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RESUMEN

El presente estudio de investigacién de tipo experimental, nivel explicativo y de
enfoque cuantitativo, se realizé con el objetivo de evaluar el efecto antibacteriano in
vitro del aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limén peruano) frente a
Staphylococcus aureus. Se trabajo con 20 placas divididas en 4 grupos de
experimentacion: grupo control negativo (DMSO al 10 %), grupo estandar
farmacoldgico ampicilina (10ug /disco) y 2 grupos experimentales con 10 pl del
aceite esencial de citrus aurantifolia (limén peruano) a concentraciones de 10% y
20%; las placas fueron incubadas a 24 horas. Mediante el método Kirby Bauer se
evaluo el efecto antibacteriano. Los diametros de halos de inhibicion para el aceite
esencial al 10 % fue de 11.5 + 1.1 mm; al 20% fue de 14.6 + 1.4 mm; para el control
estandar farmacoldgico (ampicilina) fue de 15.9 = 0.9 mm y control negativo 6mm
respectivamente y difieren significativamente segun la prueba estadistica ANOVA.
Al comparar con la prueba T de Student se observo que la concentracion al 20 % tuvo
un efecto antibacteriano significativo mayor sobre S. aureus en comparacion con el
10 % (P < 0,05), en tanto el efecto antibacteriano a ambas concentraciones fue menor
en comparacion a ampicilina (P< 0.05). Se concluye que el aceite esencial de hojas de
Citrus aurantifolia (limén peruano) si tiene efecto antibacteriano in vitro frente a

Staphylococcus aureus.

Palabras claves: Citrus aurantifolia, efecto antibacteriano y Staphylococcus aureus



ABSTRACT

The present research study of experimental type, explanatory level and quantitative
approach, was carried out with the objective of evaluating the in vitro antibacterial
effect of the essential oil of Citrus aurantifolia leaves (Peruvian lemon) against
Staphylococcus aureus. We worked with 20 plates divided into 4 experimental groups:
negative control group (10% DMSO), standard pharmacological group ampicillin
(10ug / disc) and 2 experimental groups with 10 pl of the essential oil of citrus
aurantifolia (Peruvian lemon) at concentrations 10% and 20%; the plates were
incubated at 24 hours. The antibacterial effect was evaluated using the Kirby Bauer
method. The diameters of inhibition halos for the 10% essential oil was 11.5 + 1.1 mm;
at 20% it was 14.6 = 1.4 mm; for the pharmacological standard control (ampicillin) it
was 15.9 + 0.9 mm and negative control 6mm respectively and they differ significantly
according to the ANOVA statistical test. When comparing with the Student's T test, it
was observed that the 20% concentration had a significant higher antibacterial effect
on S. aureus compared to 10% (P <0.05), while the antibacterial effect at both
concentrations was lower. compared to ampicillin (P <0.05). It is concluded that the
essential oil of Citrus aurantifolia leaves (Peruvian lemon) does have antibacterial

effect in vitro against Staphylococcus aureus.

Keywords: Citrus aurantifolia, antibacterial effect and Staphylococcus aureus
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l. INTRODUCCION:
Las plantas forman un requerimiento eficaz en el mejoramiento de tratamientos de

diferentes enfermedades  del mundo. Sin embargo, no encuentran referencias
especificas para determinar la expansion del empleo global de plantas medicinales,
la Organizacion Mundial de Salud (OMS) ha considerado que mas del 80 % de los
habitantes emplea, la medicina tradicional para satisfacer sus exigencias de interés
primario de salud, la totalidad de tratamientos implica el empleo de sintesis de plantas
y sus sustancias activas. De acuerdo a la OMS una planta terapéutica es una variedad
vegetal que incluye extractos usadas con propdsitos medicinales y cuya sustancia

activa sirven como indicadores para recopilacion de actuales farmacos &,

El Perl posee una inmensa variedad bioldgica por el nimero de especies, recursos
geneéticos y diversidad de ecosistemas. Sin embargo, la intervencion en el mercado
mundial de productividad natural es de 0,02%. Acéa se emplean 1 400 especies con
poder medicinal de empleo habitual y solo una reducida proporcién de estas y sus
obtenidos se distribuyen en el interior y exterior del pais. EI empleo de fitofarmacos
es una eleccién permitida para complementar una politica de atencion primaria de
salud por su pequefio costo y su utilizacion tradicional. Primero, se debe avalar que

el fitofarmaco tenga la condicion requerida y la efectividad auténtica .

En todas partes del mundo se viene considerando un dilema de salud publica en la
sociedad, la mortalidad por enfermedades infecciones debido al fendmeno de
resistencia bacteriana; teniendo como referencia en el medio hospitalario, el habito
excesivo de medicinas antibacterianos esto beneficia a cepas portadoras de resistencia
contra uno 0 mas antibioticos. Actualmente ha sido considerado un dilema la

resistencia bacteriana por el incremento de bacterias patgenas multi-drogo. ©



Las enfermedades infecciosas en tiempos remotos; han sido tratadas con remedios
tradicionales extraido de distintas hierbas. Por esta razon la OMS impulsa el estudio
basado en investigaciones cientificas la utilizacion de plantas medicinales por
motivos a que abarca una gran profusion de principios activos capaz de ser eficiente

para combatir el incremento de antibioticos.

Staphylococcus aureus es uno de los patdgenos humanos mas considerables,
aparecen comprometido en diferentes infecciones e intoxicaciones, involucrando
diferentes 6rganos del sistema. El tratamiento de estas infecciones es obstaculizado

por su eminente disposicion de producir la resistencia antimicrobiana .

Uno de los cultivos comercialmente valioso, que se siembra y produce a nivel
mundial es el limon. La hoja de estos citricos posee una alta gama de nutrientes,
ademas de contener otros productos fitoquimicos; el mencionado son empleados de
manera eficaz como medicamentos. La cascara del limon es una abundante fuente de
glicosidos flavonoides, cumarinas, § y y- sitosterol, glucdsidos y aceites volatiles.
Asimismo, la fibra de citricos igualmente posee compuestos bioactivos, tales como

polifenoles y flavonas polimetoxilatos, que aportan a su accion antibacteriana 5

Los aceites esenciales de citricos, y en especifico del limon, permiten ser la eleccion
requerida tanto por sus propiedades eficaces como por ser identificados como seguros
(GRAS), ya que han evidenciado poseer efectos inhibidores directos en contra de una
gama de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Esto igualmente puede ser de
mucho provecho en el campo de la biomedicina, en la que la inspeccion de
enfermedades infecciosas ocasionadas por bacterias, se hace cada vez mas

complicado por la resistencia a los antibicticos ©.



La industria farmacéutica en estos ultimos afios luego de dedicarse Unicamente a la
fabricacion de farmacos de sintesis, hay una variacion en las investigaciones para
nuevos medicamentos de origen natural; por tal motivo se realiza esta investigacion
experimental sobre el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de

Citrus aurantifolia (limon peruano) frente a Staphylococcus aureus

El aumento de la resistencia bacteriana al nivel internacional y la superior constancia
en la manifestacion de cepa multirresistentes, transforman a este fenémeno en uno de
los importantes desafios para las cifras asistenciales de la salud pablica. Las
infestaciones causadas por gérmenes multirresistentes, se vinculan a la derrota de los
regimenes terapéuticos con ascendientes registros de mortalidad, estadia y mayores

costos (.

Por motivo de investigar y averiguar las propiedades medicinales de plantas con fin
terapéutico, consideramos que nuestro estudio busca conocer los posibles efectos
antibacterianos del aceite esencial de citrus aurantifolia (limon peruano) en:
Staphylococcus aereus bacterias Gran positivas, ejecutor de enfermedades
infecciosas, en distintos 6rganos y sistemas del cuerpo; y originando en estas Gltimas
décadas, alarma en los profesionales de salud, por el incremento en la resistencia a
diferentes medicamentos, dejandonos con pocas probabilidades terapéuticas; debido

a eso buscamos actuales opciones terapéuticas con plantas medicinales®

Teniendo en cuenta la alta prevalencia reportada de resistencia bacteriana a nivel
mundial, nacional y local; nuestro presente trabajo del efecto antibacteriano de Citrus
aurantifolia (Limon peruano) busca hallar una opcion terapéutica con plantas

medicinales que sean disponibles, eficaces y econdémica.



Por lo tanto, planteamos el siguiente enunciado:

¢El aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (Limon peruano) presentara efecto

antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus ?

OBJETIVOS:

Objetivo general:

e Evaluar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de citrus

aurantifolia (limén peruano) frente a Staphylococcus aureus.

Objetivos especificos:

e Determinar el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones de 10 % y
20 % del aceite esencial de hojas de citrus aurantifolia (limon peruano) frente
a Staphylococcus aureus.

e Comparar el efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de
Citrus aurantifolia (limon peruano) a concentraciones 10%,20 % y ampicilina

frente a Staphylococcus aureus.



1. REVISION DE LA LITERATURA:
2.1 Antecedentes:

Segun Al-Aamri, et al. en el afio 2018 Oman (Medio Oriente), realizo la siguiente
investigacion denominada “Composicion quimica y actividad antioxidante y
antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Citrus aurantifolia L. hojas cultivadas en
el este de Oméan. El aceite esencial se aisl6 mediante hidrodestilacion Se utilizé
cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) para identificar y
cuantificar los componentes quimicos, donde se identificaron 33 compuestos
quimicos, con d-limoneno (63.35%) formando el componente principal. Otros
componentes importantes incluyen 3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol (7,07%), geraniol
(6,23%), E-citral (4,35%), Z-citral (3,29%) y B-ocimeno. (2,25%). El aceite esencial
de las hojas de Citrus aurantifolia L. mostré una excelente actividad antibacteriana

contra Staphylococcus aureus ©.

Segun Mantilla C, en el afio 2018 Peru, realiz6 una investigacion denominada
“Determinacion del efecto antibacteriano del aceite esencial del fruto Citrus paradisi
("tangelo”) frente a Staphylococcus aureus in vitro” . EI Método utilizado es de tipo
analitico estadistico, y de nivel descriptivo; obteniendo el aceite por destilacion de
arrastre de vapor utilizando concentraciones de (25%,50% y 75%) del aceite esencial
del fruto de Citrus paradisi. Concluye que existio efecto antibacteriano en el aceite
esencial del fruto del Citrus paradisi (“tangelo”), inhibitorio positivo a la concentracion

de 25% presenta mayor efecto antibacteriano, y en las concentraciones de 50% y 75%



va disminuyendo el efecto debido a la volatilidad que presenta los aceites esenciales.

©)

Segln Estrada A, en el afio 2017 (Peru), realizd una investigacion denominada
“Efectividad Antibacteriana in vitro del aceite esencial Citrus Limoén en diferentes
concentraciones sobre el Streptococcus mutans, Cusco, 2017”. En el estudio se utilizo
diferentes concentraciones (50%, 75% y 100%) del aceite esencial Citrus limon sobre
el Streptococcus mutans. Concluyendo que al utilizar el aceite esencial Citrus limon a
la concentracion del 50%, su efecto antibacteriano es nula (-) frente al Streptococcus
mutans, mientras que en las concentraciones utilizadas al 75% y 100% muestran

diferencias estadisticas con valores muy cercanos respecto a su efecto antibacteriano

(10),

Segun Pérez J .en el afio 2016 Per(, realizd una investigacion denominada “Efecto
del agente antimicrobiano del aceite esencial de canela y aceite esencial de limon en
la cobertura comestible y el tiempo de almacenamiento sobre las caracteristicas
fisicoquimicas, recuento de mohos y levaduras y aceptabilidad general en rodajas de
banano (musa paradisiaca)” se propuso determinar el efecto antimicrobiano en la
cobertura comestible que permita obtener la menor pérdida de peso y recuento de
mohos y levaduras, y la mayor firmeza, color y aceptabilidad general en rodajas de
banano alcanzando como resultado que el tratamiento de cobertura con aceite esencial
de canela present6 el menor recuento de mohos y levaduras (200 ufc/g), seguido del
tratamiento con cobertura de aceite esencial de limén (750 ufc/g), ambos, fueron

mejores en comparacion del tratamiento control (1233 ufc/g).?



Segun Da Silva A, Bolivia en el afio 2015 realizd una investigacion denominada
“Determinacion de la actividad antibacteriana de tres variedades de limén (citrus limon
() osbeck, citrus limon (1) osbeck en combinacidn con citrus reticulata y citrus medica
I.) Frente a Staphylococcus aureus y Escherichia coli” en el presente trabajo se
obtuvieron el aceite esencial y macerado de la hoja, cascara y semilla de limon dando
como resultado que frente a Staphylococcus aureus el aceite esencial y el macerado
obtenido de hoja y céscara de las tres variedades presenta actividad antibacteriana y
no de la semilla frente a Escherichia coli el aceite esencial obtenido de la hoja de las
tres variedades presenta actividad antibacteriana, y no de la semilla. La variedad Citrus
limon (L) Osbeck en combinacion Citrus reticulata y Citrus médica (L) presenta
actividad de la cascara. EI macerado frente a Escherichia coli no presenta actividad

antibacteriana.?

Segin Bustamante O, Delgado E. en Perl en el afio 2015 realizo un estudio
denominado “Efecto inhibitorio del jugo y desecado del jugo de limén citrus
aurantifolia en Staphylococcus aureus y Escherichia coli” el trabajo presento que el
jugo de limon se obtuvo por previa eliminacién de la cascara y el desecado colocando
el jugo a 40°C por 7 dias. El jugo se empled a concentraciones de 10, 20 y 30%
probadas durante 30, 60 y 90 min. y el desecado a 3, 6 y 9% por 5, 10 y 15 obteniendo
como resultados que las cepas de E. coli, tanto para el jugo como para el desecado del
jugo de limon, fueron mas sensibles que S. aureus. Asi mismo, existen diferencias
estadisticas entre la sensibilidad de las cepas de S. aureus pero no entre la sensibilidad
de las cepas de E. coli. Se concluyo que el desecado del jugo de limdn tiene mayor

poder de inhibicién del crecimiento bacteriano que el jugo de limén @),



Segun Tam M, Peru en el afio 2015 realizé un estudio denominado “Efecto inhibitorio
in vitro del extracto etanolico de cascara de citrus limon (limon) sobre Staphylococcus
aureus meticilino resistente. 2015” tuvo como objetivo informar sobre la evaluacion
del efecto inhibitorio in vitro del extracto etanolico de cascara de Citrus limon (limon)
sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente y compararlo con el efecto
antimicrobiano de vancomicina obteniendo cuatro concentraciones del extracto
etanolico; asi mismo, el efecto inhibitorio promedio de la vancomicina sobre S. aureus
meticuloso resistente corresponde a la categoria sumamente sensible finalmente
Ilegaron a la conclusion que la Cascara de Citrus limon (limén) si tiene efecto
inhibitorio in vitro sobre Staphylococcus aureus meticilino resistente, pero es

significativamente inferior al compararlo con vancomicina 4.
2.2 Bases tedricas de la Investigacion:
Fitoterapia:

Fitoterapia corresponde al &rea de la medicina alternativa, su conceptualizaciéon es la
disposicion de plantas o sintesis de plantas utilizadas como tratamiento con fin

medicinal 19,
Plantas medicinales:

Comprende sustancias de origen vegetal capaz de ser empleadas con proposito

terapéutico o que son procedente para la semisintesis quimico-farmacéutico .
Extracto vegetal:

Aleacion compleja, con cantidad de compuestos quimicos, conseguida por desarrollos

fisicos, quimicos y/o microbiologicos a partir de un principio natural y util



tecnoldgicamente. En este caso particular aludimos a extractos elaborados a partir a

una planta con accion farmacoldgica ),
Planta:

Citrus aurantifolia (Christm)
Definicion:

Es un arbusto punzante de hoja pequefia arbol de 5 a 6 m de altura. La planta tiene
tallos Unicos o multiples e irregulares ramas cubiertas con corteza lisa marrén a gris.
Las ramas son cuadrangulares (cuando son jovenes), verdes y nitidas espinas axilares
de 3 a 17 mm de largo. Las hojas son amarillo-verde a verde oscuro, con peciolos
alados de 5 a 28 mm y eliptica a hojas coriaceas ovaladas de 4 a 13 cm de largo con

bordes que tienen minutos redondeados dientes 7).

El follaje triturado tiene una fragancia y sabor fuerte, distinto, picante (citrico). El de
cuatro a cinco pétalos las flores blancas aparecen en racimos axilares de pocas flores.
Los frutos son elipsoidales, de 3 a 5 cm de diametro, tienen jugosidad, color verde
verdoso carne, y son de color amarillo en la madurez. Ellos contienen algunas semillas

blancas y puntiagudas de aproximadamente 1 cm de largo @7,

Habitad:
De estructura subespontanea en matorrales contiguo a costas y en terrenos del interior
de poca y mediana altitud. Sembrado por los pobladores principalmente en sectores

rurales®,



Descripcion botanica: Segin ®®. (Anexo n°1)
Reino: Plantae 18)
Division: Magnoliophyta 8
Clase: Magnoliopsida*®
Subclase: Rosidae (18
Orden: Sapindales %
Familia: Rutaceae (1®
Subfamilia; Citroideae™®
Tribu: Citreae 9

Género: Citrus (18
Composicion quimica:

Dentro de su composicion contiene limoneno, quinonas, aminoacidos, taninos,
fenoles, dihidroflavonoles y flavonoides (naringina, hesperidina, neohesperidina,

rutina, quercetina, luteolina) .
Propiedades terapéuticas:

Citrus aurantifolia es una importante planta medicinal y alimenticia ampliamente
cultivada en muchas partes del mundo. Es estimado por sus cualidades nutricionales y
multiples utilidades para la salud. La planta se usa en forma tradicional medicina como
antiseptico, antiviral, antimicotico, antihelmintico, astringente, diurético, repelente de

picadura de mosquito, para el tratamiento de dolencias estomacales, estrefiimiento,

10



dolor de cabeza, artritis, resfriados, tos, dolores de garganta y usado como estimulante
del apetito. Estas utilidades para la salud de Citrus aurantifolia estan asociados con su
alta cantidades de compuestos fotoquimicos y bioactivos tales como flavonoides,

limonoides, fenoles, carotenoides, minerales y vitaminas @9,

En la investigacion de Alfonso et al. 2008"® donde se evalud la actuacion
antiedemagénica de los extractos de corteza del fruto seca de Citrus sinensis L.
y Citrus aurantium L. se contempl6 destacada disminucion de edemas en la piel de
las ratas sometidas al relacionar con los controles. El periodo 6ptimo de cura para

generar el efecto anhelado fue de 7 dias.
No se ha reportado toxicidad

Bacteria: Staphylococcus aureus
Etiopatogenia:

Las enterotoxinas estafilocdcicas (SES) son los productos de Staphylococcus aureus y
son reconocidos como los agentes causantes del envenenamiento por alimentos clasica
en seres humanos luego de la ingesta de alimentos contaminados. Mientras que la
enfermedad provocada por la ingestion de la ES o de su organismo productor de
alimentos contaminados son a menudo autolimitada, nuestra comprension actual sobre
el proceso de S aureus provoca mayor preocupacion. El organismo y sus toxinas
asociadas, se ha implicado en una amplia variedad de estados de enfermedad que
incluyen infecciones de la piel, el corazdn, los senos nasales, enfermedad inflamatoria

gastrointestinal, choque toxico, y el Sindrome de Muerte Stbita del Lactante @Y.

11



La intrincada relacion entre los diversos subconjuntos de células T
inmunocompetentes y células accesorias y el material ingerido encontrado en el tracto
gastrointestinal presentan retos de enormes proporciones para el mantenimiento de la
homeostasis inmunoldgica. La desregulacion de los complejos equilibrios dentro de
este entorno tiene el potencial de consecuencias extremas dentro del huésped, algunos

de los cuales son de larga duracion @,

Mecanismos de Virulencia:

Infecciones Por Invasion:

Staphylococcus aureus, una bacteria Gram-positiva que coloniza las fosas nasales, la
piel y el tracto gastrointestinal, con frecuencia invade la piel, los tejidos blandos y el
torrente sanguineo de los seres humanos. Incluso con la terapia quirdrgica y con
antibidticos, las infecciones del torrente sanguineo se asocian con una mortalidad
significativa. La secrecidn de coagulasas, proteinas que asocian y activan el factor
hemostatico protrombina del huésped y la superficie bacteriana de las aglutininas,
proteinas que unen la fibrina polimerizada, son estrategias clave de virulencia para la
patogenia de las infecciones del torrente sanguineo de S. aureus, que culminan en el

establecimiento de lesiones de abscesos. 2

Infecciones por accion de toxinas

Muchos factores de virulencia de S. aureus se pueden describir como toxinas. Las
toxinas generalmente se conceptualizan como sustancias venenosas. Por lo tanto, la
distincion de otros factores de virulencia (moléculas que aumentan el potencial de un
patdgeno para causar enfermedad en un sentido mas amplio) es que son secretados por

el organismo productor e interfieren directamente con el huésped. Por lo tanto, las

12



toxinas no incluyen moléculas que, por ejemplo, combaten el mecanismo de defensa
del huésped en el espacio intracelular de la bacteria, como los mecanismos de
captacion de oxigeno reactivo intracelular. Ademas, S. aureus produce un gran
conjunto de proteinas secretadas, unidas a la superficie que permiten que el patdgeno

se una al tejido del huésped @2,

Infeccion Bacteriana
Son las infecciones y patologias provocadas por bacterias. Estos microorganismos a
menudo no son observables a simple vista. Sin embargo, pueden provocar afeccion en

el organismo %),
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I1l. HIPOTESIS:

H1: El aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limén peruano) tiene efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.

HO: El aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limén peruano) no tiene efecto

antibacteriano frente a Staphylococcus aureus.
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IV. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION:

4.1. Disefo de la investigacion:

La presente investigacion desarroll6 un estudio de tipo experimental, nivel explicativo
y de enfoque cuantitativo. Se trabajo con 4 grupos de experimentacion desarrollados

de la siguiente manera:
Grupo Control Negativo

Formado por 5 placas Petri conteniendo Agar Miieller Hinton (25 ml), posteriormente
se sembro la bacteria S. aureus ATCC 25923 (1X10® UFC por ml) el cual se realiz6
utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
por cada placa 4 discos hechos con papel Whattman 41 con un didmetro de 6 mm,
sobre estos discos se coloco un solvente de dilucion DMSO ( Dimetil sulféxido al
10 %), se incubaron en un tiempo de 24 horas a temperatura de 37°C, pasado el tiempo

se realizo la lectura de los halos de inhibicion.

Grupo Estandar Farmacologico:

Formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton (25 ml), posteriormente
se sembrd la bacteria S. aureus ATCC 25923 (1X10® UFC por ml) el cual se realizé
utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
por cada placa 4 discos hechos con papel Whattman 41 con un didmetro de 6 mm,
sobre estos discos se colocd una solucion de ampicilina 10 ug, se incubaron en un
tiempo de 24 horas a temperatura de 37°C, pasado el tiempo se realiz6 la lectura de

los halos de inhibicion.
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Grupo Experimental 1

Formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton (25 ml), posteriormente
se sembrd la bacteria S. aureus ATCC 25923 (1X10® UFC por ml) el cual se realiz6
utilizando como patroén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
por cada placa 4 discos hechos con papel Whattman 41 con un didmetro de 6 mm,

sobre estos discos se coloco 10 ul del A.E de citrus aurantifolia al 10%.
Grupo Experimental 2.

Formado por 5 placas petri conteniendo Agar Miieller Hinton (25 ml), posteriormente
se sembrd la bacteria S. aureus ATCC 25923 (1X10® UFC por ml) el cual se realizé
utilizando como patrén el tubo 0.5 de la turbidez de Mc Farland, en ellas se colocaron
por cada placa 4 discos hechos con papel Whattman 41 con un diametro de 6 mm,

sobre estos discos se colocd 10 ul del A.E de citrus aurantifolia al 20%.

4.2. Poblacion y muestra

Poblacion vegetal:

Se trabajo con hojas frescas de Citrus Aurantifolia (limon peruano), procedente de San

José distrito de Viri departamento La Libertad.
Muestra vegetal:

Se utilizé 850 g de hojas de Citrus aurantifolia
Criterios de inclusion:

Se utilizaron hojas de buen aspecto y color

Criterios de exclusién:
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Se rechazo aquellas hojas en mal estado

Poblacion microbiologica:

Se trabaj6 con cepas de Staphylococcus aureus (ATCC®25923) .

Criterios de inclusion:

Cepas de Staphylococcus aureus libre de contaminacion.

Criterios de exclusion:

Cepas de Staphylococcus aureus contaminada.
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4.3.Definicion y operacionalizacion de variable indicadores:

Definicion
Operacional

Indicadores

Escala de Medicién

Variable Definicion Conceptual
Variable Compuestos volatiles de
Independiente: Citrus aurantifolia

Aceite esencial de hojas localizadas en diferentes
de Citrus aurantifolia partes de las planta.

(limo6n peruano).

concentraciones del A.E de
Citrus aurantifolia.

Grupo  Experimental  1:
Aceite Esencial de Citrus
aurantifolia al 10%
Grupo  Experimental 2:
Aceite Esencial de Citrus
aurantifolia al 20%

Variable cualitativa

Nominal.

Variable Capacidad de una sustancia Se determin6 por medio de
Dependiente: quimica que procede sobre
Efecto antibacteriano in un microorganismo para

vitro del aceite esencial destruir 0
de Citrusaurantifolia crecimiento.
(limén  peruano) en
Staphylococcus aureus.

la medicion de halos de
inhibicidn.

Para determinar el efecto
antibacteriano se midié los
halos de inhibicion de
crecimiento de todos los
grupos en milimetros (mm).

Variable

Cuantitativa

razon.

de
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4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos:
Obtencion del aceite esencial:

Para la preparacion del aceite esencial se utilizé el método de destilacion por arrastre
de vapor de agua, en el cual se coloco en el balon Clevenger los 850g de hojas frescas
cortadas de Citrus aurantifolia (limén peruano) y se agregd 2000 ml de agua
destilada, se conect6 el equipo para su funcionamiento y finalmente se calent6 hasta
punto de ebullicion durante 3h. El procedimiento se realizd 2 veces seguidas.

Obteniendo un rendimiento total de 2 ml de A.E y se guardd en un frasco &ambar ).

El porcentaje de rendimiento de pureza es 0.23%  del aceite esencial obtenido

mediante ml del aceite esencial sobre peso en gramo del material vegetal por 100.
Dilucién del Dimetil Sulféxido (DMSO) al 10 %:

Preparacién para 5 ml: Se utilizé 500 ul de DMSO mas 4500 ul de agua destilada
Diluciones de las concentraciones del aceite esencial:

Las 2 diluciones se igualaron a 1ml: para obtener la concentracion de 10 % (900 ul de
DMSO al 10% + 100 ul de A.E de hojas de Citrus aurantifolia (limén peruano)). Para
la concentracion de 20 % (800 ul de DMSO al 10% + 200 ul de A.E de hojas de Citrus

aurantifolia (limoén peruano) ).
Activacion de la cepa de Staphylococcus aureus

Para la activacion Staphylococcus aureus ATCC®25923, se procedio a la
esterilizacion del ambiente, se empez6 abriendo el vial de plastico que le servia como
proteccion, el cual contenia Staphylococcus aureus, un fluido de hidratacion y un

hisopo estéril. Se procedié a romper el fluido de hidratacion, luego se hizo la
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homogenizacién de la cepa Staphylococcus aureus con el fluido para poder activarlas

(25).

Una vez activada la cepa de Staphylococcus aureus, se realizo el sembrado en placas
Petri en cultivo agar tripacasa soya que fue indicado dentro del manual de activacion
de cepas bacterianas del INS, el sembrado se realiz6 con hisopo estéril, colocamos las
placas Petri en la incubadora por 24 horas a una temperatura de 35°C a 37°C logrando

el crecimiento bacteriano ¢®-
Preparacién del medio de cultivo:

Para la siembra y prueba de sensibilidad, se utiliz6 Agar Mueller-Hinton, que es el
medio adecuado para el desarrollo de Staphylococcus aureus. Para ello se diluyo 200
ml de Agar Mueller-Hinton marca Biolabtest frasco x 100 ml, en bafio maria entre
45°-50°C. A continuacion, se procedio a distribuir 10 ml en las placas Petri, se dejé

enfriar.®)
Preparacion del inéculo:

Método directo de inoculacién a partir de colonias aisladas de una placa de cultivo
incubada por 18-24 horas, con ayuda de un hisopo estéril, se seleccionan colonias y se
prepara una suspension directa en solucién salina. La suspension debe ser

inmediatamente ajustada a la escala 0.5 de Mc. Farland®
Sembrado de las Placas Petri:

Luego de realizar el ajuste de turbidez del inoculo, se sumergid un asa bacterioldgica,
previamente esterilizada, en la suspension, por encima del nivel del liquido. Se

procedio a inocular la superficie seca de la placa con agar Muller-Hinton, estriando
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con el asa bacteriologica en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme
del in6culo. Luego se dejo secar la placa a temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos

para que cualquier exceso de humedad superficial sea absorbido. ?®
Aplicacion de los discos:

Con cuidado se colocaron los discos con 10ul del aceite esencial de Citrus aurantifolia
al 10% y 20% uniformemente sobre la superficie del agar con ayuda de una pinza

estéril, procurando asegurar el contacto completo del disco con el agar.
Incubacion:

Las placas se colocaron en posicién invertida a 35°C para su incubacion, durante 24
horas. Seguidamente se prosigui6 con la medicion y lectura ( de los didmetros de los

halos de inhibicion alrededor de cada disco %
Lectura de los 4 grupos de experimentacion:

Se realizé mediante observacion directa de los resultados de la experimentacién. Para
la lectura de los halos de inhibicidn se utiliz6 una regla milimimetrada para medir los
didametros de la zona de inhibicién, se procedi6 a recolectar los datos en una tabla las

cuales se procesaron estadisticamente ),

4.5.Plan de Andlisis:
Para el analisis y tabulacion de datos recolectados se utilizo el programa Excel 2013

los cuales seran procesados a través del paquete estadistico IBM-SPSS-version 22.0
Microsoft Excel. Donde se encuentran las pruebas estadisticas T-Student para dos

grupos Y el analisis de varianza Anova para la comparacion de varios grupos (grado
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de confianza 95% - 0. < 0.5). Los resultados que se obtuvieron de los grupos de estudios

seran presentados en tablas.
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4.6.Matriz de consistencia:

Titulo de la Formulacion  Objetivos Hipotesis Tipo de Variable Definicion Indicadoresy
investigacion del problema investigacion y operacional escala de analisis
disefio medicion
Efecto (El aceite Objetivo general: H1: El aceite Dos
antibacteriano in - esencial  de -Determinar el efecto gzenual de ch.?ﬂﬁi Variable Concentraciones ;oncl%ntraczlgns/s X
) ] ; o _ ) ) e y % Prueba
vitrodel - aceite pojas de Citrus ant'.tt)aCte”a”.ol'“ dvntrr? del  aurantifolia (limon ~ Tipo: independiente ~ Del AE de it
esencial de hojas P o ety Peruano) sitiene Experimental. Aceite esencial de  Citrus eotadistica
aurantifolia de citrus aurantifolia g0 p . Variable ANOVA y
de cirus . (limon peruano) frente a i steriano Nivel: hojas de Citrus aurantifolia de -
Surantifolia (limon Staphylococcus aureus. ¢ a . cualitativo T
it aurantifolia 10y 20 %. nominal
(limén  peruano) peruano) Objetivos especificos: Staphylococcus explicativo o STUDENT
presentara aureus. Enfoque: (limén peruano)
frente a -Evaluar el efecto HO: El aceite que: Variable Se  determind
staphvlococcus efecto antibacteriano in vitro de  esencial de hojas  cyantitativo. . _ Milimetro
phy ib . las concentraciones de 10 de Citrus [E)feerggdlente por medio de la (mm)
aureus. antibacteriano v 9 o gel aceite esencial  aurantifolia (limén . o -
L de  hoi d it . antibacteriano in  medicion de
in vitro frentea 9¢ Nojas de  CItrus  peruano) no tiene vitro del aceite Variable
aurantifolia (limén  efecto ol q halos de . antitativa de
Staphylococcus peruano)  frente  a  gantibacteriano esencla Lo vantiativ
Citrusaurantifolia inhibicién razon
aureus? Staphylococcus aureus. frente a (limé )
: imén  peruano
-Comparar el efecto Staphylococcus en

antibacteriano in vitro del
aceite esencial de hojas
de Citrus aurantifolia
(limén peruano) a
concentraciones 10%,20
% y ampicilina frente a
Staphylococcus aureus.

aureus.

Staphylococcus
Aureus
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4.7.Principios Eticos:

La presente investigacion considero los siguientes principios éticos que dirige la
actividad investigadora de la UNIVERSIDAD CATOLICA LOS ANGELES DE

CHIMBOTE:
PROTECCION A LAS PERSONAS:

En toda investigacion cientifica donde se requiere el apoyo o participacion de un ser
humano; el investigador debe de respetar la identidad, diversidad, confidencialidad,
privacidad que son principios fundamentales que velan por la integridad y proteccién

del ser humano %6)
JUSTICIA:

El investigador debe actuar con juicio razonable y debe tener la cautela necesaria para

garantizar que sus capacidades y conocimientos garanticen las practicas justas .
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V. RESULTADOS:

4.1. Resultados:
Tabla 1: Efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial de hojas de Citrus

aurantifolia (limon peruano) a concentraciones del 10 y 20 % frente a S. aureus.

Grupos de Halos de inhibicion del Significancia

Investigacion crecimiento de S. aureus
L . Valor p*
(mm)z Desviacion Estandar

Control Negativo 6.0+0.0
(Solucion DMSO )

Ampicilina 15.9+0.9

_ 0.000*
(10ug/disco)
A.E.de C. 11.5+1.1

aurantifolia al 10%

A.E.deC. 14.6+1.4

aurantifolia al 20%

*P=0.000 < 0.05. Son estadisticamente significativos, se acepta la hipétesis alternativa
y se rechaza la hipétesis nula; PRUEBA ANOVA

A.E: aceite esencial
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Tabla 2: Comparacion del efecto antibacteriano in vitro del aceite esencial
de hojas de Citrus aurantifolia (limon peruano) a concentraciones 10%,20 %

y ampicilina frente a Staphylococcus aureus.

Grupos de Halos de T-Student Significancia
Investigacion inhibicion
del (P)*
crecimiento
de S.
aureus
(mm)x
Desviacion
Estandar

Ampicilina 70ug vs

AE.  de C.  6.0+0.0 13.94 0.000
aurantifolia al 10%

Ampicilina 10ug vs

AE.  de C. 159+0.9 458 0.000
aurantifolia al 20%

AE. de C.
aurantifoliaal 10%vs 17 5471 10.59 0.000
AE. de C.

aurantifolia al 20%

*Prueba T-Student para muestras independientes ( p < 0.05)

A.E: aceite esencial
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4.2. Andlisis de Resultados:

El presente trabajo de investigacion de tipo experimental, nivel explicativo y de
enfoque cuantitativo, se realizé con el fin de demostrar el efecto antibacteriano in vitro
del aceite esencial de hojas de Citrus Aurantifolia (limon peruano) frente a S. aureus,

muestran los siguientes resultados:

Se observo los promedios + desviacion estandar de halos de inhibicion de los grupos
experimentales Exp01 y Exp 02 fueron de 11.5+1.1 mm. y 14.6+1.4 mm, en el caso
del grupo estandar farmacoldgico (Sensidiscos de Ampicilina 10ug/disco) es de
15.9+0.9 mm. este valor concuerda con lo reportado para este farmaco por el Instituto
Nacional de Salud (INS) donde para ser considerado sensible el cultivo debe tener un
rango de inhibicién a partir de 16mm que en este caso se encuentra en el rango

(4 (Anexo n°3)

En la TABLA 1 se observa que la prueba ANOVA para comparar los grupos indican
un nivel de significancia de 0.000, es decir el Valor P es menor que el alfa (0.000)
indicando que existe una diferencia estadistica altamente significativa en los resultados
obtenidos entre los grupos de experimentacion. Se acepta la hipdtesis alternativa de la
investigacion: El aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limén peruano) si

tiene efecto antibacteriano en Staphylococcus aureus.

En la TABLA 2 se presento las comparaciones entre grupos utilizando la prueba T —
Student; a las 24 horas siendo el valor P = 0.000 para la comparacion entre Ampicilina
(10ug/disco) vs A.E. de C. aurantifolia al 10%; Valor P=0.002 en la comparacione
entre Ampicilina (10ug/disco) y A.E. de C. aurantifolia al 20% y P = 0.000 entre la
comparacion A.E. de C. aurantifolia al 10% vs A.E. de C. aurantifolia al 20%. Estos

resultados indican que el aceite esencial mostraria un mayor efecto antibacteriano en
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Dosis Dependiente, ademas se obtuvo una diferencia estadisticamente significativa
entre el farmaco ampicilina y el aceite esencial en ambas dosis siendo el farmaco el
que tuvo halos de inhibicion mas grandes, a pesar de haber inhibicion bacteriana por
parte del aceite esencial.

Segun Hoerr V y Nairi V et al. en sus estudios refieren que la ampicilina es un
antibidtico de penicilina beta-lactamica usado en el tratamiento de infecciones
bacterianas causadas por organismos susceptibles, generalmente grampositivos. El
nombre "penicilina” puede referirse a varias variantes de la penicilina disponibles, o
al grupo de antibidticos derivados de las penicilinas. La ampicilina tiene actividad in
vitro contra bacterias aerobias y anaerobias grampositivas y gramnegativas. La
actividad bactericida de la ampicilina resulta de la inhibicion de la sintesis de la pared
celular y estd mediada a través de la union de la ampicilina a las proteinas de unién a
la penicilina (PBP). La ampicilina es estable frente a la hidrolisis por una variedad de
beta-lactamasas, incluidas las penicilinasas, y las cefalosporinasas y las betalactamasas

de espectro extendid #72®),

Al unirse a proteinas especificas de union a penicilina (PBP) ubicadas dentro de la
pared celular bacteriana, la ampicilina inhibe la tercera y Ultima etapa de la sintesis de
la pared celular bacteriana. La lisis celular es luego mediada por enzimas autoliticas
de la pared celular bacteriana, tales como las autolisinas; es posible que la ampicilina

interfiera con un inhibidor de la autolisina 9,

En el estudio de Sanei-Dehkordi et al. indica los metabolitos reportados en C.
aurantifolia incluyen los flavonoides, alcaloides, limonoides, cumarinas, carotenoides,
acidos fenolicos y aceites esenciales, son de vital importancia para la salud humana

debido a sus propiedades activas. Los aceites esenciales estdn compuestos por una
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mezcla de terpenoides entre los que destacan DI-limoneno (94.81%), B-mirceno (1%)

y a-pineno (0.65%) ©0),

Segun Al-Aamri, et al. en el afio 2018 expone que los aceites esenciales ejercen
actividad antibacteriana, debido a su naturaleza lipofilica, los aceites esenciales pueden
interactuar y alterar la permeabilidad de la membrana celular en los microorganismos,
eventualmente que conduce a la muerte del microorganismo. El espectro
antimicrobiano de un aceite volatil depende invariablemente de su composicion
quimica. En el presente estudio, se descubrié que el d-limoneno es el componente
quimico principal del aceite de citricos, lo que contribuye a su fuerte aroma y a sus
acciones antibacterianas. Los resultados del analisis de la actividad antibacteriana
indican que el aceite esencial ejerce una actividad dependiente de la dosis con efectos
mas pronunciados contra S. aureus ©.

Asimismo, otros estudios indican que los componentes metabdlicos presente en el A.
Esencial de los citrus como son los terpenos presentan el mecanismo de accion de
romper y penetrar la estructura lipidica de la pared celular de la bacteria, conduciendo
a la desnaturalizacion de las proteinas y destruccion de la membrana celular

permitiendo la salida del citoplasma, lisis celular y eventualmente muerte celular G,
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VI.

CONCLUSIONES:

Se determind que el aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limon
peruano) frente a Staphylococcus aureus presento efecto antibacteriano in vitro
en las concentraciones de 10% y 20 %.

Se compar6 que el aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia (limon
peruano) a concentracion de 20% presentd un efecto antibacteriano
significativamente mayor frente a S.aureus comparando con la concentracion
de 10 %, mientras que el efecto antibacteriano a ambas concentraciones fueron

menor en comparaciones a ampicilina.
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ASPECTOS COMPLEMENTARIOS:

Dicha investigacion motiva y sugiere a continuar con nuevos estudios
cientificos relacionados a efecto antibacteriano del aceite esencial de hojas
de Citrus auratifolia (Limén peruano) en diferentes concentraciones
especificas que potencie su efecto y mecanismo sobre diferentes

microorganismos con el fin de mejorar la calidad de vida de la poblacion.
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ANEXOS
ANEXO N°1

Certificacion de la Planta Citrus Aurantifolia (Limon
peruano)
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ANEXO N°2

Estructura quimica de la Ampicilina
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ANEXO N°3

Limites aceptables (mm) de los Didametros de los Halos de Inhibicion—

Limites de Control en Pruebas de Disco Difusion

Antibioticos y Diametros Criticos para Staphylococcus aureus

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN MM

DISCO R I S
PENICILINAS
Ampiciina 109 £16 il
GLICOPEPTIDOS
Vancomicina 30pg £14 1516 2l
Teicoplanina 30pg £10 1113 14
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 120 g 6 1-9 10
Estreptomicina 300 yg ] 1-9 10
FLUOROQUINOLONAS
Ciprofloxacina 519 £15 16-20 21
Levofloxacina 5ug £13 1416 il
Norfloxacina 10 g £12 1316 gl
TETRACICLINA
Tetraciclina 30pg £14 1518 9
MACROLIDOS
Eritromicina 154g £13 142 B
OTROS
Rifampicina 519 £16 1719 0
Nitrofurantoina 300 yg £14 1516 gl
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ANEXO N°4
Lectura de las placas e interpretacion de los resultados

1. Medir los didmetros de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el diametro
del disco), usando una regla o calibrador. Se debe mantener iluminada la parte
posterior de la placa petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos centimetros
sobre un fondo negro. Tener la precaucion de observar la placa siguiendo una vertical
directa para evitar una lectura erronea de las marcas de la regla por efecto de
paralelismo. En los medios suplementados con sangre, las zonas son medidas en la
parte superior de la superficie del agar y retirando la tapa. Tener cuidado de no medir

la zona de la hemdlisis sino la de inhibicién del crecimiento.

2. Para Staphylococcus spp 0 Enterococcus spp, usar luz transmitida, manteniendo la
placa arriba de la luz para examinar un posible ligero crecimiento de cepas resistentes
a Oxacilina/Meticilina o Vancomicina dentro de los halos aparentes de inhibicion.
Cualquier desarrollo dentro de la zona de inhibicién es indicativo de resistencia a
Meticilina (Oxacilina) o Vancomicina.

3. El punto final debe tomarse como el area que no muestra un crecimiento obvio,
visible, que puede ser detectado mediante observacion visual, no incluyendo velo de
crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser detectadas solo con mucha
dificultad en el borde de la zona. Sin embargo, las colonias mayores creciendo dentro
de la zona clara deberan ser subcultivadas, reidentificadas y reensayadas. Algunos
Proteus spp, debido a su gran movilidad, pueden presentar un velo de invasion o
“swarming” dentro de las zonas de inhibicion de algunos antibioticos. En estos casos

el velo del swarming debe ser ignorado al momento de medir los halos de inhibicion

4. Cuando se prueban discos de Cotrimoxazol puede arrastrarse sustancias antagénicas
que producen un crecimiento con aspecto de niebla dentro de la zona del halo de
inhibicidn, en estos casos no considerar en la lectura un crecimiento del 20% o menos

del desarrollo total.

5. Los diametros de inhibicion son interpretados basandose en las tablas. La
sensibilidad de la cepa bacteriana sera reportada como sensible (S), intermedio (1), o

resistente (R).
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ANEXO N°5

Recoleccion de las hojas del limdn peruano.

Obtencidn del aceite esencial de hojas de Citrus aurantifolia

41



ANEXO 6:

Cultivo y revision de halos de inhibicion de los 4 grupos de experimentacion.
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