento de las maltiples
infecciones que se producen por S.aureus y aprovechando un material destinado al

desecho, con respaldo cientifico.
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V. CONCLUSIONES

1. Extracto etanolico de cascara de Citrus limon (limon) si tiene efecto inhibitorio in

vitro contra Staphylococcus aureus meticilino resistente.

2. El extracto etandlico de la cascara de Citrus limon (limén) tiene efecto inhibitorio in
vitro utilizando el método de Kirby — Bauer sobre una cepa de Staphylococcus

aureus meticilino resistente en las cuatro concentraciones utilizadas.

3. Los halos de inhibicion promedios producidos por el extracto etandlico de céascara
de C. limon en las 4 concentraciones, pertenecieron a la categoria de sensible segun

la escala de Duraffourd.

4. El efecto inhibitorio del extracto etandlico al 5%, 25%, 50% y 75% de cascara de
Citrus limon es significativamente inferior al efecto de Vancomicina sobre

Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar otros solventes en los extractos de C. limon para comparar

con el extracto etanolico y determinar la efectividad de los diversos solventes.

Se recomienda probar el efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de C. limon.

Se recomienda aislar los principios activos causantes de la actividad antimicrobiana

de Citrus limon.

Se recomienda realizar pruebas in vivo para valorar la efectividad y la toxicidad que
pueden proporcionar los componentes activos de Citrus limon, asi como la dosis

terapéutica para la poblacion humana.
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ANEXOS



ANEXO N°1: Diametros de halos de inhibicion en mm del extracto etanélico de
cascara de C. limon en cuatro concentraciones sobre S.aureus. Control 1:
vancomicina, control 2: solucion salina.

Halos de inhibicion en mm
™| 5 [ m | || e
extracto etandlico %
1 9 8 10 11 23
2 10 10 11 9 23
3 8 9 9 11 21
4 9 9 9 10 24
NUmero de 5 7 10 | 10 8 23
repeticiones 6 7 3 10 10 23
7 8 9 8 10 26
8 8 10 9 11 25
9 9 7 9 11 23
10 8 8 10 11 26
Promedio 83 | 88 | 95 | 10,2 23,7

FUENTE: datos obtenidos por el investigador, afio 2015.



ANEXO N° 2: IMAGENES

Fotografia 1.- Seleccion de las céascara de
limén, cortadas en trozos de 2 cm x 2 cm

Fotografia 3.- Filtrando el
macerado con papel filtro
whatman N°5.

Fotografia 2.- En un recipiente de boca
ancha se cubrird con etanol de 80°, se
dejara en reposo y en ausencia de luz.

Fotografia 4.- Concentracion del extracto
etanolico en un equipo de rotavapor a una
temperatura de 40 °C.
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Fotografia 6.-  Preparacion del
in6culo bacteriano.

Fotografia 5.- (de izquierda a
derecha) Macerado de limon,
las 4 concentraciones de
extracto etanolico: 5%, 25%,
50% y 75%, vy extracto
etandlico de limo6n sin
concentrar.

Fotografia 7.- Comparando que la
turbidez sea semejante al tubo N° 0,5 de
la escala de McFarland.

Fotografia 8.- Discos de papel filtro
sumergidos dentro de cada concentracion de
extracto etanoélico y en el control de vancomicina.

Fotografia 9.- Colocacién de los discos
de difusion en las placas previamente
inoculadas.
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Fotografia 10.- Halos de inhibicion en la
concentracion de 5% de extracto etandlico de
cascara de C. limon. En el centro control de
vancomicina.

Fotografia 11.- Leyendo los halos de
inhibicion en la concentracion de 25% de
extracto etandlico de cascara de C. limon.
En el centro control de vancomicina.

Fotografia 12.- Halos de inhibicion en la
concentracion de 50% de extracto etandlico
de cascara de C. limon. En el centro control
de vancomicina.

Fotografia 13.- Halos de inhibicion en la
concentracion de 75% de extracto etandlico
de cascara de C. limon. En el centro control
de vancomicina.
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