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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

Materiales y métodos: Investigacion de tipo experimental, prospectivo,
transversal, poblacion de 20 kilos de frutos de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) y cepa de Streptococcus mutans ATCC 25175, por otro lado, la muestra
estuvo constituida por 300g de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) y la muestra bioldgica usada fueron de 10 placas Petri. El procedimiento
fitoquimico fue la marcha fitoquimica y el método microbiolégico usado fue el de
difusién en agar en pozos o Kirby Bauer modificado el cual requirié del uso de 10
repeticiones y estuvo constituida grupos al 25 %, 50 %, 75 % y 90 % frente al grupo
control (Clorhexidina 0.12 %).

Resultados: Los metabolitos secundarios que se detectaron fueron los
compuestos fendlicos, alcaloides, antocianinas y flavonoides. Mediante la prueba
de ANOVA (p<0,05) y Tukey, se mostr6 como resultado diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos experimentales al 25 %, 50 %, 75%

y 90% comparado con el Etanol 70°frente a Streptococcus mutans

Conclusion: El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo) presenta actividad antibacteriana frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, Opuntia soehrensii Britton & Rose y

Streptococcus mutans
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ABSTRACT

Objective: To determine the in vitro antibacterial effect of the ethanolic extract of
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) seeds against Streptococcus mutans
ATCC 25175 strains.

Materials and methods: Experimental, prospective, cross-sectional research,
population of 20 kg of Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) fruits and
Streptococcus mutans ATCC 25175 strain, on the other hand, the sample
consisted of 300g of Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) seeds and the
biological sample used were 10 Petri dishes. The phytochemical procedure was
the phytochemical march and the microbiological method used was the diffusion
method in disc agar or Kirby Bauer, which required the use of 10 replicates and
consisted of groups at 25 %, 50 %, 75 % and 90 % versus the control group
(Chlorhexidine 0.12 %).

Results: The secondary metabolites detected were phenolic compounds,
alkaloids, anthocyanins and flavonoids. The ANOVA (p<0.05) and Tukey test
showed a statistically significant difference between the experimental groups at

25%, 50%, 75% and 90% compared to ethanol 70° versus Streptococcus mutans.

Conclusion: The ethanolic extract of Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
seeds shows antibacterial activity against Streptococcus mutans ATCC 25175

strains.

Key words: Antibacterial effect, Opuntia soehrensii Britton & Rose and

Streptococcus mutans.
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I. INTRODUCCION

Las caries dental es una enfermedad que afecta a los dientes, su manifestacion
depende de una serie de factores, tales como las caracteristicas de la saliva, la
dieta que este llevando el individuo y la presencia de bacterias, entre la que
destaca Streptococcus mutans, considerado el principal agente etiolégico de esta

enfermedad (1).

Dicho microorganismo se manifiesta en una gran parte de la poblacion mundial,
principalmente a nifios, pero en los adultos también se puede hallar en asociacion
con otros patégenos bucales (2). En paises como Iran un estudio realizado en 499
individuos hallo que 77,6 % albergaba a esta bacteria 'y el 9,8 % la presentaba en
asociacion con otras especies bacterianas (3), en Brasil un estudio realizado en
una institucién preescolar, hallo que el 29,6 % de los 27 nifios que participaron
presentaron mayor prevalencia de la bacteria (4), en Kosovo un estudio realizado
en 66 mujeres embarazadas determino que el 59,10 % tenian niveles altos de
Streptococcus mutans, mientras que el 15, 2 % niveles muy altos (5), por otro lado
en India, hallo que Streptococcus mutans tuvo mayor prevalencia frente a otras
cepas con un 61, 7 % de madres y en el 33, 3 % de su hijos (6), mientras que
otros estudios en ese mismo pais, encontré que el 42, 5 % de 40 nifios con
diagnéstico de caries de la primera infancia severa presentaba a la bacteria, otros
grupos como en nifios con caries de la primera infancia conformado por 40
individuos tuvo una prevalencia del 27, 5 % (7). Un estudio en Indonesia analiz6 la
distribucion de esta bacteria en 50 pacientes pediatricos, hallando que el 94 % de
los pacientes lo presentaba (8), en Suecia el 46 % de 154 pacientes adolescentes
tenian caries dentales causadas por S. mutans (9). En Pera la poblacibn mas
afectada es la pediatrica, ya que segun algunas cifras indican que afecta al 75, 6
% de nifios (10).

La alta prevalencia desmedida de caries a causa de esta bacteria puede ocasionar
consecuencias muy severas en la salud publica, diversos estudios indican que
dicha bacteria ya presenta una alta resistencia contra antibiéticos del grupo de las
penicilinas y tetraciclinas (11), asi como en productos que se utilizan

principalmente para el manejo de cuidado bucal como la clorhexidina (12).



Es por ello que se requiere de nuevas alternativas en el tratamiento de caries
ocasionadas por Streptococcus mutans, una de estas opciones es Opuntia
soehrensii Britton & Rose, conocida como ayrampo, el cual es una planta con
amplia distribucién es nuestro pais y que actualmente se esta estudiando su eficaz

efecto antibacteriano (13).

Ante lo mencionado anteriormente este estudio pretende evaluar la actividad
antibacteriana del extracto etandlico de las semillas de dicha especie vegetal frente

a cepas de Streptococcus mutans, in vitro.

Presenta como problema General:

¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 251757

Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) pertenece a la familia de las
Cactaceas y al género Opuntia (14), presenta una amplia distribucién en los
andes de nuestro pais, principalmente en los departamentos de Ayacucho,
Huancayo, Apurimac, Puno, etc. (15). Es un cactus que crece en suelos
arenosos, calcareos y poco fértiles, crece a una altura entre los 1700 a 3825
m.s.n.m; a pesar de ello no crece de amanera adecuada en suelos arcillosos ni
himedos (16). En cuanto a sus beneficios medicinales, la semilla es muy
utilizada debido a sus propiedades como laxante, febrifugo y tonico, las flores se
consumen como infusién para evitar el cansancio y la anemia, y las hojas sirven
como un relajante del sistema nervioso central (17). En su composicién quimica
se han hallado compuestos como flavonoides, taninos, carotenoides, acido
galico, acidos grasos, entre otros. La semilla es una gran fuente nutricional
debido a su alto contenido de calcio, fosforo, magnesio y potasio (18). Una de
sus principales propiedades la cual se esta estudiando en la actualidad es su
actividad antimicrobiana, la cual ha demostrado ser bactericida frente a bacterias
gramnegativas como Pseudomona aeruginosa y grampositivas contra especies

del género Staphylococcus (19).

Streptococcus mutans, es una bacteria grampositiva que tiene forma de cadenas

de cocos y que recibe su nombre debido a que puede cambiar de forma a bacilo
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(20). Es el principal patégeno que produce caries debido a sus diversos factores
de virulencia como su capacidad de metabolizar azucares de la dieta en acido
lactico, lo que ocasiona en descenso del pH bucal y desmineralizando el esmalte
bucal, por otro lado, puede producir glucanos y fructanos a partir de la sacarosa,
los cuales le sirven para adherirse al diente y como fuente de nutrientes (21).
Para su tratamiento se puede utilizar medicamentos en presentacion liquida
como clorhexidina, especialmente en pacientes crénicos que presenten esta
bacteria, por otro lado, también se pueden utilizar antibiéticos como amoxicilina
(22).

Como antecedentes internacionales tenemos la investigacion de El I. (2020), en
la cual analizo la actividad antibacteriana del extracto de Opuntia ficus indica con
diferentes solventes, como drogas vegetales se utilizaron la pulpa y cascara del
fruto y la extraccion se realizo utilizando solventes como acetona, etanol y
metanol, el efecto antibacteriano se determind mediante el método de difusion
en disco. Como resultados se hallaron que los extractos preparados inhibieron
el crecimiento de Enterococcus feacium, mientras que para Streptococcus
agalactiae, el extracto de cascara (preparado con acetona al 80 %) fue mas
eficaz con un halo de 10.83 + 0.29 que el extracto a base de etanol con un halo
de 7.33 £ 0.29 mm (23).

En el estudio de Arbia L y et al. (2017), analizaron la capacidad antibacteriana
de cuatro extractos acuosos de diferentes especies vegetales, una de ellas fue
Opuntia ficus-indica, frente a bacterias bucales como Porphyromonas
gingivalis y Prevotella intermedia, utilizando el método de difusion en disco.
Como resultado con respecto al extracto de cladodios de Opuntia ficus-indica
hallaron que este fue efectivo ante ambas cepas, pero mostro mayor inhibicion
en cepas de Prevotella intermedia con valores entre 31,17 + 0,85y 48,83 £ 1,03
mm (24).

Por ultimo, el estudio de Fiad M y et al. (2020), evaluaron la capacidad
antibacteriana del extracto de semillas de Opuntia ficus-indica, utilizando
diferentes solventes como etanol, éter de petréleo y acetato de etilo. Para su
procedimiento microbiolégico utilizaron el método de difusion de disco de Kirby
Bauer modificado contra cepas de Bacillus subtilis y Serratia marcescens. Como

3



resultados hallaron que el extracto etanolico demostro tener efecto
antibacteriano al obtener un promedio 14.3 mm para la bacteria gramnegativa y

9.00 mm para la grampositiva (25).

Como antecedentes nacionales, la investigacion de Aroni M (2018), en la cual
determino el efecto antibacteriano del sinergismo de los extractos de hojas de
ayrampo y guayaba frente a bacterias grampositivas, para ello utilizaron la
metodologia de difusion de disco segun Kirby Bauer. Como resultados se hall6é
gue el extracto de guayaba no presento halos de inhibicion en el crecimiento de
ambas bacterias, mientras que ambos extractos tampoco presentaron efecto
antibacteriano en sinergismo, ya que sus halos fueron de 8.7 mm para S. aureus

y 11.7 mm para L. monocytogenes (26).

En la tesis de Diaz C y Llontop K (2021), evaluaron la capacidad antibacteriana
del extracto etandlico de cladodio de Opuntia ficus-indica contra Staphylococcus
aureus y Pseudomona aureginosa, segun la metodologia de Kirby Bauer, las
concentraciones del extracto a utilizar fueron 25, 50 y 100 mg/mL. Como
resultado se obtuvo que el extracto de 100 mg/mL tuvo valores de halos de 19y
24 mm, al igual que la concentracion de 50 mg/mL con valores de 13y 18 mm,

para cada bacteria respectivamente (27).

Finalmente, el estudio de Nattes P y Quispe Z (2018), elaboraron un gel
desinfectante a base del extracto etandlico de las semillas de Opuntia soehrensii
Britton & Rose (Ayrampo) y evaluar su capacidad antibacteriana frente a
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, basado en la técnica de Kirby Bauer,
ademas también se determind la presencia de ciertos grupos de
fitoconstituyentes. Como resultado se hallé la presencia principalmente de
fenoles. Por otro lado, el extracto preparado presento efecto antibacteriano
contra E. coli con un halo de 35.8 mmy 27. 2 mm para S. aureus, finalmente el

gel tuvo el efecto esperado (28).

La justificacion en el ambito tedrico pretende aportar con datos cientificos sobre
eficacia antibacteriana que presenta el extracto etandlico de las semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) sobre cepas de Streptococcus

mutans ATCC 25175, asi como informacion util sobre la fitoquimica de dicha



especie vegetal en estudio mediante el reconocimiento de diferentes grupos de
metabolitos primarios y secundarios. De manera practica estos resultados
serviran para incentivar la investigacion de las propiedades antibacterianas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose y ademas se promulgara el uso de esta, como
un tratamiento alternativo eficaz contra la principal infeccién que produce esta
bacteria como son la caries dental, esto ayudara a disminuir la prevalencia de
esta, asi como los casos de resistencia que ya se han reportado. Finalmente, a
nivel metodoldgico, las técnicas utilizadas en los procedimientos fitoquimicos y
microbiolégicos son eficaces y los resultados seran validados mediante el uso

de estadistica descriptiva.

Presenta como objetivo general:

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.

Presenta como hipétesis general:

El extracto etanolico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
presenta efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de Streptococcus mutans
ATCC 25175.



. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacion.
Cuantitativa porque los datos se analizaron en base a técnicas numéricas (29).

Experimental: por lo que se manipulo las variables independiente y dependiente
(30).

Prospectivo: Debido a que la recoleccion de los datos fueron del presente en
adelante (31).

Transversal: Debido a que la recoleccion de los datos se realiz6 en un momento

y tiempo determinado (32)

[I.2. Poblacién, Muestra'y Muestreo
Poblacién:

= Vegetal: Se considerd 20 kilos de frutos de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo), departamento de Puno, provincia de San Ramaon y distrito
de Caracoto -Cachigrande, a 3825 m s. n. m. con coordenadas 15°34'09"S
70°06'26"0.

Jullaca

» Bioldgica: Cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.



Muestra:

= Vegetal: Constituida por 300g de semillas de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo).
» Bioldgica: 10 placas Petri con agar Mueller Hinton.

Criterios de inclusion:

= Frutos sin dafos fisicos

» Frutos maduros
Criterios de exclusion:
» Frutos en estado de descomposicion

[1.3. Variables de investigacion.
Variable independiente: Extracto etandélico de semillas de Opuntia soehrensii

Britton & Rose (Ayrampo)

= Definiciobn conceptual: Fraccion liquida obtenida por maceracion

etandlica, extraido de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose (26).

= Definicién operacional: Se realiz6 una maceracion de las semillas de

la especie vegetal Opuntia soehrensii Britton & Rose.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro.

= Definicion conceptual: Propiedad de una sustancia para inhibir y/o

eliminar el crecimiento de una bacteria (28).

= Definiciébn operacional: Se inoculé placas petri con las cepas
bacterianas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y se expondran las

sustancias experimentales.

Il.4. Técnica e instrumentos de recoleccion de datos
La técnica que se usoé fue la observacion a través de procedimientos de
laboratorio en el ambito fitoquimico y microbiologico.

El instrumento fue la ficha de observacion.



l.5.

Plan metodolégico para larecoleccion de datos

[1.5.1. Recoleccion de la muestra vegetal.

El fruto de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) fue recolectado en
el departamento de Puno, provincia de San Ramén vy distrito de Caracoto -

Cachigrande, tomando los criterios de inclusion y exclusion.

11.5.2. Identificacion de la muestra vegetal.

La identificacién de la muestra vegetal de Opuntia soehrensii Britton & Rose

(Ayrampo) se realiz6 a través de un bidlogo especialista en taxonomia.

[1.5.3. Preparacién de material vegetal

Se procedid con la seleccion de frutos en buen estado, quitado zonas
afectadas con hongos e insectos, luego se procedié a quitar la parte del
epicarpio (cascara) separando las semillas del mesocarpio (pulpa), el cual
se lavo con agua destilada. Por otro lado, estas semillas se secaron a estufa
a temperatura constante de 40°C. Finalmente, las semillas deshidratadas

fueron reducidas de tamafio en un mortero.

11.5.4. Preparacién del extracto seco hidroalcohdlico

La preparacion de la extraccion por maceracion siguio la técnica propuesta
por (Bonatti, 1991). Se procedi6 a realizar el pesado de las semillas
trituradas, para ello se utilizé 300g de semillas de Opuntia soehrensii Britton
& Rose (Ayrampo) junto con etanol al 70 % y se colocaron en un frasco
ambar. La maceracion se realizo por 7 dias, agitando dos veces al dia. Al
finalizar el proceso, el extracto se filtré con papel filtro whatman N° 1 y se

llevé a una temperatura de 37 °C para obtener el extracto seco (33).

[1.5.5. Analisis cualitativo de semillas de Opuntia soherensii Britton &

Rose (Ayrampo)



Prueba de solubilidad: Siguido el método Olga Lock. Para conocer la
afinidad del extracto seco, se utilizé 0,5 g del extracto que fueron agregados
a 0,5 mL de diferentes solventes como etanol, butanol, metanol, cloroformo,

agua destilada, éter de petréleo y diclorometano.

Marcha fitoquimica del extracto: Para realizar el tamizaje fitoquimico se
utilizé 1 mL de extracto fluido en cada uno de los 14 tubos de ensayo, segun
el método Olga Lock. Los reactivos utilizados fueron Baljet (Lactonas a,
insaturadas), Dragendorff (Alcaloides), Gelatina-sal (Taninos), Benedict y
Fehling A/B (Azucares reductores), NaOH 10 % (Antocianinas), Cloruro
férrico (Compuestos fendlicos), Shinoda (Flavonoides), Liebermann-
Burchard (Triterpenos y esteroides), Gelatina (Taninos), Wagner
(Alcaloides), indice Afro simétrico (Saponinas), Borntrager (Quinonas) y
Mayer (Alcaloides).

[1.5.6. Actividad antibacteriana del extracto seco de semillas de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) segun el método por difusién en

agar en pozo o Kirbi bauer modificado.

La activacion de la cepa se realiz6 segun las instrucciones del fabricante,
luego se utilizé un hisopo estéril para sembrar en agar sangre, por ultimo el

cultivo se llevo a 37°C por 24 horas.

La inoculacion de las cepas se realizé en agar Mueller Hinton enriquecido
con sangre, pero previamente se realizd el ajuste de la suspension
bacteriana comparandolo con la escala 0,5 de Mc Farland (1.5x108 UFC/ml).
Finalmente se realizaron pozos de 6 mm de didmetro con el uso de un

sacabocado en los que se deposité 20 uL de los siguientes grupos:

- Grupo experimental 1: Extracto de semillas de Opuntia soehrensii Britton
& Rose (Ayrampo) 25 %

- Grupo experimental 2: Extracto de semillas de Opuntia soehrensii Britton
& Rose (Ayrampo) 50 %

- Grupo experimental 3: Extracto de semillas de Opuntia soehrensii Britton
& Rose (Ayrampo) 75 %



- Grupo experimental 3: Extracto de semillas de Opuntia soehrensii Britton
& Rose (Ayrampo) 90 %

- Grupo control: Clorhexidina 0.12%

- Grupo control: Etanol 70°

Como ultimo paso las placas se incubaron a 37 °C de 24 a 48 horas, para

posteriormente medir los halos de inhibicion.

[1.6. Métodos de analisis estadistico

Los datos registrados de las pruebas fueron analizados en un software
estadistico denominado (SPSS), se procedio a realizar estadistica descriptiva
y estadistica inferencial para el contraste de hipétesis, por medio del
estadistico ANOVA vy test de Tukey, todo esto representado mediante tablas

y gréficos.

Il.7. Aspectos éticos

El presente estudio por ser de caracter experimental de tipo microbiolégico
utilizé protocolos de bioseguridad, procedimientos adecuados de eliminacion
de bio contaminantes y productos quimicos. Por otro lado, la informacion
presentada en la presente investigacion cumplié con los criterios de citas de
toda la informacion considerada, cumpliendo con aspectos de similitud bajo el
programa Turnitin. Finalmente, los investigadores declararon no tener algin
conflicto de interés y se sometieron a las sanciones del comité de ética de la

Universidad Maria Auxiliadora, por informacion no fidedigna (34,35).
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Ill. RESULTADOS

3.1.Prueba de Solubilidad

Tabla 1. Ensayo de solubilidad

TUBO SOLVENTE RESULTADOS

N°1 Eter de petréleo -

N° 2 Diclorometano -

N° 3 Cloroformo -

N° 4 Butanol -

N° 5 Etanol 96° -

N° 6  Etanol 70° +++
N°7  Metanol +
N°8  Agua destilada +

- Insoluble; +: Poco soluble; ++: Medianamente soluble;
+++: Muy soluble

El extracto en estudio presento afinidad muy soluble por el solvente etanol 70°,

poca solubilidad en metanol y agua destilada, por otro lado, no presentd

solubilidad por los solventes apolares.
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3.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2. Resultados del ensayo fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N° 1 Borntrager Antraquinonas +
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos +++
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides +
N° 4 Dragendorff Alcaloides +++
N° 5 Mayer Alcaloides +++
N° 6 Wagner Alcaloides +++
N° 7 Baljet Lactonas a,f insaturadas +
N° 8 Gelatina Taninos -
N°9 Gelatina-sal Taninos +
N° 10 NaOH 10% Antocianinas +++
N° 11 Espuma Saponinas +
N° 12 Shinoda Flavonoides +++

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

La marcha fitoquimica demostré la abundante presencia de compuestos fendlicos,
alcaloides, antocianinas y flavonoides, de igual importancia present6 la minima
presencia de antraquinonas, terpenos y esteroides, lactonas a, B-insaturadas,

taninos y saponinas.
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3.3.Ensayo microbioldgico

Tabla 3. Halos de inhibicion de ensayo microbiolégico en Streptococcus

Diametros de inhibicion en mm

Microorganismo 90% 75 % 50 % 25 % Clorhexidin Etanol 70°

a 0.12%

10.25 9.14 7.73 6 18.25 6

10.28 9.15 7.72 6 18.23 6

10.27 9.13 7.75 6 18.20 6

Streptococcus  10.25 9.14 7.70 6 18.21 6

mutans 10.29 9.10 7.74 6 18.20 6

ATCC 25175 10.25 9.13 7.74 6 18.21 6

10.26 9.10 7.76 6 18.25 6

10.24 9.14 7.72 6 18.23 6

10.28 9.13 7.73 6 18.21 6

10.29 9.15 7.74 6 18.20 6

Media 10.27 9.13 7.73 6 18.22 6
mutans ATCC 25175

Los resultados microbioldgicos que la clorhexidina 0.12% obtuvo un halo de 18.22
mm. Por otro lado, los extractos al 50 %, 75 % y 90 % evidenciaron un halo

inhibicion medio de 7.73 mm, 9.13 mm. y 10.27 mm respectivamente.
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Tabla 4. Estadisticos descriptivos de los resultados del ensayo microbioldgico

Estadisticos

Grupo

N Valido 60

Perdidos 0

Media 3,50
Error estdndar de la media 222
Mediana 3,50
Moda 12
Desv. Desviacion 1,722
Varianza 2,966
Asimetria ,000
Error estandar de asimetria ,309
Curtosis -1,274
Error estandar de curtosis ,608
Rango 5
Minimo 1
Maximo 6
Suma 210

a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas pequenio.

Los resultados descriptivos ensayo microbiolégico, muestran la representacion de
los datos a nivel de medidas de tendencia central, de dispersion y datos descriptivos

complementarios.
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Tabla 5. Comparacion de medias por el ANOVA

ANOVA

Streptococcus mutans

Suma de Media E Si

cuadrados 9 cuadratica 9-
Entre 1043,459 5 208692  936770,874  ,000
grupos
Dentro de 012 54 000
grupos
Total 1043,471 59

En la tabla 5 el andlisis de varianzas (ANOVA), muestra un valor menor a 0.05.
Esto representa que existe diferencia estadisticamente significativa entre los

grupos experimentales.

El test de Tukey evalud las diferencias entre los grupos experimentales. La tabla 6
indica que existe diferencia significativa entre los grupos al 25, 50, 75y 90 % frente
al control positivo y negativo (p<0.005). Sin embargo, el grupo al 25 % no presenta

diferencia significativa en comparacion al control negativo (p>0.005).
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Tabla 6. Comparaciones multiples por la prueba de Tukey

Comparaciones multiples

Variable dependiente: Streptococcus mutans

HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Desv.
(1) Grupo (J) Grupo Sig. Limite Limite
medias (I-J) Error
inferior superior
Etanol 70° 12,21900° ,00667 ,000 12,1993 12,2387
25 % 12,21900° ,00667 ,000 12,1993 12,2387
Clorhexidina ;
0.12 9 50 % 10,48600 ,00667 ,000 10,4663 10,5057
' ’ 75 % 9,08800° ,00667 ,000 9,0683 9,1077
90 % 7,95300° ,00667 ,000 7,9333 7,9727
Clorhexidina 0.12 % -12,21900° ,00667 ,000 -12,2387 -12,1993
25 % ,00000 ,00667 1,000 -,0197 ,0197
Etanol 70° 50 % -1,73300° ,00667 ,000 -1,7527 -1,7133
75 % -3,13100° ,00667 ,000 -3,1507 -3,1113
90 % -4,26600° ,00667 ,000 -4,2857 -4,2463

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.




IV. DISCUSION

IV.1 Discusiones

En la prueba de solubilidad, los resultados mostraron afinidad de caracter muy
soluble para etanol de 70°, poca solubilidad en metanol y agua destilada y no
soluble por los solventes apolares. Esto se debe a la interaccién del grupo hidroxilo
del alcohol y los hidrégenos del agua que se unen mediante enlaces puentes de
hidrogeno, asimismo hay un cambio del pH debido a que el pH del 100% de etanol
es de 7,33, en comparaciéon con el pH de 7,00 del agua pura, y esto es motivo de
la diferencia de solubilidad del etanol de 96° y el etanol del 70° frente a la muestra
en investigacion (36). En el tamizaje fitoquimico se identificaron principalmente
compuestos fendlicos, alcaloides, antocianinas y flavonoides, los cuales sean
responsables de la capacidad antibacteriana (37). Estos resultados coinciden con
los resultados de Llorona (2019) el cual en su investigacién sobre la actividad
biol6gica de las semillas de ayrampo, fueron los taninos y flavonoides responsables
de la actividad biolégica (38). También con el estudio de Nattes P y Quispe Z (2018),
quienes identificaron fenoles, taninos, flavonoides, alcaloides en las semillas de
ayrampo (28). Hay tres mecanismos compuestos antibacterianos de flavonoides, a
saber, inhibiendo la sintesis de acido nucleico, inhibiendo la funcion de la
membrana citoplasmatica e inhibiendo el metabolismo energético de las bacterias.
Los flavonoides pueden inhibir la sintesis de &cidos nucleicos de las bacterias a
través del anillo del grupo B que se sospecha tiene un papel en el proceso de
intercalacion del ADN, o a través de enlaces de hidrogeno con la disposicion basica
de los &cidos nucleicos de las bacterias que inhibiran la sintesis de ADN o ARN.
Ademas, los flavonoides también tienen la capacidad de interferir con la actividad
de la transpeptidasa peptidoglicano de modo que se altera la formacién de la pared
celular. Como resultado, la célula bacteriana no puede soportar la presion osmaética
interna entre 5 y 20 atmosféricos, donde la presién es suficiente para romper las

células si se destruyen las paredes celulares (39).

En el ensayo microbiolégico se evidencio que las concentraciones al 50 %, 75 % y
90 % del extracto mostraron halos de inhibicion de 7.73; 9.13 y 10.27 mm
respectivamente. Pero la concentracion al 25 % no presentd resultados

significativos. Ademas, se evidenciaron diferencia estadisticamente significativa
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(p<0.05) en los todos los grupos por la prueba estadistica de ANOVA y solo
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) para los grupos al 50 %, 75 % y
90 % segun Tukey. A pesar de los resultados informados, estos difieren con los
obtenidos por de Aroni M (2018), quien no obtuvo resultados Optimos cuando
evaluo el efecto sinérgico de los extractos de Ayrampo y guayaba frente a bacterias
grampositivas (26). Por otro lado, coincide con lo obtenido por Diaz C y Llontop K
(2021), quienes evaluaron el efecto antibacteriano de Opuntia ficus-indica frente a
bacterias grampositivas y gramnegativas (27). Asi como con la investigacion de
Arbia L y et al. (2017), por analizar la capacidad antibacteriana de Opuntia ficus-
indica, frente a bacterias bucales como Porphyromonas gingivalis y Prevotella
intermedia, obteniendo halos de inhibicién de 31,17 + 0,85 y 48,83 + 1,03 mm

respectivamente que corresponde a una actividad beneficiosa (24).

El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
al 25 %, 50 %, 75 % y 90 % comparado con la Clorhexidina 0.12% frente a cepas
biolégicas como el Streptococcus mutans ATCC 25175 no superaron el efecto
inhibidor, estos resultados son similares al estudio de Nattes P y Quispe Z (2018)
quienes evidenciaron que los discos con extracto acuoso de Opuntia soehrensii no
superaron el efecto inhibidor del disco control a base de Ceftriaxona 30ug frente a
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. (28) Debido a las similitudes de la
presencia de alcaloides en las diferentes investigaciones mostradas en parrafos
anteriores, se indica que el mecanismo del alcaloide es que interfiere con el
peptidoglicano que permite la constitucion de los componentes de la célula
bacteriana, por lo que las capas de la pared celular no se forman completamente y
provocan la muerte de estas células. En los alcaloides, también hay un grupo de
base nitrogenada que reacciona con los compuestos de aminoacidos que forman
las paredes celulares de las bacterias y el ADN bacteriano. Esta reaccion da como
resultado cambios en la estructura y composicion de los aminoacidos, lo que
conduce a cambios en el equilibrio genético en la cadena de ADN; por lo tanto, la
célula se dafia y promueve la lisis de la célula bacteriana, provocando la muerte de
las células bacterianas (40).
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V.2

1)

2)

3)

4)

Conclusiones

El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) presenta actividad antibacteriana frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) presenta compuestos fendlicos, alcaloides, antocianinas y

flavonoides.

El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) a la concentracion del 75 % y 90 % poseen efecto antibacteriano

in vitro frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) al 25 %, 50 %, 75 % y 90 % no superan el efecto inhibidor
comparado con la Clorhexidina 0.12% frente a cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175.
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V.3

Recomendaciones

Realizar investigaciones utilizando las semillas de Ayrampo frente a otros

microorganismos tales como hongos, parésitos, etc.

Fomentar el uso tradicional de las semillas de Ayrampo en la poblacion

nacional para coadyuvar en procesos infecciosos.

Efectuar investigaciones en el ambito farmacologico con las semillas y

mesocarpio.

Ejecutar estudios con la penca, flor y espina de Ayrampo para comprobar su

capacidad antimicrobiana.
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ANEXO A. Operacionalizacion de las variables

. . ESCALA
DEFINICION DEFINICION N° DE
VARIABLES CONCEPTUAL | OPERACIONAL DIMENSIONES | INDICADORES DE TEMS VALOR
MEDICION

Fraccion liquida

obtenida - por Se realizard una
VARIABLE maceracion . b d (-) Ausente
INDEPENDIENTE | etandlico maceracion de Pruebas € (+) Escaso
Extracto etandlico | extraido ’de las las semillas de la solubilidad (++) Leve
de semillas de| semillas de la gSpuenCt'ig vegetal | i uimica Marcha Ordinal 14 (+++)
Opuntia especie vegetal P h . : . Moderado
soehrensii Britton | Opuntia soehrensil fitoquimica (++++)
& Rose (Ayrampo) | soehrensii Britton & ~Rose Abundante

Britton & Rose (Ayrampo)

(Ayrampo)
VARIABLE s; Casinoe‘i‘r’i'aéiz <8 mm: nulo
DEPENDIENTE | Es la capacidad | P P 8 — 14 mm:

de una las . cepas Sensible
Efepto ' . sustancia para g?ge{éi%acscusde Microbioldgico Medicién de 14 — 20 mm:
antibacteriano in | inhibir y/o mutgns ATCC diametro Razon 10 Muy
vitro  frente  a| eliminar el 25175 inhibicion (mm) sensible
cepas de | crecimiento de q Y lse >20  mm;
Streptococcus una bacteria expondran as Sumamente
mutans ATCC sustancias sensible
25175 experimentales.
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ANEXO B. Instrumento de recoleccion de datos.

Investigador(es):

Muestra:

ENSAYO ANTIBACTERIANO IN VITRO

NO

Frente a Streptococcus mutans ATCC 25175

Etanol

70°

Clorhexidina

0.12%

Ext

25 %

Ext

50 %

Ext

75 %

Ext

90 %

10
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Tabla B: Marcha fitoquimica del extracto etandlico

IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Metabolitos )

cecundarios Reactivos Resultado
Quinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Flavonoides Shinoda
Antocianinas NaOH 10%
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina Sal
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Wagner
Alcaloides Mayer

Triterpenos y Esteroides

Liebermann Burchard

Lactonas q, B insaturadas | Baljet
Azucares Reductores Benedict
Azucares Reductores Fehling
Saponinas Espuma
Donde:

(-) Ausente

(+) Escaso

(++) Leve

(+++) Moderado
(++++) Abundante
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ANEXO C. Matriz de consistencia

Formulacion del problema

Objetivos

Hipotesis

Problema General

Objetivo General

Hipo6tesis General

¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de semillas de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a
cepas de Streptococcus mutans ATCC
251757

Determinar el efecto antibacteriano in
vitro del extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii  Britton & Rose
(Ayrampo) frente a cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175.

El extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) presenta efecto antibacteriano
in vitro sobre cepas de Streptococcus
mutans ATCC 25175

Problemas Especificos

Objetivos Especificos

Hipo6tesis Especificas

1. ¢Qué metabolitos secundarios posee el
extracto etandlico de semillas de Opuntia
soehrensii  Britton & Rose (Ayrampo)
responsables del efecto antibacteriano in
vitro?

. ¢Cual es la concentracion del extracto
etandlico de semillas de Opuntia soehrensii
Britton & Rose (Ayrampo) que posee efecto
antibacteriano in vitro sobre Streptococcus
mutans ATCC 251757

. ¢,Cual es el efecto antibacteriano in vitro del
extracto etandlico de semillas de Opuntia
soehrensii  Britton & Rose (Ayrampo)
comparado con  clorhexidina  sobre
Streptococcus mutans ATCC 251757

1. Identificar los metabolitos secundarios
presentes en el extracto etandlico de
semillas de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo) responsables del efecto
antibacteriano in vitro.

2. Determinar la concentracion del extracto
etandlico de semillas de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) que
posee efecto antibacteriano in vitro
sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

3. Comparar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etanodlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) con clorhexidina sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.

1. El extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) tiene metabolitos
secundarios responsables del efecto
antibacteriano in vitro.

2. Existe una concentracion del extracto
etandlico de semillas de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
gue posee efecto antibacteriano in vitro
sobre Streptococcus mutans ATCC
25175.

3. La actividad antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de semillas de
Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) es significativamente mayor
comparado con clorhexidina sobre
Streptococcus mutans ATCC 25175.
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ANEXO A. Informe de laboratorio

' Santa Rosaci.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIS CLINICO

“Aho del Bicentenario del Peri- 200 3703 de Independencia”

Informe de Resultados

Solicitado por:  Palacios Rosales, Mary Cruz

Coila Colquehuanca. Rosio Obdulia
Muestra: Extracto de semillas de ayrampo
Cantidad: 910 gr

Fecha de ensayo: 18-06-2022

Didmetros de inhibicion en mm
Microorganismo 0% 75% 50% 5% Clozhg\':'dina Etfuool

112% 0

10.25 514 7.73 6 18.25 6

10.28 9.15 7.72 6 1823 6

10.27 913 7.75 6 18.20 6

10.25 9.14 7.70 6 18.21 6

S”"P";“’“ U 1029 | 910 | 7.74 6 18.20 6
ATZ; ‘;'5“] ;s [1025] 913 | 774 6 1821 6
10.26 9.10 7.76 6 18.25 6

10.24 9.14 7.72 6 1823 6

10.28 913 7.73 6 1821 6

10.29 9.15 7.74 6 1820 6

*Tamafio de pozo: 6mm, por lo que al reportarse 6 mm es indicativo que no
existe formacion halo de inhibicién
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 10° UFC/mL

/i

A

“ Lic. T.M. Walter A. Siri Rodriguez

CTMP. 10808

Jr. Comercio N° 597 Pachacamac Telf 2311053 Cel 941708196- 993446913
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ANEXO B. Certificado Taxondmico

> DE L& CRLU
ULTOR BOTANICO

8. P. 3796

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARGO CAMPOS DE LA CRUZ. B0LOB0 COLEGADD. D8P 3736 - INSCRITO EN EL REGISTROOE  PROFESIONALES OUE REALIZAN CERTIFICACIONES
DE IDENTIAICACION TAXONGMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTDS DE FLDRA - RESOLUCION DIRECTORAL K.¥ O311-2013- MINAGRI-DGFFS- DGEFFS.

CERTIFICA:

Que, las bachilleres PALACIOS ROSALES, MARY CRUZ y COILA COLQUEHUANCA,
ROSIO OBDULIA. Tesistas de la Universidad Maria Auxiliadora. Facultad de Ciencias de la
Salud. Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, para desarrollar el proyecto de tesis titula-
do: EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DEL EXTRACTO ETANOLICO DE SEMILLAS
DE Opuntia soherensii (AYRAMPO) FRENTE A CEPAS DE Streptococcus mutans ATCC
25175. han solicitado la identificacion y certificacion boténica de una planta silvestre procedente
de la zona  de Cachigrande, distrito Caracoto, provincia San Ramén, departamento de Puno,
donde es conocida con el nombre vulgar de “ayrampo”™; la muestra ha sido estudiada y se identi-
ficd que corresponde a la especic Tunilla soekrensii (Britton & Rose) D.R. Hunt & Iliff. Segin
la base de W*Tropicos del Missouri Botanical Garden que sigue el sistema modemo de clasifica-
cién de las angiospermas (APG), la especie identificada se ubican en las siguientes categorias
taxonomicas y clados:

Reino: Plantae
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Caryophyllanae
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Tunilla
Especie: Tunilla soehrensii (Britton & Rose) D.R. Hunt & Iliff.

Sinénimo: Opntia soehrensii Britton & Rosc
Se expide la presente certificacion boténica para fines de investigacion cientifica.

Lima, 22 de octubre del 2022

“#.‘" '-“.‘ A “ YA}
BIOLOGO
=/ c.8.p. 3708

sy
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ANEXO C. Evidencias de campo

Muestra:

e Semillas de ayrampo
1. Recepcién de muestra

e Fecha : 06-06-22

e Peso recibido : 409.8 g semillas

2. Tratamiento y extraccion de la droga vegetal
2.1 Tratamiento de la droga vegetal

Con el fin de adecuar la muestra para el posterior proceso de
preparacion del extracto hidroalcohdlico, se realizaron las siguientes

operaciones previas:

a. Selecciony Limpieza

Se elimin6é cuidadosamente la tierra que pudiera estar adherida

sobre la superficie del fruto, asicomo aquellos que estuvieran en

mal estado o con signos de contaminacion microbiana.

Frutos seleccionados en buen estado
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b. Lavado y extraccion de semillas

Con este proceso se elimind todos los vestigios de tierra que
pudieran haber quedado sobre lasuperficie del fruto aplicando un
flujo continuo de agua potable a temperatura ambiente y
empleando una escobilla suave, por ultimo se enjuagd con agua

destilada y se dej6 escurrir para eliminar exceso de humedad.

A continuacién se procedio a cortar y separar la cascara de la

pulpa; por ultimo con ayuda de un colador se separaron las

semillas.

Lavado con agua —
Lavado con agua destilada Extraccion de pulpa

potable

Extraccion de semillas
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c. Secado

Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la
especie. Esto debido a que la presenciade agua es el principal
responsable de la alteracion de la planta recolectada. Al
descender la cantidad de agua, las enzimas detienen su actividad,
guedan inhibidas y la planta se conserva. Asi mismo facilita el

proceso de extraccion.

En este caso la muestra fue distribuida sobre bandejas de pyrexy
secada por 48 horas en una estufa con aire recirculante a una

temperatura de 40 °C.

e Tiempo de secado: 48 horas
e Temperatura de secado: 40 °C

e Peso obtenido luego de proceso: 318.3 g
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d. Molienda

La muestra una vez seca, fue sometida a trituracibn mecanica
empleando un mortero y pilén de porcelana, con la finalidad de
reducir el tamafio de particulas y aumentar el niumero de las
mismas para de esta manera hacer mas eficiente el proceso de

extraccion al incrementar la superficie de contacto.

e Peso obtenido luego de molienda: 318.1 g

Proceso de molienda

2.2 Extraccion

a. Macerado

El proceso de extraccion se realiz6 macerando, dentro de un
frasco ambar, el material obtenido luego de la molienda con
alcohol de 70°. El proceso de maceracion se realiz6 durante 7

dias, sometiéndolo a agitaciébn mecanica diaria.

e Cantidad de muestra: 300 g
e Solvente: etanol al 70°
e Cantidad de solvente: 450 ml

e Dias de macerado: 7 dias
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Proceso de maceracion

b. Filtrado

El liquido resultante del proceso de maceracion fue filtrado

empleando papel de filtro whatmanN°1 y un embudo.

) I

c. Obtencion extracto seco
Para facilitar la evaporacion del disolvente, el liquido filtrado fue
vertido sobre placas petri devidrio y fue llevado a estufa de aire

recirculante a una temperatura de 40°C hasta sequedad.

e Cantidad liquido a secar: 350 mlvv
e Temperatura: 40°C
e Tiempo de secado: 48 horas

e Cantidad extracto obtenido: 9.10 g.
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INFORME ENSAYO MICROBIOLOGICO

METODO

Método de difusion en pozos (Kirby Bauer modificado)

Consiste en depositar dentro de pozos elaborados sobre la superficie de
una placa con agar previamente inoculada con el microorganismo,

diferentes sustancias a evaluar.

1. Preparacion de Medio de Cultivo

1.1 Agar Mueller Hinton con 5% de sangre de carnero

El medio de cultivo fue preparado partiendo de la base deshidratada y
siguiendo las indicaciones proporcionadas por el fabricante.

Se peso 7.6 gr. de la base deshidratada y se adicioné 200 ml de agua
destilada, a continuacion, se procedio a calentar con agitacion frecuente
hasta lograr la disolucion total del medio de cultivo, por dltimo, se
esteriliz6 en autoclave sometiéndolo a 15 libras de presion (121°C)
durante 15 minutos.

Una vez terminado el proceso en la autoclave, se dejé enfriar hasta que
el medio de cultivo alcanzé una temperatura entre 45°C — 50°C para
agregar posteriormente 5% de sangre bovina estéril al medio fundido y
esteril.

Una vez adicionada la sangre se homogeniz6 el medio de cultivo y se

distribuy6 en placaspetri estériles de 90 x 15 mm.
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2. Activacion de la cepa: Kwik-stik microbiologics - Streptococcus mutans

Para preparar el inéculo se empleo el producto Kwik-stik microbiologics® que
contiene a la cepa Streptococcus mutans ATCC 25175 en un pelet.

a. ElKwik-stik tiene en la parte superior una ampolla con liquido hidratante,
el cual fue liberado al apretar una sola vez la mencionada ampolla que
se encuentra en la tapa. Luego de realizar esta operacion el Kwik-stik se
mantuvo en posicion vertical para facilitarel flujo del liquido por el mango
hasta la parte inferior de la unidad, que contiene el granulo.

b. Por ultimo, se presiond la parte inferior de la unidad para lograr una
suspension homogénea.

c. De inmediato se procedio a saturar el hisopo, que contiene el producto,
con el material hidratado y se transfirié a una placa con agar sangre, la
cual fue incubada a 37°C. en condiciones anaerobias (jarra de

anaerobiosis) durante 24 horas.

3. Método de preparacion del inéculo

a. Se realizo la suspension directa, en solucion salina (cloruro de sodio

0.9%), de coloniasobtenidas de la placa anteriormente incubada.

Streptococcus mutans ATCC
25175
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b. La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparandola de manera

visual con la turbidez del estandar 0.5 de Mc. Farland.

4, Inoculacion de placas

Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del inéculo, se
procedié a sumergir un hisopo estéril en la suspension obtenida; el hisopo se rotd
varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo y por encima

del nivel del liquido,esto con la finalidad de remover el exceso de inoculo.

Posteriormente se inocul6 sobre la superficie seca del agar Muller Hinton sangre,
para estose realizaron estrias en tres direcciones diferentes rotando la placa 60°

cada vez, esto con la finalidad de asegurar una distribucion uniforme del indculo.

Previamente todas las placas fueron marcadas para posteriormente realizar los

pozos empleando un sacabocado de 6 mm de didmetro.
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Siembra de placas
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Realizando pozos en agar con ayuda de un sacabocado

5. Preparacion de sustancias experimentales

Se preparé las sustancias experimentales a diferentes concentraciones
partiendo del extractoseco, para posteriormente adicionar 20 uL de las mismas,
con ayuda de una micropipeta, en cada uno de los pozos realizados

anteriormente.

e Extracto de semillas de Ayrampo 90%
e Extracto de semillas de Ayrampo 75%
e Extracto de semillas de Ayrampo 50%
e Extracto de semillas de Ayrampo 25%
e Alcohol de 70°

e Clorhexidina 0,12%
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6. Incubacién

Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C y en condiciones anaerobias
(jarra de anaerobiosis) después de 30 min de adicionados las sustancias

experimentales.

46



7. Lectura de resultados

Halos de inhibicion de los 5 grupos fueron medidos empleando un vernier.

IEREEEE SRR R W
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Microorganismo

Diametros de inhibicién en mm

90% | 75% | 50% | 2596 | Clorhexidina Etanol
0.12% I
70
10.25 | 914 | 7.73 6 18.25 6
1028 | 915 | 7.72 6 18.23 6
1027 | 913 | 7.75 6 18.20 6
Streptococcus
mutans 1025 | 914 | 7.70 6 18.21 6
ATCC 25175 96559 1 910 | 7.74 6 18.20 6
1025 | 913 | 7.74 6 18.21 6
1026 | 910 | 7.76 6 18.25 6
1024 | 914 | 7.72 6 18.23 6
1028 | 913 | 7.73 6 18.21 6
1029 | 915 | 7.74 6 18.20 6
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ANEXO G. Certificado de Agar Mueller Hinton

m Certified : 1SO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000322697
Mueller Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022
Appearance
Cream to yellow homogeneous free flowing powder . Observed : Light yellow
Gelling

Firm, comparable with 1.7% agar gel.

Colour and Clarity of prepared medium
Light amber coloured clear to slight opaiscent gel froms in Petri plates,

Reaction
Reaction of 3.8% w/v aqueous solution at 25°C.

pH
pH Range :7.20-7 40 Observed : 7.37

Cultural Response

Cultural characteristics observed after incubation at 30-35°C for 18 -24 hours for bacterial cultures. For testing
S.pnuemoniae : The medium was supplemented with 5% Sheep blood and incubated at 35°C for 16-18 hours at 5% CO2 For
testing H.influenaze : Yeast extract & 2 vials /| of Haemophilus Growth Supplement (FD117 containing 15 mg/l of Haematin+
15 mg/l of NAD) and incubated at 35°C for 20-24 hours at 5% CO2

Antibiotic Sensitivity test
Various discs were tested for standard ATCC strains and zone of inhibition were measured after an Incubation 30-35°C for 18
hours. (As per the latest CLSI Protocol M6 & Standards as per the current CLSI M100)

Thymine/Thymidine Content
# The zones for these discs are indicative of the Thymine/Thymidine content of the medium.
Divalent Cation Content
* The zones for these discs are indicative of the Divalent Cation tent of the medil
Organism Inoculum (CFU) [Growth Observed Lot }lpuwwy Fm—dna Zone m of inhibition
value (CFU) rved
scherichia coli ATCC 25922(WDCM 00013)
85 luxuriant 80 94% - -

- - - - 18-24 mm 23mm
mpicillin AMP 10 mcg - - - - 16-22 mm 21mm
efotaxime CTX 30 mcg 2 : = . 29-35 mm 34mm
‘efoxitin CX 30 mcg - - - - 23-29 mm 27mm

= - - - 15-21 mm 20mm

& 5 - - 21-27 mm 26mm

- - - - 30-40 mm 38mm

PAGE : 1/4
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m Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000322697
Mueller Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022
ntamicin GEN 10 meg - - - - 19-26 mm 25mm
urazole SF 300 meg |- - - - 15-23 mm 21mm
etracycline TE 30 meg * - - - - 18-25 mm 24mm
Trimoxazole COT 25 meg # - - - 23-29 mm 28mm
hylococcus aureus ATCC 25923 (WDCM 00034)
Growth promoting 86 luxuriant 79 91% - -
Umoxyclay AMC 30 mcg - - - - 28-36 mm 35mm
Wmpicillin/Sulbactam A/S - - - - 29-37 mm 36mm
/0/10 meg
Cephalothin CEP 30mcg - - - - 29-37 mm 35mm
Ciprofloxacin CIP Smcg - - - - 22-30 mm 28mm
Erythromycin E 15 meg = £ 2 g 22-30 mm 29mm
Vinezolid LZ 30 mcg - - - - 25-32 mm 30mm
Oxacillin OX Imcg - - - - 18-24 mm_ 23mm
Pristinomycin RP 15 meg - - - - 21-28 mm 27mm
Tetracycline TE 30 mcg * - - s - 24-30 mm 29mm
Vancomycin VA 30 mcg - - - - 17-21 mm 20mm
Co-Trimoxazole COT 25 mcg |- - - - 24-32 mm 30mm
- - - 23-29 mm 28mm
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (WDCM 00025)
Juxuriant 78 96% - -
= - - 18-26 mm___ 25mm
- - - 23-29 mm 28mm
& - - 18-22 mm 21mm
- - - 22-29 mm 28mm
- - - 25-33 mm 32mm
- - - 16-21 mm 20mm
- - - 20-28 mm 27mm
- - - 25-33 mm_ 32mm
- - - 20-28 mm 26mm
- - - 19-25 mm 24mm
Growth promoting 82 luxuriant 77 93% - -
[imoxyclay AMC 30 mcg - - - - 17-22 mm 21mm
mpicillin AMP 10 mcg - - - - 6 mm 6mm
mpicillin/Sulbactam A/S - - - - 13-19 mm 17mm
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m Certified : 1SO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : M173 Material Name : Lot No : 0000322697
Mueller Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022
iperacillin PI 100 mcg - - - - 12-18 mm 16mm
Piperacillin/Tazobactam PIT |- - - - 24-30 mm 28mm
100/10 mcg
Ticarcillin T1 75 mcg - - - - 6 mm 6mm
Ticarcillin/Clavulanic acid - - - - 21-25 mm 23mm
C 75/10mcg
nterococcus faecalis ATCC 29212 (WDCM 0008
rowth promoting 88 tuxuriant 80 90% - -
Eo-Trimaxazole COT 25 meg |- - - - # 20 mm (Clear 29mm
jone)
imethoprim TR 5 mcg # - - - - i# 20 mm 27mm
‘ancomycin VA 30 mcg - - - - # 17 mm 23mm
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) (WDCM 00211)
Growth promoting 86 luxuriant 85 0 - -
Oxacillin OX | mcg - - - - Very Hazy to No{No zone
Zone
terptococcus pneumoniae ATCC 49619 (On Medium with 5% Sheep Blood)
Growth promoting | Jtuxuriant | 7 I o | L
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226 ﬂlncubated wi/5% C02)
Growth promoting l 85 luxuriant [ 80 [ 94% I- [-
Haemophilus influenzae ATCC 49247 (On medium w/ Y.E.,NAD & Hematin)
Growth promoting I 83 llmmrianl I 78 l 93% l- l-

. ATCC is a registered trade mark of the American Type Culture Collection
. NCTC and National Collection of Type Culture are registered trade mark of the Health Protection Agency

Control Media :
. For Bacteria : Soyabean Casein Digest Agar / Columbia Blood Agar base enriched with 5% viv Sheep/Horse blood.
. For Yeast & Mold : Sabouraud Dextrose Agar.

. All 180 11133 : 2014( E ) control strains are included in the Quality parameter
. HiMedia Laboratories Pvt Ltd is certified for ISO 8001-2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP.

. Information for BSE/TSE Risk: The material was subjected to pH <= 7.0 and/or a temperature In excess of 75°C for no
less than 2 hours during the manufacturing process. The bovine raw material for this product was collected entirely from
Indian Origin animals in a licensed based establishment. The animais are inspected under a Govt. approved veterinarian’s
supervision and were apparently free from infectious and contagious diseases. BSE (Bovine Spongiform
Encephalopathy)/ TSE (Transmissible Spongiform Encephalopathy) and dioxine are not known to exist in India. This
material does not contain, nor is derived from the specific risks material as defined in The Maharashtra Animal
Preservation Act Govt. of Maharashtra, India.

PAGE : 3/4
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m Certified : ISO 9001:2008, ISO 13485-2012 and WHO GMP

HiMedia Laboratories Private Limited
23, Vadhani Industrial Estate, L.B.S. Marg, Mumbai - 400086
Website : www.himedialabs.com, Email : info@himedialabs.com

Certificate of Analysis, Quality and Conformity

Material Code : m173 Material Name : Lot No : 0000322697
Muelier Hinton Agar
Report No.: 040000779434 Date of Report : 22.12.2017 Expiry Date : Dec-2022

STATUS OF THE MATERIAL : APPROVED

This is to certify that this jot passes and it confirms to the above mentioned tests and specifications . The information given
here is believed to be correct and accurate, however, both the information and products are offered without warranty for any
particulars use, other than that specified in the current HiMedia manual or product sheets. The results reported were obtained
at the time of release.

This document has been produced electronically and is valid

Ttk thoaeds™ garseesd

'W.H'“

Microbiologist/Sr.Executive Asst./Dy/QC Manager Dy/QA Manager
Microbiologist

22.12.2017
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ANEXO H. Certificado de anéalisis de Cepa Streptococcus mutans

‘{- e, ..-...

Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Eelease

Specifications Expiration Date; 2022/8/31

Microorganism Mame: Streptococcus mantans Release Information:

Catalog Number:; 0266 Quality Control Technologist: Alexandra D Cged,
Lot Number: 265-32%= Release Date: 2020/9/8

Reference Number: ATCC® 251 75TM*

Passage from Reference: 3

Performance

Macroscopic Features: Medium:
Two colony types; small, circular, dome shaped, entire edge, white and the 5B APother iz
small, circular and translucent

Microscopic Features: Method:
Small gram ?nsmw cocel to ovold cells ocourring smgly, in pairs and Gram Stam (1)

predominately i chains
ID System: MALDI-TOF (1) Other Features! Challenges: Results
(1) Catalase (3% Hydrogen Peroxide): negative

See attached ID System resultz document.
<4VM|‘\_,—'{“— /4?52-@#

Amanda Kuperyz Quality
Comntrol Manager
AUTHOFRIZED SIGNATURE

**Drisclzimer: The last digit(s) of the lot mumber appearing on the product label and packing =lip are merely a packaging event number. The lot number dizplayed on this cenificate is the
actoal baze lot number.

h the Vitek® panel uses many conventional tests, the unigue environment of the card. combined with the short incubation period, may

Note for VitekE: Allhuu#e
produce results that differ trom publhished resuits obtained by other metho

.+, Refer to the enclosed product insert for instructions. intended use and hazard/safety information.

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

&

lAt.'-'ClEDl TE DI

REFERENCE MATERTAL PRODUCER
CERT #2655.82

ATCC Licemsed %
N Derrvative J

&

ACCREDITED
TESTING CERT #2655.01

*) Th.e -"J'CI: Licensed Demame Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC -:a1nJu= ma:h are trademark: of
UL BUCTanaingacs, Inc. 15 licensed £o use these ragemarks and to sell procucts denved mom A% cob

(1) These tests are accredited to ISQVIEC 17023,
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results M

Meaning of Score Values

Range Interpretation Symbols Color
200-3.00 (+) green
1.70-1.5% Low-confidence identification +) yellow
0.00-1.69 -] red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match 1z a high-confidence identification. The second-best match i1z (1) a lugh- confidence

wdentificabion 1 which the species 1z 1dentical to the best match, (2) a low-confidence 1denfificabon m winchthe species or genus
1= 1dentical to the best mateh, or (3) 2 non-1dentihication.

B Low consistency: The requirements for hizh consistency are not met The best match 1= a high- or low-confidence
Wﬁﬁcaﬂmﬁl‘tﬁﬁeo&nﬂ-bﬁﬂ match 15 (1) & mgh- or low-contidence 1dentitication m which genus 13 1dentical to the best match
or 1) a non-ldsntitication.

(icy No consistency: The requirements for high or low coensistency are not met.
Baum Creation Date/ Time: 2020-09-02T11:47:04.268 ads
Applied MSP Library(igs): EDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fumgi Library
Sample Name Sample 1D Organism (best match) Score Value
B10 (+++) (A) 266-32 Streptococcus mutans
Comments:
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