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RESUMEN

OBJETIVO: Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del jugo de limén criollo (Citrus
aurantifolia Swingle), persa (Citrus latifolia Tanaka) real (Citrus limén Burm), lima (Citrus limetta
Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®) contra Staphylococcus aureus meticilino
resistente (aislado clinico) y Streptococcus 8-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 de octubre
a noviembre del 2017. POBLACION Y METODOS: Estudio experimental realizado en el
Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas, USAC, mediante el
método de Bauer Kirby con impregnacién de discos de papel filtro y adaptacién del método a
gota directa en medio de cultivo Mdieller Hinton agar utilizando jugo de citricos a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100%. RESULTADOS: Cuatro variedades de jugo de limén
con la técnica 1 presentaron efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus B-hemolitico del
grupo A, a partir de la concentracién al 75% y con la técnica 2 se logré a partir del 50%. El jugo
de limon real mostro el mayor halo de inhibicion. Los citricos estudiados no son eficaces para
la inhibicién in vitro de Streptococcus B-hemolitico del grupo A y Staphylococcus aureus
meticilino resistente, para dicha conjetura se aplicé la prueba de Wilcoxon, y se obtuvo un valor
p de 0.8. CONCLUSIONES: Todas las variedades de jugo de limén estudiadas presentan
efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC 19615, pero

ninguna de ellas supera la eficacia antibacteriana in vitro del control positivo de azitromicina.

PALABRAS CLAVE: Bacterias, eficacia, inhibicion, in vitro, jugo de limén.
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1. INTRODUCCION

Guatemala presenta un rico acervo de conocimientos acerca del uso de plantas
medicinales, herencia cultural que prevalece a través del tiempo, razén por la cual se

aprovecha y utiliza gran variedad y riqueza natural de especies vegetales con fines

. . ’ . - 1‘2
curativos, gracias a su facil acceso y bajo costo.

En la actualidad el uso de la medicina tradicional en la poblacién guatemalteca
ha aumentado principalmente ante la falta de cobertura de servicios de salud, falta de
acceso a los medicamentos antimicrobianos por su alto costo. Tal es el caso del jugo de
los citricos los cuales se utilizan empiricamente en el tratamiento de faringoamigdalitis
de origen bacteriano. Dicha patologia es frecuente en los servicios de atencién primaria

en salud representando el 50% de las consultas por infecciones de la via respiratoria

. . . - . 37
superior, siendo la poblacion pediatrica la mas vulnerable.

Considerando lo anterior se realiz6 una revision de literatura nacional, donde se
evidencié la falta de estudios que describan la accién antibacteriana del jugo de las
variedades de limén: criollo (Citrus aurantifolia Swingle), persa (Citrus latifolia Tanaka),
real (Citrus limonum Burm), lima (Citrus limetta Risso), jugo de limén comercializado
(Rabinal®) y jugo de lima contra los patégenos frecuentemente asociados a infecciones
respiratorias de la via superior en este caso: Streptococcus B-hemolitico del grupo A a

ATCC 19615 y Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Lo cual condujo a la siguiente interrogante: ¢ Cual es la eficacia antibacteriana in
vitro del jugo de limén persa (Citrus latifolia Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle),
limén real (Citrus limonum Burm), lima (Citrus limetta Risso) y jugo de limon
comercializado (Rabinal®) en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% contra
Staphylococcus aureus meticilino resistente y Streptococcus -hemolitico del grupo A a
ATCC 19615?.

Con la finalidad de responder dicha interrogante se plantearon los siguientes
objetivos: determinar la eficacia antibacteriana in vitro del jugo de limon persa (Citrus
latifolia Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle), limén real (Citrus limonum Burm),

lima (Citrus limetta Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®); comparar el efecto
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inhibitorio del jugo de las variedades de citricos a estudio y del jugo de limoén
comercializado (Rabinal®) a concentraciones de 25, 50, 75 y 100%. Comprobar las
variedades de citricos que presentan mayor efecto inhibitorio, determinar la concentracién
minima de jugo de los citricos a estudio que presenten efecto inhibitorio in vitro contra
Staphylococcus aureus meticilino resistente y Streptococcus B-hemolitico del grupo A.

Para lograr estos objetivos se realizé un estudio experimental en el laboratorio
clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de Ciencias Médicas
de la Universidad de San Carlos de Guatemala durante el periodo octubre-noviembre
de 2017. Los resultados del presente estudio serviran para generar informacion
cientifica que documente las propiedades antibacterianas in vitro del jugo de los citricos

a estudio.



2. MARCO DE REFERENCIA

2.2 Marco de antecedentes

En el afio 1991 en Guatemala se realizd un estudio experimental para validar
cientificamente el uso de plantas medicinales, previamente se hizo tamizaje de las
plantas con mayor uso en el pais, se determiné la actividad antibacteriana in vitro de
154 plantas de uso popular para el tratamiento de infecciones entre ellas Citrus
aurantifolia; se realizaron extractos utilizando como solvente n-hexano, acetona y etanol
en nueve especies de bacterias entre las cuales figura Staphylococcus aureus mediante
la utilizacion de método de difusion en agar. Los extractos del fruto de Citrus aurantifolia
mostraron actividad antibacteriana contra Staphylococcus aureus.?

En India durante el afio 2011 con el objetivo de evaluar la composicion
fitoquimica y la actividad antimicrobiana in vitro del Citrus limén (cascara, semilla y jugo)
en bacterias: Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa y
hongos: Candida albicans, M. canis, T. rubrum y A. niger se realiz6 un estudio
experimental haciendo uso de extractos de etanol, acetato de etilo y agua caliente de
cascaras, semillas y jugo de limén respectivamente. Se determiné que el extracto
etandlico de la céscara presentd una concentracion inhibitoria minima de 2,4mg/ml
contra Staphylococcus aureus. El extracto metandlico y etandlico de la cascara y semilla
y del jugo de limén mostraron una zona de inhibicion de 23mm, 25mm y 28mm
respectivamente, contra Pseudomonas aeruginosa y la menor inhibicion estuvo dada
por el extracto de agua caliente de cascaras de limon. En el andlisis fitoquimico se
aislaron los siguientes compuestos: en las semillas: taninos, glucosidos, azlcar y
flavonoides mientras que las saponinas y flabotaninos estaban ausentes. En la cascara:
se aislaron taninos, azucar reductor y flavonoides y al igual que en las semillas, los

glucésidos, saponinas y flabotaninos también estaban ausentes. °

Un afio después en el mismo pais se realizé otro estudio experimental, con el
fin de comprobar la eficacia antibacteriana in vitro de Citrus aurantifolia Linn contra
Staphylococcus aureus en cultivo agar, mediante el método de difusion; se hizo uso de
extractos de la hoja con la técnica de maceracién usando como disolventes cloroformo
15%, etanol 18%, acetona 09%, éter de petréleo 11% e hidroalcohol 24%. El estudio

demostré que el extracto hidroalcohdlico de la hoja present6 actividad antibacteriana
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con un porcentaje de inhibicion de 85.7% (12mm), en comparacion con gentamicina
(14mm).10

En el afio 2015 en Peru se realizd un estudio experimental, con el fin de
determinar el efecto inhibitorio del jugo y desecado de limén Citrus aurantifolia en
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Para evaluar y comparar el efecto
inhibitorio in vitro en cepa de Staphylococcus aureus en cultivo de agar, se utilizé jugo
de Citrus aurantifolia a concentraciones de 10, 20 y 30% durante 30, 60 y 90 minutos y
desecado del jugo a concentraciones de 3, 6 y 9% durante 5, 10 y 15 minutos. La
concentracion inicial de Staphylococcus aureus fue de, 7.5x10’UFC/ml, con el jugo a
concentracion del 10% durante 30 minutos se observé una disminucién de 5.75x10°
UFL/ml y al 30% en 90 minutos fue de 18.5 UFC/ml; con respecto al desecado del
jugo se obtuvo a concentracion del 3% en cinco minutos, 7.45x10* UFC/mly al 9% en
15 minutos 3.13x10® UFC/ml. La disminucién de la concentracién de Staphylococcus
aureus (UFC/ml) fue proporcional a la concentracién y tiempo de exposicién del jugo y
desecado de jugo respectivamente. El desecado de Citrus aurantifolia resulté ser mas

efectivo que el jugo para inhibir el crecimiento bacteriano.!!

Durante el afio 2015 en Peru se realiz6 otro estudio experimental haciendo uso
del extracto etandlico de céscara de Citrus limén (limén), determinar la actividad
antimicrobiana in vitro de Citrus limén en cepas de Staphylococcus aureus meticilino
resistente en medio de Kirby Bauer mediante difusion en disco, se hizo uso de
extracto etandlico de la céscara a concentraciones de 5%, 25%, 50% y 75%
utilizando vancomicina como control positivo. Los cuatro extractos etandélicos mostraron
actividad inhibitoria contra la bacteria a estudio. El extracto al 75% mostro mayor
actividad antimicrobiana con halos de inhibicién de 10.2mm. El efecto antibacteriano de

los extractos etandlicos fue inferior a la vancomicina.?

En el afio 2016 en Nigeria se realizd un estudio experimental para evaluar la
actividad antimicrobiana del Citrus limon contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A
y Staphylococcus aureus, en medio de difusion agar-sangre se inocularon 0.5ml de
cada bacteria, se hizo uso de la semilla y cascara de limon utilizando extractos acuoso,
metandlico y etandlico. Las concentraciones 3.13mg/ml, 6,25mg/ml, 12,5 mg/ml,
25mg/dl y 50mg/dl mostraron inhibicion del crecimiento de las bacterias a estudio con

los extractos etandlico y metandlico de la semilla y céscara respectivamente y del
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extracto acuoso de la semilla Gnicamente la concentracion de 50mg/ml mostré actividad
inhibitoria contra Staphylococcus aureus. Las concentraciones minimas con accion
bactericida de los extractos de metanol y etanol de las semillas contra Streptococcus
pyogenes fueron de 6.25 mg/ml, contra Staphylococcus aureus fueron de 6.25mg/ml
con el extracto metandlico, de 3.125mg/dl con el extracto etandlico. Los extractos de

la semilla mostraron mayor actividad antibacteriana que los de la cascara.*®

Durante ese mismo afio en Nigeria, se realizd otro estudio experimental para
determinar la composicion fitoquimica y las propiedades antifingicas y antibacterianas
del concentrado de jugo de cuatro variedades de citricos: mandarina, limén, lima y uva.
Se evaluaron las actividades antimicrobianas contra cinco bacterianas una de ellas fue
Staphyloccocus aureus y tres cepas de hongos. Los resultados del analisis fitoquimico
revelaron la presencia de alcaloides, flavonoides, esteroides, terpenos, saponinas,
glucésidos cardiacos, y azUcares reductores. La concentraciéon inhibitoria minima del
concentrado de jugo de limén fue de 25ug/ml y la concentracion bactericida minima fue

de 50 pg/ml contra Staphylococcus aureus.'*

En el afio 2016 en Arabia se realizO un estudio experimental y analisis
fitoquimico, haciendo uso de las hojas de Citrus aurantifolia para evaluar la actividad
antibacteriana in vitro contra cepas multiresistentes: Klebsiella pneumonia,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Proteus vulgaris. Dentro de la
composicion fitoquimica de la hoja se aislaron saponinas, antraquinonas y compuestos
fendlicos. Se Demostré que las cepas bacterianas a estudio mostraron leve o ninguna

sensibilidad ante el extracto metandlico de las hojas.*

En el afio 2017 en Brazil se realiz6 un estudio experimental y un analisis
fitoquimico de la cascara de limon Tahiti (Citrus latifolia Tanaka), para determinar el
efecto inhibitorio del limén Tahiti contra Staphylococcus aureus se hizo uso de los
extractos de acuosos frios y calientes, extracto etandlico de la cascara y del aceite
esencial comercializado del limén. Se comprob6 que el extracto etandlico al 10 y 20%,
mostré mayor actividad inhibitoria en Staphylococcus aureus que los extractos acuosos.
El extracto acuoso al 10% a temperatura ambiente presentd mayor actividad inhibitoria

en comparacion con el extracto acuoso caliente al 100%. Los extractos etandlico y



acuoso en comparacion con el aceite esencial comercializado mostraron mejor actividad

inhibitoria.*®
2.2 Marco teérico

2.2.1 Teoria del germen microbiano

Con las contribuciones de Pasteur, Koch a finales del siglo XIX propone la
teoria del germen microbiano la cual supone la implicacion de gérmenes microbianos en

la etiologia de la enfermedad. 57

2.2.2 Teoria de las balas mégicas

A finales del siglo XX, Erhlich desarrolla la teoria de las balas magicas, al referirse
a la toxicidad selectiva que presentaban las sustancias quimioterapéuticas (presentes
antes que los antibiéticos), hacia los microorganismos patégenos pero no hacia las

células humanas.617

2.2.3 Teoria de Fleming

Con el descubrimiento de la penicilina, realizado por Fleming en 1928, el primer
compuesto de origen natural que presenta actividad antibacteriana, descubierta de
manera particular al observar como la presencia de un moho que invadia una placa de
cultivo inhibia el crecimiento de Staphylococcus aureus. Se sembraron las bases para
gue la industria farmacéutica iniciara la produccion de nuevos antibioticos para el

tratamiento de enfermedades de origen infeccioso. 1%’

2.3 Marco conceptual

2.3.1. Especies de citricos

Las especies de citricos del género de Citrus limon, pertenecen a la familia de
las Rutaceas, esta especie se origind en el sudeste de Asia: principalmente en el
noreste de India. Dentro de su composicion se incluyen: vitaminas especialmente las del
complejo B1, 2, 3y 6, minerales, carotenoides, azucar, polisacaridos, acidos organicos:

citrico, malico, férmico y acético, lipidos y compuestos bioactivos: Fendlicos, flavonoides



y lemonoides que le confieren propiedades antimicrobianas las mismas estan presentes
en el jugo de los citricos gracias al gran contenido de vitamina C, acido citrico y
minerales. %1115

2.3.2. Componentes del jugo de limén con propiedades antibacterianas

El jugo de limén es rico en &cidos: citrico, malico, acético y formico que le
confieren pH acido (2.4), lo cual contribuye a la inhibicion de la actividad de las
enzimas y proteinas transportadoras de la bacteria y ocasiona desequilibrio de la
membrana citoplasmatica bacteriana, la cual se encarga de mantener la adecuada
actividad enzimética a través de la regulacion de la concentracion y del equilibrio
hidroelectrolitico (carga positiva en el medio extracelular (H), la carga negativa en el
medio intracelular (OH)). Los acidos del jugo de limén entre ellos el 4cido citrico se unen
a los cationes divalentes de la membrana citoplasmatica, para modificar su
permeabilidad y facilitar el paso de los 4cidos mediante transporte pasivo hacia el
interior de la bacteria dando como resultado la coagulacion de proteinas y descenso del

pH interno, que va desde 5.5 hasta 5 lo cual ocasiona la muerte de la bacteria.!

2.3.3.Citrus aurantifolia Swingle

Reino: Plantae. Clase: Magnoliopsida. Subclase: Rosidae. Orden: Sapindales.
Familia: Rutaceae. Género:Citrus. Especie: aurantifolia. Su nombre cientifico es
Citrus aurantifolia Swingle, sus hombres comunes son: “lima, limén agrio, limén liso o
limonero (México), citronvert (Francia), limette o limone (Alemania) y limeira
(Portugal)”.8

2.3.3.1 Composicion fitoquimica

En el fruto se han identificado compuestos: alcaloides; monoterpenos; o-
terpineno, 3a,[3-pineno, mirceno, p-mirceno, terpinoleno, metilantranilato, flavonoides:
Heterosidos; flavonicos como hesperidosido; flavon: diomdsido; principios amargos;
sesquiterpenos: limoneno”.®2 En la corteza se han aislado: aceite esencial: derivados
terpénicos: limoneno, linalol, nerol. Cada 100g de jugo contiene: vitaminas: niacina
0.1mg, tiamina 0.02mg, riboflavina 0.02 mg, acido ascdrbico 25.0 mg. minerales: calcio

13.0 mg, fésforo 1.0 mg, hierro 0.4 mg. agua 91.8 g, proteina 0.3 g, cenizas 0.3 g,



grasa 0.3 g, carbohidratos 6.3g y fibra 1.0 g. a diferencia del aceite, el jugo de limén
no contiene &cidos volatiles; el acido citrico y acético, le confieren efectos

antimicrobianos.®19%

2.3.4. Limén persa
Clase: Dicotiledoneas. Sub-clase: Arquiclamideas. Orden: Geraniales. Sub-
orden: Geraniineas. Familia: Rutaceae. Subfamilia; Aurantioideas. Género: Citrus.

Especie: latifolia.?

Su nombre cientifico es Citrus latifolia Tanaka, sus nombres comunes son: lima,
limén Tahiti y las principales especies son la Tahiti, Bearss, Hawaii, petrolera y cayena

lisa.?223

2.3.4.1. Composicion fitoquimica

Cada 100g del fruto comestible contiene: vitaminas: B3 (niacina) 0.2 mg, Bl
(tiamina) 0.04 mg, B2 (rivoflavina) 0.02 mg, B6 (piridoxina) 0.6 mg, acido ascoérbico 29.1
g. Minerales: fésforo 18 mg, hierro 0.60, magnesio 6 g. acido fdélico 8mg, acido

pantoténico 0,2mg, &cido citrico 7.50mg.%*

2.3.5. Limén real

Reino: Plantae. Divisién: Magnoliopsida. Orden: Sapindales. Género: citrus.
Especie: limonum,?2% su nombre cientifico es Citrus limonum Burm. Sus nombres
comunes son: limoén real, verdadero o imperial, limén agrio, limén grande, limén de

tierra, limoén agrio, cidra.?® 2627

2.3.5.1. Composicion fitoquimica

Cada 100g del fruto comestible contiene: vitaminas: A 3 pg, tiamina 0.06mg,
rivoflavina 0.04mg, niacina 0.20mg, vitamina B6 0.080mg, folatos 10,6 ug, vitamina C
53.0mg. minerales: calcio 42mg, fosforo 20mg, magnesio 8mg, hierro 0.40mg, potasio
138mg, zinc 0.060mg, sodio 2mg. Grasa: total 0.300g, saturada 0.039g. Proteinas 0.60g,
ceniza 0.40g, sacarosa 0.50 g. &cidos organicos: predomina el acido citrico 50g, seguido

por &cido malico 0.60g, acido pantoténico 0.2mg, acético y férmico. 26:2728



2.3.6. Lima
Reino: Plantae. Division: Magnoliopphyta. Orden: Sapindales Género:
Citrus. Especie: Citrus limeta.”
Su nombre cientifico es: Citrus limetta Risso. Sus nombres comunes son: lima de
25,26,29

chichi, lima dulce, lima de Roma, lima bergamota.

Composicion fitoquimica

2.3.6.1. Composicion fitoquimica
Jugo: proteinas 0.42g, grasa total 0.07g, carbohidratos 8.42g, fibra total 0.40g,
ceniza 0.31g, calcio 14mg, fésforo 14mg, hierro 0.09mg, potasio 117mg, sodio 2mg,
zinc 0.08mg, magnesio 8mg, piridoxina 0.04mg, tiamina 0.03mg, rivoflavina 0.01mg,
niacina 0.14mg, vitamina C 30mg, vitamina A 2mcg, acidos monoinsaturados 0.01g,

4cidos grasos poliinsaturados 0.02g, acidos grasos saturados 0.01g, folato 10mcg.?8

2.3.7. Jugo de limén comercializado

Se obtiene al exprimir el fruto de limén, sin ser diluido, concentrado ni
fermentado, sometido a un tratamiento adecuado que asegure su conservacion en

envases apropiados.*®

2.3.7.1. Composicion quimica

Contiene 52.4¢g/l de acidez dada principalmente por el acido citrico (60 al 70%)
en menor cantidad acido malico y trazas de acido oxalico; glucosa 7.9 g/l, fructosa 7.3
o/l y sacarosa 4.5 g/l. Minerales: potasio 1264.2mg/l, calcio 112mg/l, fosforo 306mg/l y
magnesio: 92.6mg/l. Esperidina con una concentracién variable de 257 a 484.4 mgll.
Pectinas de 164.8 a 550mg/l. Acido citrico anhidro: Maximo 8mg/100ml, minimo

4.5g/100ml, acido ascérbico 350mg/kg, aceite esencial 0.5 ml/kg, etanol 3g/kg. 3°



2.3.8. Especificaciones del jugo de limén comercializado

Debe proceder de frutos de liméon maduros y de buena calidad previamente
lavados, en ocasiones puede contener cierta cantidad de pulpa sin presencia de
residuos de la cascara o semillas. *°

Generalmente debe estar libre de colorantes o0 sustancias artificiales que
modifiquen su sabor y color natural. Los colorantes naturales con los que puede ser
adicionado son: alfa, beta y ganma carotenos, alfa, beta y ganma-8 carotenol y beta

apo-8 carotenoide. *°

Puede contener los siguientes preservantes: benzoato de sodio o Aacido
benzoico no mayor de 0.1%, acido ascérbico o sus sales de sodio 0 potasio que no
exceda 0.2%. Este jugo debe ser procesado y envasado de acuerdo a las practicas
higiénicas sanitarias indicadas en la norma COGUACOR NCO 34-136.%°

2.3.9. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria patégena en el ser humano es capaz de
colonizar la piel, la nariz (fosas nasales) y faringe; produce una serie de infecciones de
la piel y tejidos blandos, puede ocasionar osteomielitis, artritis piogénica, abscesos
profundos, neumonia, empiema, endocarditis, piomiositis, pericarditis y rara vez,
meningitis. Incluye también las enfermedades mediadas por toxinas: intoxicacion

alimentaria, escarlatina estafilocécica y el sindrome de shock téxico.3!
2.3.9.1. Morfologia

Son cocos gram positivos, en su forma individual presentan forma esférica
miden aproximadamente 1 ym de diametro se disponen en racimos similares a uvas
también pueden estar dispuestos en pares o en cadenas cortas. Son catalasa positivo,
no flagelados, inmoéviles y no esporulados. Se desarrollan mejor en condiciones
aerdbicas, pero son anaerobios facultativos. La pared celular estd formada por
peptidoglucanos que constituyen el exoesqueleto, estd cubierta de polisacéaridos y

proteinas de superficie y de &cido teicoico.**3
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Producen hemdlisis, coagulan el plasma y producen encimas y toxinas
extracelulares que participan en su virulencia y son responsables del desarrollo de la

resistencia a tratamientos antibioticos. 3233

En medios de cultivo, las colonias suelen ser de color “gris a amarillo dorado
profundo”, la temperatura 6ptima oscila de 35 a 40 °C con un pH de 7,0 a 7,5. En
medios con agar presentan Beta- hemdlisis, se pueden desarrollan en medios con

NaCl (“medio selectivo de Chapman”). Su metabolismo es de tipo fermentativo.*

2.3.9.2. Mecanismo de patogenicidad

En el mecanismo de patogenicidad de Staphylococcus aureus participan el
peptidoglucano de la pared celular, acido tecoico, proteina A, capsula y enzimas y

toxinas.3?

Los peptidoglucanos proporcionan estabilidad osmatica a la pared celular de la
bacteria, e inducen la produccion de interleucina-1 y anticuerpos opsonicos que son
quimio atrayentes leucocitarios. Presentan actividad endotdxica y participan en la

activacion del complemento.32:34

Los acidos teicoicos, en conjunto con el peptidoglucano pueden ser
antigénicos. Participan en la regulacion de la concentracién catidnica de la membrana

y se unen a la fibronectina.3234

La proteina A es una proteina de superficie pertenece al grupo de adhesinas
denominadas componentes de superficie microbianos que son un importante factor de
virulencia y tienen funcién ciliar, participa en la estimulacion de la respuesta
inflamatoria, media el dafio tisular a través de la produccion de radicales toxicos de

oxigeno. 3234

La capsula esta presente en algunas cepas de Staphylococcus aureus, impide

la fagocitosis por los leucocitos polimorfonucleares.?34
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La coagulasa presente en la superficie de la pared celular de la mayor parte de

las cepas, genera agregacion bacteriana mediante la uniébn no enzimatica con el

fibrin6geno.3234

2.3.9.3. Enzimas y toxinas

Estas sustancias extracelulares propician la diseminacién y multiplicacién

bacteriana en los tejidos, generando enfermedad.®?

Catalasa: media la conversion de peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno.3
Coagulasa: se encarga coagular el plasma citratado u oxalado. Se activa
enzimaticamente al unirse con la protrombina e inicia la polimerizacion de la
fibrina. Evita la fagocitosis al depositar fibrina en la superficie de los
Staphylococcus por lo cual la presencia de coagulasa se considera el
potencial invasor del patégeno.

Hialorunidasa: participa en la hidrolisis de los acidos hialurénicos
presentes en el tejido conectivo, lo que facilita su diseminacién en los
mismos.3*

Factor de aglutinaciéon: permite la adherencia del patégeno a la fibrina y
fibrindgeno. Al estar en el plasma se agrupa en forma de racimos. También
desencadena una respuesta inmune en el huésped. 3234

Fibrolisina y lipasa: la primera se encarga de disolver codgulos de fibrina y la
segunda produce hidrolisis de los lipidos.3*

Nucleasa: ocasiona hidrolisis del ADN y la penicilinasa permite la hidrolisis de
la penicilina.®*

Toxinas exfoliativas o cataliticas (a, B, 8, y): la toxina a se inserta en la bicapa
lipidica de las membranas citoplasmaticas del hospedador generando lisis a
través de la formacion de poros.*

Exfoliatina: al enlazarse a un gangliosido especifico presente en la pared
celular del estrato granuloso de la epidermis queratinizada, ocasiona
“disrupcion de las uniones celulares” al generar la division intracelular entre el
estrato espinoso y granuloso.*?

Toxinas superantigénicas estafilococicas: al ser absorbidas en el tracto
intestinal estimulan efectos sistémicos. La toxina del sindrome del choque

téxico pertenece a este grupo, es altamente mitogénicos para los linfocitos T,
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al unirse al complejo de mayor histocompatibilidad clase II, estimula los
linfocitos T y ocasiona una la liberacion masiva de citocinas lo que favorece las
manifestaciones del sindrome de choque téxico.3%33

e Enterotoxinas (A-E, G-J, K-R y U, V): son sUper antigenos responsables de las
intoxicaciones alimentarias, cuando Staphylococcus esta presente en
alimentos ricos, hidratos de carbono y proteinas. Los vomitos Yy la diarrea se
producen con la ingestion de 25 ug de enterotoxina B. 2
Enterotoxina leucocidina de Panton-Valentine: esta toxina consta de dos

componentes Sy F que actdan sinérgicamente en la membrana de los

. - - e 32
leucocitos de los seres humanos y conejos ocasionando su destruccion.

2.3.9.4. Tratamiento

La penicilina G es el tratamiento comUnmente utilizado contra cepas sensibles
de Staphylococcus aureus, sin embargo, en la actualidad menos del 10% de estas cepas
es susceptible a ella, también muestran sensibilidad las cefalosporinas de primera
generacion (cefazolina), trimetroprim sulfametozol, amoxicilina mas acido clavulanico y
ampicilina-sublactam. Para las cepas meticilino resistentes de Staphylococcus aureus a
estos medicamentos o0 en pacientes con alérgicos a los betalactamicos, las alternativas

son: vancomicina, clindamicina o eritromicina.®?*

2.3.9.4 Vancomicina.

Es un antibiético glucopéptido triciclico de amplio espectro contra bacterias gram

positivas.®

Mecanismo de accién

Actia inhibiendo la sintesis de la pared celular, impide que se desarrollen las
reacciones de glucosidacion mediante la union al extremo terminal de D-alanil- D-

alanina en las cadenas de los peptidoglucanos.3>3¢
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Usos terapéuticos

Se emplea en el tratamiento de infecciones severas ocasionadas por

estafilococos, estreptococos y enterococos suceptibles y resistentes a meticilina y en

casos de hipersensibilidad a los B-lactamicos. %7

2.3.10.

Dosis y via de administracién

La via de administracion es intravenosa. Comercialmente el clorhidrato de
vancomicina se distribuye como polvo estéril para dilucion y su infusion debe ser lenta
en un periodo no menor de 60 minutos.*

e Dosis para adultos: 30 a 45 mg/kg al dia cada 6 horas.®®

e Dosis pediatrica: lactantes: 10-15 mg/kg cada 6 horas.*®

La concentracion inhibitoria minima en Staphylococcus aureus 'y
Staphylococcus coagulasa negativos con sensibilidad intermedia, de 4 a 8 pyg/ml, y en

cepas resistentes es = 16 yg/ml.

Streptococcus R-hemolitico del grupo A

El estreptococcus 3-hemolitico del grupo A (EGA), o Streptococcus pyogenes
es una bacteria que ocasiona patogenicidad en los seres humanos a través de la
invasion local o sistémica. Produce diversas enfermedades: faringoamigdalitis aguda y
sus complicaciones supurativas, fiebre puerperal, bacteremia/septicemia, afecciones
de la piel: erisipela, celulitis, facitis necrosante (gangrena estreptocécica), piodermia
estreptocécica, complicaciones postinfecciosas: fiebre reumatica y glomerulonefritis
postestreptocdcica e infecciones invasivas: sindrome de choque toxico estreptocécico

y fiebre escarlatina.3%38

2.3.10.1. Morfologia y clasificacion

Son bacterias gram positivas, en su forma individual son esféricos u ovoides y
durante su replicacion forman pares (diplococos) o cadenas (en forma de bastén). Su
capsula consta de &cido hialurénico, que participa en  virulencia e impide la
fagocitosis. En su pared celular estan contenidas proteinas: Antigenos M, T y R,

hidratos de carbono y peptidoglucanos. A través de la capsula se proyectan fimbrias
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filformes que contienen proteina M y estadn recubiertas de &cido lipoteicoico que
participa en la adherencia a las células epiteliales humanas. En los cultivos con agar

sangre las colonias son pequeiias.®

2.3.10.2. Clasificacion hematégena

Es necesario realizar estudios in vitro en agar sangre para determinar reaccion
hemolitica que presentan. La hemolisis B se caracteriza por la lisis completa de los
eritrocitos (gracias a la presencia de hemolisinas en el microorganismo), alrededor de
las colonias bacterianas hay presencia de aclaramiento de la sangre. En la hemolisis a
se produce destruccién incompleta de los eritrocitos, se reduce la hemoglobina y se
forma una zona de decoloracion verdosa en el agar. Gamma Hemoliticos: sin

presencia de hemodlisis, crecen sin modificar la apariencia del agar.32 3940

2.3.10.3. Clasificacién por serogrupos

Para determinar el grupo al que pertenecen se utiliza la clasificacion de
Lancefield, que consiste en identificar el aminoglucésido presente en los hidratos de
carbono que forman parte de la pared celular. En el Streptococcus del grupo A esta

presente la ramnosa-N -acetilglucosamina.

2.3.10.4 Mecanismo de patogenicidad

En el mecanismo etiopatogénico participan: las proteinas M y F, el &cido
teicoico, la cépsula, exotoxinas pirdgenas, estreptolisinas S y O, estreptocinasa y

desoxirribonucleasa.®®

La proteina M presente en la pared celular, constituye el principal factor de
virulencia al impedir la fagocitosis al igual que la cdpsula que crea una barrera para
evitar la opsonizacion de la bacteria, permiten al microorganismo su supervivencia en
el organismo del huésped. Para la adhesion a las células epiteliales humanas se
requiere de la proteina F y del acido teicoico. También participan las estreptolisinas:
gque son capaces de lisar glébulos rojos y blancos, la estreptolisina S (oxigeno
estable), induce y permite liberar el contenido de los lisosomas, a ella se atribuye la

reaccién hemolitica 3 en agar sangre. La estreptolisina O (oxigeno labil) responsable de

15



la induccién de anticuerpos los cuales son inhibidos por lipidos cutaneos motivo por el
cual estan ausentes en infecciones de la piel. La diseminacion bacteriana esta dada por
la estreptocinasa o fibronolisina y estreptodornasa o desoxirribonucleasa, que a nivel
del ADN libre, ocasiona despolimerizacién. La accion de la hialuronidasa permite
aumentar la permeabilidad de los tejidos y facilita el paso del microorganismo. Las
exotoxinas pirégenas A, B y C (toxina eritrogénica) o superantigenos se unen al
complejo de mayor histocompatibilidad clase Il, estimulan los linfocitos T activados
que ocasionan la lesion de los tejidos a traves de la induccién y liberaciéon de
interleucinas, interferon gamma y factores de necrosis tumoral participan en el
desarrollo de shock téxico estreptococico y las toxinas ocasionan exantema en la

escarlatina.®?3°

En la infeccion faringea el Streptococcus B-hemolitico del grupo A, esta
presente en la saliva y faringe, se puede adquirir mediante dos fuentes: via respiratoria
mediante la inhalacién de gotas contaminadas expulsadas a través de la nariz al
momento de estornudar o por la boca al toser (transmisi6bn mano-mano), las goticulas
infectadas también se esparcen en el ambiente: aire o polvo. El contacto directo con la
piel de personas infectadas en el caso de infeccidén cutanea (piodermia). La infeccién

se propaga rapidamente al afectar la piel produce supuracion local.3%4°

2.3.10.5. Tratamiento

Streptococcus B-hemolitico del grupo A, continta siendo sensible a penicilina
G, también lo es a ampicilina y amoxicilina. Las cefalosporinas presentan eficacia

siendo superiores en algunos casos a las penicilinas.334°

Otras alternativas de tratamiento en el caso de presentrar alergia a la
penicilina son los macrolidos: eritromicina, azitromicina, claritromicina y lincosamida:

clindamicina.3340

2.3.10.6. Azitromicina

Es un aminoglucésido, con actividad antibacteriana bacteriostatica contra

bacterias y cocos gram positivos.*®
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e Mecanismo de accién

A nivel ribosomal se une a la sub-unidad 50S de la bacteria de manera

reversible e inhibe la sintesis de proteinas. 5%

2.3.10.8. Usos terapéuticos

Esta indicada para el tratamiento de infecciones ocasionadas por cocos grampositivos,
Urea plasma urea lyticum, Clamidia, Mycoplasma pneumoniae También es activa

contra Moraxella catarrhalis, Helicobacter pilory y Haemophilus influenzae. 3°3¢

Via de administracion: oral
. Dosis adultos: en el caso de faringitis, neumonia adquirida en la
comunidad o infecciones de la piel y tejidos blandos: 250 mg a 500mg al
dia durante 2 a5 dias.*®
* Dosis pediatrica: en el caso de amigdalitis o faringitis se calcula a 12

mg/kg/dia por cinco dias.*®

2.3.10.9. Eficacia antibacteriana

Consiste en la Optima destruccion de las bacterias mediante el uso de
tratamiento antimicrobiano a dosis pre-establecidas. Emplea curvas que van con
relacion a la concentracion y tiempo, a través de las cuales se calcula: la
concentracion y fraccion maxima y el area bajo la curva, para medir la concentracion
total del farmaco en un periodo de tiempo de 0 a 24 horas. La eficacia antibacteriana es
mayor con lapsos de tiempo largos y cuando la concentracion del farmaco se mantiene
por arriba de la concentracion inhibitoria minima, la cual se define como la menor
concentracion del agente antibacteriano capaz de impedir la proliferaciéon de la

bacteria posterior a las 18 a 24 horas de su aplicacion.*®

2.3.11. Efecto inhibitorio

Esta representado por la accion del antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento
de las bacterias conservando su viabilidad, es decir que puede reanudar su

multiplicacién al suspender la administracion del mismo.*!
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2.3.12. Control positivo

Consiste en una muestra utilizada para demostrar un resultado positivo de la
investigacion. En este estudio se hizo uso de discos de antibiogramas que
consisten en métodos in vitro elaborados por las casas comerciales bajo un estricto
régimen de control de calidad, para determinar la susceptibilidad de determinados
microorganismos al ser expuestos a determinado agente antimicrobiano, a una
concentracion preestablecida que se correlaciona con la concentracién inhibitoria
minima in vivo tomando en cuenta la resistencia y sensibilidad del microorganismo a
estudio. Estos deben ser refrigerados temperatura de 4 a 5° C o congelados a -20° C

hasta su utilizacion para preservar su calidad. **

2.3.13. Control negativo

Es una muestra utilizada para eliminar posibles sesgos en un estudio experimental, la

cual no se espera que presente actividad antimicrobiana.*?

2.3.14 Método de difusion en discos Kirby Bauer

Consiste en una prueba de sensibilidad utilizada en medios de cultivo, para ello
se hace uso discos de papel filtro los cuales se impregnan con agentes
antimicrobianos, en este caso jugo de citricos, y se colocan sobre la superficie de la
caja de petri que contiene el medio de agar con el cultivo bacteriano que ha sido
previamente incubado durante 18 a 24 horas. La interpretacion de los resultados se
basa en criterios prestablecidos: mediante las tablas de: National Committee for
Clinical Laboratory Standars (NCCLS), que categoriza en sensible, intermedio o

resistente.*?
2.3.15. Estadndares de interpretacion de zonas de diametro

e Sensible: con la aplicacion de un agente antimicrobiano a dosis pre- establecida

para determinado microorganismo se obtiene éxito terapéutico.**
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e Intermedio: se obtiene efecto terapéutico bajo condiciones relacionadas con la
concentracion del agente antimicrobiano, es decir se puede alcanzar aumentando
la concentracion, en este se utiliza la concentracion inhibitoria minima.**

® Resistente: al administrar un agente antimicrobiano a dosis preestablecidas no se

obtiene éxito terapéutico.**

2.3.16. Medio de cultivo Mueller Hinton Agar

Este medio de cultivo es utilizado universalmente para la realizacion de pruebas
de sensibilidad en microorganismos patégenos al exponerse a antimicrobianos a dosis
preestablecidas. Para el cultivo de microorganismos nutricionalmente exigentes (por
ejemplo: Streptococos) es (til adicionar al medio de cultivo sangre de carnero al 5%. **

Composicion del medio de cultivo Mueller Hinton Agar (Himedia®)
e Infusién de carne 300g/I
e Peptona 4acida de caseina 17.5¢g/|
e Almidén 1.5¢/I
e Agar 15g/l 4

2.4 Marco geografico

El Laboratorio Clinico de Investigaciones Biomédicas, se encuentra localizado
en el primer nivel del Edificio D del Centro Universitario Metropolitano -CUM-, en la 92

avenida 11-45 zona 11, Guatemala.
2.5 Marco institucional

El estudio experimental fué realizado en el Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas, el cual promueve y apoya la investigacion cientifica en la

comunidad estudiantil de la Universidad San Carlos de Guatemala.
2.6 Marco legal

Constitucion Politica de la Republica de Guatemala. Capitulo 1l Derechos

sociales. Seccion quinta. Universidades.
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Articulo 82. “Autonomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala. La
Universidad de San Carlos de Guatemala, es una institucion auténoma con
personalidad juridica. “Promovera por todos los medios a su alcance la investigacion
en todas las esferas del saber humano y cooperard al estudio y soluciéon de los

problemas nacionales”.*
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la eficacia antibacteriana in vitro del jugo de limén persa (Citrus latifolia
Tanakd), limén criollo (Citrus aurantifolia Swingle), real (Citrus limén Burm), lima (Citrus
limetta Risso) y jugo de limon comercializado (Rabinal®) contra Staphylococcus aureus
meticilino resistente y Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC 19615 de octubre a
noviembre del 2017 en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de

Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Comparar el efecto inhibitorio del jugo de las variedades de citricos a estudio y del
jugo de limén comercializado (Rabinal®) a concentraciones de 25, 50, 75 y 100%
contra Staphylococcus aureus metilcilino resistente y Streptococcus B-hemolitico
del grupo A a ATCC 19615.

3.2.2 Comprobar cudl de las variedades de citricos presenta mayor efecto inhibitorio contra
Staphylococcus aureus metilcilino resistente y Streptococcus $-hemolitico del grupo A
a ATCC 19615.

3.2.2 Determinar la concentracion minima de jugo de los citricos a estudio que presenten

efecto inhibitorio in vitro contra Staphylococcus aureus metilcilino resistente y
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.
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4. HIPOTESIS

4.1 Hipdtesis de Investigacion

4.1.1 Hipdtesis nula: la utilizacion del jugo de limon persa (Citrus latifolia Tanaka), limén
criollo (Citrus aurantofilia Swingle), real (Citrus limén Burm), lima (Citrus limetta Risso) y
jugo de limén comercializado (Rabinal®), no presentan eficacia antibacteriana in vitro
contra las cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente y Streptococcus -
hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

4.1.2 Hipoétesis alternativa: la utilizacién del jugo de limén persa (Citrus latifolia Tanaka),
limén criollo (Citrus aurantofilia Swingle), limén real (Citrus limén Burm), lima (Citrus
limetta Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®) presentan eficacia
antibacteriana in vitro contra las cepas de Staphylococcus aureus y Streptococcus B-
hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

4.2 Hipotesis estadistica
4.2.1 Hipétesis nula: p> 0.05.

4.2.2 Hipdtesis alternativa: p < 0.05.
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5. POBLACION Y METODOS

5.1 Tipo y disefio de la investigacion

e Tipo: cuantitativo

e Disefio de investigacion: estudio experimental

5.2 Unidad de analisis y de informacién

5.2.1 Unidad de analisis

Se utilizaron cajas de petri con la siembra de las cepas de Staphylococcus
aureus meticilino resistente y Streptococcus B-hemolitico del grupo A ATCC
19615, jugo de las tres variedades de limén, jugo de lima y jugo de limén
comercializado (Rabinal®), a diferentes concentraciones y antibiogramas (Himedia

®) de vancominica y azitromicina.

5.2.2 Unidad de informacién

Se hizo uso de antibiogramas (Himedia®) de vancomicina y azitromicina
por medio de la réplica del método Bauer-kirby en cultivos de cepas de
Staphylococcus aureus y Streptococcus 8-hemolitico del grupo A.

Se registraron los diametros de los halos de inhibicion en los cultivos

medidos milimétricamente para determinar el efecto inhibitorio.

5.3 Poblacion y muestra

5.3.1 Universo

Bacterias grampositivo.
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5.3.2 Poblacién

16 cajas de Petri con medio de cultivo Mueller Hinton agar que contenian
cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado clinico) vy
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

5.4 Seleccion de sujetos a estudio

5.4.1 Criterio de inclusién
Cepa de Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado clinico) y

Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 pertenecientes al cepario
del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas.
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5.5. Operacionalizacién de las variables

_ L L _ _ _ Escala de Escala de
Variables Definicion conceptual Definicion Operacional Tipo de Variable o o
medicion clasificacion
Eficacia Halo de inhibicion medido en
antibacteriana Consiste en la | milimetros sobre las cajas de Petri que
destruccién Optima  de | contengan cultivo de las bacterias y o
_ i _ . o Cuantitativa . .
las bacterias a través del | jugo de las variedades de citricos a i Razon Milimetros
continua
uso de antimicrobianos a | estudio a concentraciones de 25, 50,
dosis preestablecidas.®*® |75 y 100% comparado con los
controles positivos.
Halo de inhibicion medido en
milimetros sobre las cajas de Petri que
contengan cultivo de las bacterias y
Capacidad para evitar la jugo de las variedades de citricos a
reproduccion Y | estudio para cuantificar la zona
crecimiento de un | oo
Efecto inhibitorio | _ _ inhibicion. Cuantitativa ) _
_ " microorganismo haciendo i Razoén Porcentaje
in vitro « i 0 continua
uso de antimicrobianos a Determinacion del % del efecto
_ [ R
concentraciones y dosis inhibitorio: %  Efecto Inhibitorio
35,41 [(Diametro del halo inhibitorio del

preestablecidas.

extracto en mm)/ (Diametro del halo
inhibitorio del control positivo en mm)]
x 100"




8¢

Inhibicién

bacteriana

Detencion del crecimiento
y proliferacion bacteriana
sin ocasionar muerte de

las mismas. *

Observacion de las placas de petri
con medio de cultivo Mueller Hinton
gue contengan siembra bacteriana y
jugo de los citricos a estudio a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100%
mediante la técnica de Bauer Kirby
posterior a las 18 a 24 horas de

incubacion.

Cualitativa

dicotémica

Nominal

Hay inhibicién

No hay inhibicion




5.6 Recoleccién de datos

5.6.1 Técnicas de recoleccion de datos

Se realiz6 mediante el instrumento de recoleccién de datos (ver anexos tabla
5y 6), que incluye cada variedad de jugo de citricos a estudio (persa: Citrus latifolia
Tanaka, limén criollo: Citrus aurantifolia Swingle, real: Citrus limonum Risso,
lima: Citrus limetta Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®), a
concentraciones de 25, 50, 75 y 100% y control positivo y negativo para cada

bacteria estudiada.

5.7 Procesos

5.7.1. Seleccidn de las variedades de limén

Las variedades de citricos estudiadas: limon persa(Citrus latifolia Tanakd),
limén criollo: (Citrus aurantifolia Swingle), real (Citrus limonum Risso),
lima(Citrus limetta Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®), se
obtuvieron de la Escuela Nacional Central de Agronomia, posteriormente fueron
identificadas taxdnomicamente por el Ingeniero Agrénomo: Mario Esteban Véliz
Pérez Coordinador-Curador del Herbario BIGU, de la Escuela de Biologia Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacia de la Universidad San Carlos de Guatemala. El jugo
de limén comercializado (Rabinal®) se compré en Waltmart, diagonal 3 17-07

Calzada Atanasio Tzul zona 12 entre 17 y 18 calle.

5.7.2. Obtencion del jugo de los citricos estudiados:

e Se lavaron las especies de citricos utilizados con abundante agua y jabon
antibacterial marca “Olimpo”, fueron desinfectados en un recipiente con hipoclorito
de sodio en el cual se dejaron reposar por 15 minutos y luego fueron enjuagados
con agua tridestilada.

e El jugo de las tres variedades de limén estudiadas y jugo de lima previa

eliminacion de las semillas, se obtuvo exprimiendo mediante un extractor metalico
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para jugo previamente esterilizado en autoclave, este procedimiento se realizé en
el Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales -LIPRONAT-.

e El jugo obtenido de cada variedad de citrico fue conservado en frascos color
ambar estériles, los cuales fueron almacenados a 4° C hasta su utilizacién.**

e Se utilizo etanol al 50% para realizar las diluciones al 25, 50, 75y 100%.
5.7.3. Obtencion de las cepas bacterianas

Las cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado clinico)
y Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC 19615, se obtuvieron del cepario
pertenecientes al laboratorio clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de

la Universidad San Carlos de Guatemala.
5.7.4. Siembra bacteriana

e Se seleccionaron 4 colonias de Staphylococcus aureus meticilino resistente y
4 colonias de Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 del cultivo
original.

e Las colonias se transfirieron mediante un asa bacteriolégica estéril a un tubo que
contenia 5 cc caldo estéril de tripticasa-soya. **4**"

e Se incubaron a 36° C durante 15 minutos y se determiné la turbidez de Mc

Farland: se diluy6 el cultivo con solucién salina estéril, hasta lograr una turbidez

equivalente al tubo de 0.5 de la escala de McFarland lo cual corresponde a 108

unidades formadoras de colonias por ml.***°

e Se impregn6 un hisopo estéril en el caldo tripticasa-soya, el cual se rot6 sobre las
paredes del tubo para remover el exceso y a continuacién se sembré la muestra
bacteriana sobre la caja de Petri con agar Muieller Hinton, en tres direcciones:
horizontal, vertical y diagonal.*®

e Se trabajo con 16 cajas de petri: 6 cajas de petri para Staphylococcus aureus
meticilino resistente y 6 cajas para Streptococcus B-hemolitico del grupo A a
ATCC 19615, 1 caja de petri para cada una de las variedades de citricos y jugo
de limén comercializado (Rabinal®), a concentraciones de: 25, 50, 75y 100%, 1
para el control positivo y 1 para el control negativo de cada bacteria

respectivamente.
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Se dejo secar la siembra bacteriana durante 20 minutos, con la tapa de la caja

cerrada.***®

Se incubd a 35°C durante 24 horas hasta observarse un crecimiento bacteriano

moderado.***®

5.7.5. Método de impregnacion de los discos de papel filtro con el jugo de citricos a estudio.

Se hizo uso de discos de papel filtro de 6 milimetros de didmetro, los cuales se
obtuvieron haciendo uso de un sacabocados y posteriormente fueron esterilizados
en autoclave.*

Cada disco de papel filtro se impregné con una gota de 20ul de jugo, medido con
micropipeta automatica utilizando un disco para cada variedad de citrico a
concentraciones de 25, 50, 75y 100%.4

En la superficie del cultivo Mueller Hinton agar mediante el uso de pinzas estériles,
se colocaron los discos; para logar un contacto uniforme se hizo presion leve
sobre los ellos. *®

Los discos se colocaron en la periferia de la caja de petri que contenia medio de
cultivo Mieller Hinton agar dejando una distancia de dos centimetros entre cada
disco para evitar el contacto con las zonas de inhibicion que pudieran dificultar la
medicién al momento de la lectura.*

Las cajas de petri que contenian el medio de cultivo, la siembra bacteriana y los
discos se incubaron a una temperatura de 35°C durante 24 horas. Procediendo

posteriormente a la medicion milimétrica con una regla transparente .**

5.7.6. Controles positivos y negativos

Control positivo: se utilizaron antibiogramas marca Himedia®. Para
Staphylococcus aureus meticilino resistente se utilizé vancomicina a concentracion
de 30mcg y para Streptococcus fB-hemolitico del grupo A se hizo uso de
azitromicina a una concentracion de 15mcg. Los cuales se colocaron sobre la
superficie del medio de cultivo con la siembra bacteriana y se incubaron durante

24 horas.*
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Control negativo: se impregnaron dos discos de papel filtro previamente
esterilizados en autoclave, con una gota de 20H| de solucion salina al 0.9%, se
dej6 secar y se colocaron sobre la superficie del medio de cultivo Mueller Hinton

agar con el cultivo bacteriano y se incubé durante 24 horas.*

5.7.7. Técnicas de laboratorio

Método de difusion en discos de Bauer-kirby (técnica 1): se dejaron secar los
discos de papel filtro impregnados con el jugo de citrico a estudio, a 37° C en una

incubadora antes de suspenderlos sobre el medio de cultivo. *

Adaptacioén de la técnica de Bauer Kirby a gota directa (técnica 2)

Técnica 2: colocacién de gota directa. Se administré una gota de 20ul del jugo de
los citricos a estudio directamente sobre el medio de cultivo que contenia las

bacterias estudiadas.®®

Medicién de halos: la susceptibilidad de las bacterias al exponerse al jugo de los
citricos estudiados se expres6 como las zonas de inhibiciébn de crecimiento en
milimetros mediante el uso de una regla transparente y los resultados fueron

comparados con los controles positivos y negativos. 4

5.7.8. Preparacion del medio de cultivo Mieller Hinton agar

En un erlenmeyer se agregé 1 litro de agua destilada y disolvi6 38g del polvo
Mueller Hinton agar 500g (Himedia M173®).

Se calentd la solucion en un hot plate mezclando suavemente hasta que se
disolvié totalmente.

Se esterilizdé el medio de cultivo en autoclave a 121° C durante 15 minutos y se
dej6 enfriar hasta lograr una temperatura de 40-45° ; se afiadié 5% de sangre
desfibrinada de cordero la cual fue proporcionada en el Laboratorio Clinico del
Centro de Investigaciones Biomédicas.

Se agregdé 15 a 20ml de agar Mueller Hinton en cada caja de Petri y dejo

solidificar.
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e Las cajas de Petri fueron almacenadas con medio de cultivo agar Mueller Hinton
a temperatura que oscilaban entre 2 a 8 © C hasta su utilizacion.

e Se dejo reposar el medio de cultivo durante 15 minutos y luego se incub6 a

48,49
36° C durante 24hrs.

5.7.9. Interpretacion de antibiogramas

Para determinar la eficacia antibacteriana del jugo de los citricos a estudio en
sus diferentes concentraciones se midi6 las zonas de inhibicion en milimetros y se hizo
comparacion de los resultados obtenidos con los controles positivos de azitromicina y
vancomicina segun los diametros de inhibicién establecidos en las tablas de la
National Comitee for Clinical Laboratory Samples -NCCLS- para determinar si las
cepas bacterianas eran sensibles, resistentes o presentaban sensibilidad intermedia al

exponerse al jugo de los citricos a estudio a diferentes concentraciones.*?
Azitromicina 15mcg (Himedia ®) contra Streptococcus pyogenes.

= Resistente: £13mm
= |ntermedio: 14-22mm

*  Sensible:= 23mm 515253

Vancomicina 30mcg (Himedia ®) contra Staphylococcus aureus meticilino
resistente.

= Resistente: <14mm

»= [ntermedio 15-16mm

*  Sensible: 2 17-19 mm.%>%*
5.7.10 Instrumentos

El instrumento de medicion que se utiliz6 consiste en una tabla de recoleccién
de datos (ver anexo tablas 5y 6) de la medicion de la zona de los halos de inhibicion
en milimetros que contenia cada variedad de jugo de citricos a estudio en sus
diferentes concentraciones con su respectiva cepa bacteriana, control positivo vy
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negativo. Se realizaron anotaciones de los resultados obtenidos posterior a las 24
hrs de incubacion comparando dichos resultados con los controles positivos de
azitromicina (Himedia®) en el caso de Streptococcus (-hemolitico del grupo A a
ATCC 19615 y vancomicina (Himedia®) en Staphylococcus aureus meticilino
resistente. Los materiales que se utilizaron

¢ Regla plastica para la medicién en milimetros de los halos de inhibicion.

e Placa Mueller Hinton para el cultivo y siembra bacteriana.

.11 Procesamiento y andlisis de datos

Con los datos obtenidos en el instrumento de recoleccién (ver anexos tablas 5y 6) se

cred6 una base de datos en Microsoft Excel 2016 mediante la cual se calculé la media y

varianza de cada uno de los citricos estudiados a diferentes concentraciones (ver anexos

tablas

7 y 8) y se realizaron graficas y tablas para la presentacion de resultados.

Posteriormente se trasladaron los datos al programa R Project version 3.4.2 mediante el

cual se emplearon los test de: Shapiro Wilk y Wilcoxon.

5.7 .12 Andlisis de datos

e Estadistica analitica:
Los resultados obtenidos se procesaron en el programa R Project
version 3.4.2, se realiz6 un andlisis descriptivo multivariado para determinar la

normalidad de la distribucion de los datos con el test de Shapiro Wilk.

Determinacion de la normalidad de la muestra:
Test de Shapiro Wilk Estadistico Valor P
0.80384 9.793e-05

En este caso se obtuvo un valor p menor de 0.05 con lo cual se
rechaza la normalidad de la distribucidon de los datos, se recurrié a estadistica

no paramétrica para el analisis de las hipétesis planteadas.

Se aplicé la prueba de Wilcoxon obteniéndose un valor-p de 0.8166,
por lo que no se puede rechazar la hipétesis nula y se concluye que no hay
suficiente evidencia para afirmar que el jugo de limén de las variedades

estudiadas es eficaz para inhibir el crecimiento de Streptococcus B-hemolitico
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del grupo A a ATCC y Staphylococcus aureus meticilino resistente, segun los

métodos aplicados en el laboratorio.

5.8 Alcances y limites de lainvestigacion

5.8.1. Obstaculos

5.8.2.

Por ser un estudio experimental dentro del laboratorio clinico este se realizé de
forma controlada de acuerdo a un protocolo de investigacion preestablecido y con
las debidas medidas de bioseguridad por lo cual no se presentd ningln obstaculo

durante la realizacion del presente estudio.

Alcances

El estudio experimental se realiz6 con cepas de Staphylococcus aureus
meticilino resistente (aislado clinico) y Streptococcus B-hemolitico del grupo A a
ATCC 19615 y se documenté con base cientifica el efecto inhibitorio in vitro
presentado por las cuatro variedades de jugo de limén estudiadas contra
Streptococcus [-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 y proporciona una guia
descriptiva para realizar la réplica del método de Bauer Kirby mediante difusion en
disco y gota directa, los pasos para la preparacion del medio de cultivo de Maeller
Hinton agar que sera de utilidad en futuras investigaciones realizadas dentro del

laboratorio clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas.

5.9. Aspectos éticos de la investigacion

5.9.1. Principios éticos generales

Por ser este estudio de tipo experimental se consideraron los principios
de bioseguridad para evitar dafios al medio ambiente. Se tomd6 en cuenta la
declaracién de Helsinki II: inciso 11 de los principios generales. “La investigacion

médica debe realizarse de manera que reduzca al minimo el posible dafio al medio

. , 12,42
ambiente”.

Manejo de desechos bioinfecciosos: Las cajas de Petri que contenian el medio de
cultivo y cepas bacterianas utilizadas para la realizacion del estudio fueron
depositadas debidamente selladas en bolsa color rojo para recibir manejo y
tratamiento adecuado a través de la empresa ECOTERMO.
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5.9.2 Categoria de riesgo

La investigacion pertenece al grupo de riesgo |. Se trabajé con cepas
bacterianas pertenecientes al cepario del laboratorio clinico del Centro de
investigaciones Biomédicas, manipulandolas bajo medidas de bioseguridad
estrictas (usando guantes, batas descartables y mascarillas) dentro del laboratorio

clinico en un area destinada para dicho fin.
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6. RESULTADOS

La informacién que a continuacion se detalla fue obtenida mediante un estudio
experimental realizado en el Centro de Investigaciones Biomédicas de la Facultad de
Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala utilizando jugo de limoén
persa (Citrus latifolia Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle), real (Citrus limonum Burm),
lima (Citrus limetta Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®) en concentraciones de
25, 50, 75 y 100% haciendo uso de la técnica de difusiébn de Bauer-kirby mediante discos de
papel filtro y adaptacion de la técnica de Bauer Kirby con gota directa aplicados a cepas de
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 vy Staphylococcus aureus meticilino
resistente. Se incluyeron para el estudio 16 cajas de Petri con medio de cultivo Mueller
Hinton agar que contenia 4 colonias de: Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado
clinico) y 4 colonias Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

Los resultados obtenidos son presentados de la siguiente manera:

Comparacion del efecto inhibitorio del jugo de las variedades de citricos a estudio y del
jugo de limon comercializado (Rabinal®) a concentraciones de 25, 50, 75y 100%.

e Variedades de citricos que presentan mayor efecto inhibitorio.

e Concentracion minima de jugo de los citricos a estudio que presentan efecto
inhibitorio in vitro contra Staphylococcus aureus meticilino resistente y Streptococcus
B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

e Determinacién de eficacia antibacteriana in vitro del jugo de limén persa (Citrus latifolia

Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle), limén real (Citrus limonum Burm), lima

(Citrus limetta Risso0) y jugo de limén comercializado (Rabinal®).
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Tabla 6.1 Efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo de limén persa,
criollo, real, lima y jugo de lim6n comercializado (Rabinal®) contra Streptococcus (-
hemolitico del grupo A a ATCC 19615 mediante método de difusion en disco de Bauer
kirby.

Concentraciéon de cada variedad de

Variedad de citrico citrico
25% 50% 75% 100%
Jugo de limén persa - - 7 mm 10 mm
Jugo de limén criollo - - 7 mm 9 mm
Jugo de limén real - - 7 mm 12 mm
Jugo de lima - - - -
Jugo de limén comercializado - - - 10 mm

Control positivo de azitromicina contra
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a 23 mm
ATCC 19615.

Control negativo con solucion salina -

Tabla 6.2 Efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo de limén persa,
criollo, real, lima y jugo de limén comercializado (Rabinal®) contra Streptococcus f3-
hemolitico del grupo A a ATCC 19615 mediante la adaptacion método de difusién en disco

de Bauer Kirby con gota directa.

Variedad de citrico Concentracion de cada variedad de citrico

25% 50% 75% 100%

Jugo de limon persa - 6 mm 10 mm 10 mm

Jugo de limon criollo - 7 mm 8 mm 9 mm

Jugo de limon real - 9 mm 9 mm 12 mm

Jugo de lima - - - -

Jugo de limoén comercializado - 9 mm 9 mm 11 mm

Control positivo de azitromicina  contra

Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 23 mm

19615.

Control negativo con solucién salina -
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No se obtuvo efecto inhibitorio in vitro con el uso del jugo de limén persa (Citrus latifolia
Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle), real (Citrus limén Burm), lima (Citrus limetta
Risso) y jugo de limén comercializado (Rabinal®) contra Staphylococcus aureus meticilino

resistente con ninguna de las dos técnicas utilizadas.

Gréfica 6.1
Efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo
de limon persa, real y jugo de limon comercializado (Rabinal®)
contra Streptococcus S-hemolitico del grupo A a ATCC 19615
mediante el método de difusion Bauer Kirby.
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Fuente: Tabla 12.5, anexo 12.2

Gréfica 6.2
Efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo
de limén persa, real y jugo de limén comercializado (Rabinal®)
contra Streptococcus 3-hemolitico del grupo A a ATCC 19615
mediante adaptacion del método de difusion de Bauer Kirby.
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Fuente: Tabla 12.6, anexo 12.2
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Gréfica 6.3
Concentracién minima del jugo de limon real in vitro contra
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.
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Fuente: Tabla 12.7, anexo 12.2

Gréfica 6.4
Comparacion del efecto inhibitorio del jugo de limén real con el
control positivo de azitromicina y control negativo con solucién
salina contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC

19615.
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Fuente: Tabla 12.8, anexo 12.2

Los citricos estudiados no son eficaces para la inhibicion in vitro de Streptococcus -
hemolitico del grupo A a ATCC y Staphylococcus aureus meticilino resistente, para dicha
afirmacion se aplico la prueba de Wilcoxon y se obtuvo un valor p de 0.8166, por lo que no
se puede rechazar la hipotesis nula.
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7. DISCUSION

En Guatemala, desde tiempos ancestrales, se ha practicado la medicina tradicional la
cual se ha transmitido de generacién en generacién y su uso en la actualidad ha ido en
aumento, cada dia se aprovecha y utiliza la gran variedad y riqueza natural de especies
vegetales por los diferentes grupos étnicos con fines curativos gracias a su facil acceso y
bajo costo principalmente ante la falta de cobertura en servicios de salud y el dificil acceso a
los medicamentos antimicrobianos por su alto costo. Sin embargo, el uso de muchas de estas
plantas medicinales se realiza empiricamente y se carece de informacion que documente con

bases cientificas sus propiedades antimicrobianas in vitro.

El presente estudio experimental fue realizado con el fin de conocer la eficacia
antibacteriana in vitro del jugo de limon persa (Citrus latifolia), limén criollo (Citrus
aurantifolia), limon real (Citrus limon Burm), lima (Citrus limeta Risso) y jugo de limoén
comercializado (Rabinal®) a concentraciones de 25, 50, 75 y 100% contra Streptococcus (-
hemolitico del grupo A a ATCC 19615 y Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado

clinico).

Todas las variedades de jugo de limén estudiadas excepto el jugo de lima (Citrus
limeta Risso), mostraron efecto inhibitorio (halo de inhibicién) in vitro contra Streptococcus 3-
hemolitico del grupo A a ATCC 19615. Con la técnica nimero 1: método de impregnacion de
discos de Bauer Kirby, se observé concentracion minima inhibitoria a partir de la
concentracion al 75% y con la técnica niumero 2: adaptacién del método de Bauer Kirby a
gota directa, se obtuvo a partir de la concentracidon al 50%; demostrando que esta Ultima
técnica resultdé ser mas efectiva. La diferencia de resultados con la utilizacion de ambas
técnicas se explica porque con la impregnacion de los discos con el jugo de los distintos
citricos estudiados, al momento de la incubacion, para lograr que se sequen a temperatura
ambiente, existe el proceso de evaporacién que pudo haber influido en la disminucion de la

concentracion del jugo.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion difieren con el estudio realizado
en el afio 2013 en Irak, en cuanto a la inhibicion bacteriana in vitro a concentraciones al
100% con el jugo de Citrus limén contra Streptococcus S-hemolitico del grupo A, con el que
se obtuvo un halo inhibitorio de 20mm, por lo cual llama la atenciéon que en este estudio
emplearon el método de difusion en pocillos de agar, con el que el efecto inhibitorio fue

superior. También hicieron uso del jugo de Citrus limetta y al igual que en la presente
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investigacion, la inhibicidn obtenida fue nula para Streptococcus B-hemolitico del grupo A y
Staphylococcus aureus.>

De las variedades de jugo de citricos estudiados el jugo de limén real al 100% fue el
que presentd mayor efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A a
ATCC 19615, mostrando un halo de inhibicion de 12mm que representa el 52,2% de
inhibicion con respecto al control positivo de azitromicina 23mm. Le siguen: El jugo de limoén
comercializado con un halo inhibitorio de 11mm (42,2%), jugo de limon persa con un efecto
inhibitorio de 10mm (43.4%) y jugo de limon criollo con un halo de inhibicion de 9mm
(39,13%).

No se obtuvo efecto inhibitorio in vitro con ninguna de las variedades de citricos
estudiados contra Staphylococcus aureus meticilino resistente (aislado clinico). Considerando
que esta bacteria proviene de un aislado clinico de origen nosocomial, ha estado expuesta a
multiples farmacos y tiene la capacidad genética de adquirir y asi mismo de transmitir
resistencia a los antibiéticos gracias a su barrera de permeabilidad que estd dada por su
pared celular y la capacidad de provocar inactivaciébn enzimatica o alteracion de los sitios

diana de accién en los cuales actla el antibiético.®>®

Aunque el efecto inhibitorio in vitro contra Staphylococcus aureus meticilino resistente
(aislado clinico) fue nulo, no se descarta que las diferentes partes del fruto principalmente la
cascara; Por su alto contenido de acidos volatiles, presente efecto inhibitorio; En Pera en el
afio 2015 se realizé un estudio experimental en el cual utilizaron el extracto etandlico de la
cascara de citricos al 75% que mostrd halos de inhibicién de 10.2mm contra Staphylococcus
aureus meticilino resistente. Pero el jugo de limén no mostré efecto inhibitorio in vitro contra

Staphylococcus auereus meticilino resistente.>

Ninguna de las variedades del jugo de citricos estudiadas demostré eficacia
antibacteriana in vitro superior a la presentada por el control positivo con azitromicina
(Himedia®) contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615, pero no se
rechaza lo probabilidad de que al aumentar la frecuencia en la dosis de administracion del
jugo de limoén en los medios de cultivo principalmente contra Streptococcus S-hemolitico del
grupo A a ATCC 19615 se logre aumentar el efecto inhibitorio y/o la eficacia antibacteriana in

vitro, esto tendria que ser demostrado en futuras investigaciones.
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En este estudio se determiné que las variedades de jugo de citricos estudiados
presentaron efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus [-hemolitico del grupo A, sin
embargo, no es eficaz ya que no igualé o superd la media de inhibicion de su control positivo
y descarta la eficacia antibacteriana contra Staphylococcus aureus meticilino resistente. Para
dicha conjetura se aplico la prueba de Wilcoxon, y se obtuvo un valor p de 0.8166, por lo que
no se puede rechazar la hipétesis nula concluyendo que no hay suficiente evidencia para
demostrar que el jugo de limén de las variedades estudiadas es eficaz para la inhibicion de
Streptococcus B-hemolitico del grupo A y Staphylococcus aureus meticilino, segun los
métodos aplicados en el laboratorio.

La debilidad que este estudio presenta es, que al momento de realizarlo no se
contaba en el laboratorio clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas con una cepa
ATCC de Staphylococcus aureus meticilino resistente por lo cual se utilizé un aislado clinico

purificado, lo que podria haber influido en los resultados obtenidos.

Las fortalezas de este estudio son que existe inhibicion del crecimiento de
Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC 19615 con la aplicacion del jugo de los
citricos estudiados, asi mismo, servira de base para estudios posteriores sobre la utilizacién
del mismo como profilaxis de enfermedades infecciosas, ya que su inhibicién esta

demostrada in vitro con esta investigacion.
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8. CONCLUSIONES

8.1 Las variedades de jugo de limén: Criollo (Citrus aurantifolia Swingle), persa (Citrus
latifolia Tanak&) real (Citrus limén Burm) y jugo de limén comercializado presentan efecto
inhibitorio in vitro contra Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC.

8.2 Las variedades de jugo de citricos estudiados contra Sthapylococcus aureus

meticilino resistente (aislado clinico) no demuestran efecto inhibitorio in vitro.

8.3 El limén real tiene mayor efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus -hemolitico
del grupo A a ATCC 19615 con las dos técnicas estudiadas a concentracion de 100% con

un porcentaje de inhibicion de 52,2%.

8.4 La minima concentracion de jugo de limén con la cual se logra efecto se obtiene a
partir de la concentracion al 75% mediante el uso de la réplica del método de difusion en
discos de Bauer Kirby (técnica 1) y con la adaptacion del método de Bauer Kirby a gota
directa (técnica 2) a partir del 50%.

8.5 Ninguna de las especies de jugo de limén demuestra eficacia antibacteriana in vitro
contra Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC 19615 y Sthapylococcus aureus
meticilino resistente; al aplicar la prueba de Wilcoxon no se obtiene suficiente evidencia

para rechazar la hipétesis nula.

45



46



9. RECOMENDACIONES

9.1. A la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad San Carlos de Guatemala

Estudiar las propiedades antimicrobianas de las diferentes partes del fruto y
comparar el efecto inhibitorio contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A a
ATCC 19615, Staphylococcus aureus meticilino resistente y con otros

microorganismos patégenos.

Aumentar la frecuencia de la administracién de la dosis de jugo de limoén en
las cuatro variedades estudiadas mediante la adaptacién del método de Bauer
Kirby a gota directa contra Streptococcus [-hemolitico del grupo A a ATCC
19615 y determinar si se logra eficacia antibacteriana.

Evaluar la actividad antibacteriana in vitro de los citricos y otras plantas
medicinales haciendo uso de extractos de diferente polaridad con diferentes
métodos de cultivo contra microorganismos patdgenos para comparar el

efecto inhibitorio.

9.2. Al 4rea de Investigacion de la Facultad de Ciencias Médicas del Centro Universitario

Metropolitano:

Promover dentro de la facultad de Ciencias Médicas la investigacion cientifica
mediante la realizacion de estudios experimentales en el Centro de
Investigaciones Biomédicas para determinar y respaldar cientificamente las
propiedades antimicrobianas de las plantas medicinales con mayor uso en la

poblacién guatemalteca.
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10. APORTES

Se pudo comprobar que el jugo de las especies de citricos estudiados presentan
efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A y se descarta la
eficacia antibacteriana contra Staphylococcus aureus meticilino resistente; aportando
informacion cientifica que permite conocer las propiedades antibacterianas de los mismos,
cabe mencionar que es un estudio innovador, ya que en trabajos experimentales nacionales
e internacionales previos no se habia incluido ambas técnicas estudiadas y no se habia
comparado el efecto inhibitorio in vitro con las diferentes variedades de jugo de limon.
Proporciona informacién para ampliar el campo de estudio de los citricos y sus propiedades
antimitrobianas contra otros microorganismos patdégenos, asi mismo la presente investigacion
forma parte de un informe detallado que contiene un método estandarizado para el cultivo de
Streptococcus B-hemolitico del grupo A y Staphylococcus aureus meticilino resistente, el cual
quedara a disposicion del Laboratorio Clinico del Centro de Investigaciones Biomédicas de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San Carlos de Guatemala como material
de apoyo para la elaboracion de futuras investigaciones, al Laboratorio Clinico del Centro de
Investigaciones Biomédicas de la facultad de Ciencias Médicas de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se entregara una presentacion tipo pdster para ser colocado en el

muro del laboratorio.
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12. ANEXOS

Instrumento de recoleccion de datos
Tabla 12.1 Técnica 1: Método de difusion en discos de Bauer Kirby.

Zonade inhibicion (mm) medicién alas 24hrs

Se hara comparacion con el control positivo: Antibiogramas de azitromicina y vancomicina. *

Jugo de limon criollo (Citrus aurantifolia Swingle)

Control positivo

Control Negativo
solucion salina
0.9%

Concentracion 25% | 50% | 75% | 100%

S. aureus meticilino Azitromicina | 23

resistente ) ) ) ) 15mcg _

S. B-hemolitico del Vancomicina | 19

grupo A ) ) ! ° 30mcg )
ugo de limon persa (Citrus latifolia Tanaka)

S.aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemolitico del
grupo A

7 10

Vancomicina | 19

30mcg

Jugo de limén

real (Citrus limonum Burm)

S. aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemolitico del
grupo A

7 12

Vancomicina | 19

30mcg

Jug

o de lima (Citrus li

metta Risso)

Staphylococcus
aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemolitico del
grupo A

Vancomicina | 19

30mcg

Jugo de limén comercial

izado (Rabinal)

S. aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemolitico del
grupo A

- 10

Vancomicina | 19

30mcg

Azitromicina 15mcg: Resistente: £13mm. Intermedio: 14-22mm. Sensible: = 23mm

Vancimincina 30mcg: Resistente: <14mm. Intermedio 15-18mm. Sensible: = 19mm
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Tabla 12.2 Técnica 2: Adaptacion del método de Bauer Kirby a gota directa.

Zonade inhibicion (mm) medicién a las 24hrs

Se hara comparacioén con el control positivo: Antibiogramas de azitromicina y vancomicina.*

Variedad de citrico

Control positivo

Control negativo
solucién salina
0.9%

Jugo de limén criollo (Citrus aurantifolia Swingle)

Concentracion 25% | 50% | 75% | 100%
S. aureus meticilino Azitromicina 23
resistente 15mcg
S. B-hemolitico del . g 9 Vancomicina | 19
grupo A 30mcg
ugo de limoén persa (Citrus latifolia Tanaka)
Staphylococcus Azitromicina 23
aureus meticilino - - - - -
. 15mcg

resistente
S. B-hemoilitico del Vancomicina | 19

- - 10 10 -
grupo A 30mcg

Jugo de limén real (Citrus limonum Burm)

S. aureus meticilino Azitromicina | 23
resistente ) ) ) ) 15mcg )
S. B-hemolitico del Vancomicina | 19

- 9 9 12 -
grupo A 30mcg

Jugo de lima (Citrus limetta Risso)

S.aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemolitico del
grupo A

Vancomicina | 19

30mcg

izado (Rabinal)

S. aureus meticilino

resistente

Azitromicina 23

15mcg

S. B-hemoilitico del
grupo A

Vancomicina | 19

*Azitromicina 15mcg: Resistente:

Vancimincina 30mcg: Resistente:

<13mm. Intermedio: 14-22mm. Sensible: = 23mm

<14mm. Intermedio 15-18mm. Sensible: = 19mm
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Tabla 12.3 Andlisis de datos:

Calculo de la media (X) y varianza (02) con los datos obtenidos en la medicion a las
24hrs de los halos de inhibicién contra Streptococcus beta hemolitico del grupo A

mediante Método de difusion en disco Bauer Kirby (técnica 1).

Concentracion del ,
jugo de las . - ‘o L ov2 o
variedades de Xl X (xi-X) (xi-X) (xi-x)%/n-1
citricos
Limon persa
25% - -4.25 18.06 6.02
50% - -4.25 18.06 6.02
4.25
75% 7 2.75 7.56 2.52
100% 10 5.75 33.06 11.02
Limon criollo
25% - -4 16.00 5.33
50% - -4 16.00 5.33
4
75% 7 3 9.00 3.00
100% 9 5 25.00 8.33
Limén real
25% - -4.75 22.56 7.52
50% - -4.75 22.56 7.52
4.75
75% 7 2.25 5.06 1.69
100% 12 7.25 52.56 17.52
Limon comercializado (Rabinal)
25% - -4.25 18.06 6.02
50% - -4.25 18.06 6.02
4.25
75% 7 2.75 7.56 2.52
100% 10 5.75 33.06 11.02

xi = Distribucién de datos

X= Media
02 = Varianza
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Tabla 12.4 Célculo de la media y varianza con los halos de inhibicién obtenidos contra
Streptococcus beta hemolitico del grupo A a ATCC 19615 mediante adaptacion del
método de difusion de Bauer Kirby a gota directa (técnica 2).

Concentracién del jugo de las . - . .
variedades de citricos Xl X (xi-X) (xi-X)2 02
Limén persa

25% - -6.5 42.25 14.08

50% 6 -0.5 0.25 0.08
6.5

75% 10 35 12.25 4.08

100% 10 35 12.25 4.08

Limon criollo
25% - -6 36.00 12.00
50% 7 1 1.00 0.33
6
75% 8 2 4.00 1.33
100% 9 3 9.00 3.00
Limén real

25% - -7.5 56.25 18.75

50% 9 15 2.25 0.75
7.5

75% 9 15 2.25 0.75

100% 12 4.5 20.25 6.75

Jugo de limoén comercializado

25% - -7.25 52.56 17.52

50% 9 1.75 3.06 1.02
7.25

75% 9 1.75 3.06 1.02

100% 11 3.75 14.06 4.69

xi = Distribucién de datos
X= Media
02 = Varianza
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Resultados

Tabla 12.5 Distribucion del efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo
de limén persa (Citrus latifolia Tanakd), real (Citrus limén Burm), y jugo de limon
comercializado (Rabinal®) contra Streptococcus 3-hemolitico del grupo A a ATCC 19615
utilizando el método de difusién en discos de Bauer Kirby (técnica 1).

Variedad de citrico al 100% Efecto inhibitorio
Jugo de limon persa 10 mm
Jugo de limon real 12 mm
Jugo de limén comercializado 10 mm

Tabla 12.6 Distribucién del efecto inhibitorio in vitro medido en milimetros (mm) del jugo
de limoén persa (Citrus latifolia Tanaka), real (Citrus limén Burm), y jugo de limén
comercializado (Rabinal®) contra Streptococcus -hemolitico del grupo A a ATCC 19615

mediante el método de Bauer Kirby adaptado a gota directa (técnica 2).

Variedad de citrico al 100% Efecto inhibitorio
Jugo de limon persa 10 mm
Jugo de limon real 12 mm
Jugo de limoén comercializado 11 mm

Tabla 12.7 Concentracion minima de jugo de los citricos estudiados que presentaron

efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus 3-hemolitico del grupo A a ATCC 19615.

Jugo de limon real

técnica de Bauer Kirby 75%
7 mm

técnica de Bauer Kirby con gota directa 50%

9 mm
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Tabla 12.8 Determinacion de la eficacia antibacteriana in vitro del jugo de limén persa
(Citrus latifolia Tanaka), criollo (Citrus aurantifolia Swingle), limon real (Citrus limonum
Burm), lima (Citrus limetta Risso) y jugo de limon comercializado (Rabinal®).

Jugo de limon real 12 mm

Control positivo de azitromicina contra Streptococcus B-hemolitico del grupo A a ATCC

19615 23 mm

Control negativo con solucién salina -
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