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RESUMEN

El propoésito de este estudio es determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Se realizd una investigacion cuantitativa, experimental de tipo transversal y explicativo. La
poblacion examinada constaba de 20 kilogramos de Opuntia soehrensii (Ayrampo) y la muestra
utilizada fueron 5 kilogramos del epicarpio de Ayrampo, ademads se us6 placas inoculadas con
S. aureus y S. pyogenes, por el método de difusion en agar en pozo, Concentracion minima

inhibitoria (CMI) y Concentracion minima bactericida (CMB).

Para la parte estadistica se realizaron tablas de porcentaje, frecuencia e inferenciales para
evaluar la significancia de los resultados obtenidos, el andlisis fitoquimico evidencid
compuestos fendlicos, lactonas o, [-insaturadas, alcaloides, antraquinonas, taninos,
antocianinas y flavonoides. Por otro lado, segun el andlisis microbioldgico Kirby-Bauer se
evidencid que las concentraciones del 50% frente S. aureus y S. pyogenes evidenciaron halos
de 8.41 mm y 11.39 mm y al 90% frente S. aureus y S. pyogenes evidenciaron halos de 9.92
mm y 13.87 mm, asimismo, todas las concentraciones evaluadas (25 %, 50 % y 90 %) frente
las 2 cepas fueron menores que los del ciprofloxacino 5 ug y eritromicina 15 ug (29,95 mm y
28,01 mm) respectivamente. La prueba de ANOVA registro (p<0,05), de igual importancia se
evidencié un CMI a 350 mg/ml y CMB de 450 mg/ml frente S. aureus y un CMI de 300 mg/ml
y CMB de 350 mg/ml frente S. pyogenes. En conclusion, el extracto etanolico del epicarpio de
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) presentd actividad antibacteriana in vitro frente

Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Palabras clave: Ayrampo, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.
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ABSTRACT

The purpose of this study is to determine the in vitro antibacterial activity of the ethanolic
extract of the epicarp of Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) against Staphylococcus
aureus ATCC 25923 and Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

A quantitative, cross-sectional, and explanatory experimental study was conducted. The
population examined consisted of 20 kilograms of Opuntia soehrensii (Ayrampo) and the
sample used was 5 kilograms of Ayrampo epicarp. In addition, plates inoculated with S. aureus
and S. pyogenes were used, using the agar diffusion well method, minimum inhibitory

concentration (MIC), and minimum bactericidal concentration (MBC).

For the statistical part, percentage, frequency and inferential tables were made to evaluate the
significance of the results obtained. The phytochemical analysis showed phenolic compounds,
a, B-unsaturated lactones, alkaloids, anthraquinones, tannins, anthocyanins and flavonoids. On
the other hand, according to the Kirby-Bauer microbiological analysis, it was shown that the
50% concentrations against S. aureus and S. pyogenes showed halos of 8.41 mm and 11.39 mm
and the 90% concentrations against S. aureus and S. pyogenes showed halos of 9.92 mm and
13.87 mm. Likewise, all the concentrations evaluated (25%, 50% and 90%) against the 2 strains
were lower than those of ciprofloxacin 5 ug and erythromycin 15 ug (29.95 mm and 28.01 mm)
respectively. The ANOVA test recorded (p<0.05), of equal importance was evidenced a MIC of
350 mg/ml and CMB of 450 mg/ml against S. aureus and a MIC of 300 mg/ml and CMB of
350 mg/ml against S. pyogenes. In conclusion, the ethanolic extract of the epicarp of Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) presented antibacterial activity in vitro against

Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

Keywords: Ayrampo, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes.
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INTRODUCCION

La resistencia creciente de las bacterias a los antibioticos convencionales ha impulsado la
busqueda de nuevas alternativas terapéuticas en la lucha contra las infecciones bacterianas. En
este contexto, la investigacion de compuestos naturales provenientes de plantas ha cobrado
relevancia debido a su potencial para ofrecer soluciones efectivas y menos propensas a la
generacion de resistencia. Una de las especies vegetales que ha captado la atencion en este
ambito es Opuntia soehrensii Britton & Rose, comunmente conocida como "Ayrampo". La
problematica asociada a la escasa informacion sobre los usos a nivel bioldgico del Ayrampo
presenta un desafio significativo en el ambito cientifico. (1). La limitada comprension de las
propiedades bioldgicas de esta planta genera desconocimiento, lo cual se traduce en una falta
de aprovechamiento de sus potenciales beneficios para la salud y la investigacion. Esta carencia
de datos detallados sobre las interacciones biologicas del Ayrampo impide la exploracion de sus
aplicaciones en campos como la medicina y la biotecnologia. Abordar esta brecha de
conocimiento no solo contribuiria al enriquecimiento de la base cientifica, sino que también
podria revelar nuevas perspectivas para el desarrollo de productos y terapias innovadoras. El
estudio y la divulgacion de las propiedades biologicas del Ayrampo no solo consolidarian su
posicion como un recurso valioso en la flora, sino que también abririan oportunidades para

aprovechar sus potenciales beneficios en la mejora de la salud humana y el avance cientifico.
2)

La investigacion del Ayrampo abarcara analisis quimicos destinados a identificar y cuantificar
los compuestos presentes en esta planta, asi como estudios microbiologicos para evaluar su
efecto antibacteriano frente a diversos patogenos. Ademas, se llevaran a cabo ensayos para
comprender los posibles mecanismos de accidon que subyacen a sus propiedades. Esta
perspectiva respalda la eventual aplicacion del Ayrampo en productos farmacéuticos,
proyectando su potencial beneficio para la salud humana y sus posibles contribuciones a la

industria médica.

Esta investigacion se enfoca en “Determinar la actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente Staphylococcus

aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615”.
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HIPOTESIS

Es probable que el extracto etanolico del epicarpio de Ayrampo (Opuntia soehrensii Britton &
Rose) presente efecto antibacteriano in vitro frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Streptococcus pyogenes ATCC 19615, debido a la presencia y la concentracion de metabolitos

secundarios obtenidos en el proceso de extraccion.

OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico del epicarpio de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener el extracto etanolico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
por maceracion.

2. Determinar el analisis cualitativo de los grupos de metabolitos presentes en el extracto
etandlico concentrado del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
mediante el andlisis cualitativo preliminar para alcaloides, flavonoides, compuestos
fenolicos y taninos segun el método Lock.

3. Determinar el efecto de suceptibilidad in vitro del extracto etandlico del epicarpio de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) sobre Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 en la concentracion del 25%, 50% y 90% segln el
método de difusion en agar en pozo — Kirby Bauer.

4. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion bactericida

minima (CBM) del extracto etanolico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose

(Ayrampo).
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TABLA DE VARIABLE E INDICADORES

Tabla 1. Variables e indicadores

TIPO DE VARIABLE VARIABLE INDICADORES

UNIDADES

Concentracion del
principio activo

Extracto etandlico

Presencia o ausencia

Solubilidad O
de precipitacion
Presencia o
ausencia de
Analisis fitoquimico  metabolitos

secundarios

Independiente

Rendimiento de indice de

extracto seco rendimiento

Medicion de halo de
inhibicion

Método Kirby

bawer

Presencia o ausencia

de turbidez
CMI

Presencia 0

ausencia de

colonias de
bacterias

Dependientes CMB

% o mg/ml

Soluble / Insoluble

Presencia / Ausencia

%

mm

mg/ml

mg/ml

*Elaboracion propia
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO
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1. Opuntia soehrensii Britton & Rose (AYRAMPO)

Perteneciente a la familia de las Cactaceas y al género Opuntia, es una planta de amplia
distribucion en los Andes peruanos, encontrandose principalmente en los departamentos de
Ayacucho, Huancayo, Apurimac, Puno, entre otros. Este cactus se desarrolla en suelos
caracteristicamente arenosos, calcareos y poco fértiles, adaptandose a altitudes que oscilan
entre los 1700 y 3825 metros sobre el nivel del mar. Sin embargo, su crecimiento se ve
limitado en suelos humedos o arcillosos.

La Opuntia soehrensii ha sido apreciada por sus diversos beneficios medicinales, es
reconocido por albergar diversas propiedades de interés, el epicarpio de esta parte de la
planta, que corresponde a la capa externa de la piel o cascara del cactus, ha despertado el
interés de la comunidad cientifica y medicinal debido a sus atributos beneficiosos (3).
Dentro de sus propiedades destacan sus posibles efectos antimicrobianos. Los compuestos
presentes en el epicarpio podrian tener la capacidad de inhibir el crecimiento y desarrollo
de diversas bacterias patdgenas, como el caso de Staphylococcus aureus, que es una especie
reconocida por causar infecciones en los seres humanos. Ademas, el epicarpio de Opuntia
soehrensii podria poseer componentes con propiedades nutricionales y antioxidantes (4).
Estas propiedades podrian contribuir a la salud humana al brindar elementos esenciales
para el funcionamiento del organismo y al combatir los radicales libres, que estan
relacionados con el envejecimiento y diversas enfermedades.

La tradicion medicinal también ha valorado las posibles propiedades del epicarpio de esta
planta. En diversas culturas, se ha utilizado en infusiones y preparaciones para abordar
diversas afecciones, aprovechando sus posibles efectos como laxante, tonico o incluso
como relajante del sistema nervioso central (5).

Uno de los aspectos mas interesantes y estudiados de Opuntia soehrensii es su actividad
antimicrobiana. Investigaciones recientes han revelado su potencial bactericida tanto
contra bacterias gramnegativas, como el caso de Pseudomonas aeruginosa, como contra
especies grampositivas pertenecientes al género Staphylococcus. Estos hallazgos sefalan
la capacidad de esta planta para inhibir el crecimiento y desarrollo de bacterias patogenas
que pueden causar infecciones en los seres humanos (6).

El estudio de la actividad antimicrobiana de Opuntia soehrensii representa un campo de
investigacion prometedor. La evaluacion de su extracto etandlico frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 en un entorno in vitro busca determinar su potencial efecto
antibacteriano. Dado que esta especie de cactus tiene una amplia distribucion en el Peru y

se ha reconocido su uso tradicional en la medicina popular, investigar sus propiedades
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antimicrobianas puede proporcionar una base cientifica solida para la potencial aplicacion

terapéutica en el futuro.

1.1. Ubicacion Taxonomica

La clasificacion taxonomica de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) se encuentra

en el siguiente orden (7):

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Cactaceae (Cactaceas)
Género: Opuntia

Especie: Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)

1.2. Descripcion Botanica

El tallo de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) es una caracteristica distintiva de
esta planta. El tallo de Ayrampo tiene adaptaciones tUnicas que le permiten sobrevivir en
condiciones aridas y desérticas debido a que almacena agua en sus tejidos especializados,
el tallo de Opuntia soehrensii es carnoso y suculento, estd formado por segmentos
aplanados y ovalados llamados cladodios, que son una adaptacién a la falta de hojas.

Las flores de Opuntia son generalmente grandes y vistosas, pueden variar en color, pero a
menudo son de tonos brillantes como amarillo, naranja o rojo, tienen una apariencia similar
a las flores de cactus en general, con numerosos pétalos y estambres prominentes

El fruto de Ayrampo, también llamado "tunilla", es ovalado y de tamafio mediano. Su
apariencia puede variar, pero a menudo es de color verde cuando esta inmaduro y se torna
de colores brillantes como rojo o amarillo cuando madura, el fruto de Ayrampo es
comestible y se consume tradicionalmente en algunas regiones, tiene una pulpa jugosa y
dulce que rodea las semillas en su interior, su sabor es agridulce y a menudo se describe
como refrescante. El interior del fruto contiene numerosas semillas pequenas y duras, estas
semillas son caracteristicamente rugosas y tienen una textura dura, a menudo, las semillas
se tragan junto con la pulpa al comer el fruto. Es conocido por su riqueza en nutrientes y

compuestos beneficiosos para la salud. Contiene una buena cantidad de vitamina C,
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antioxidantes, fibra dietética y varios fitoquimicos, incluyendo betalainas y flavonoides
(8).

Figura 1. Planta de Opuntia soehrensii Britton & Rose.

laaon i

1.2.1. Epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose

El epicarpio del Ayrampo se refiere a la capa exterior o la cascara de la fruta de Opuntia
soehrensii Britton & Rose, que es un tipo de cactus, el epicarpio es la parte mas externa
del fruto, la que rodea a la pulpa y protege su interior, en algunas frutas, como el
Ayrampo, el epicarpio puede ser comestible o tener propiedades beneficiosas, como
enriquecimiento nutricional o propiedades medicinales. Por lo tanto, el epicarpio del
Ayrampo puede tener aplicaciones culinarias o en la medicina tradicional, y su
composicion quimica puede contener compuestos de interés. Puede tener efectos
beneficiosos para la salud debido a su contenido de antioxidantes y compuestos
bioactivos, se ha investigado su uso tradicional en el tratamiento de diversas afecciones,

como trastornos gastrointestinales (9).
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Figura 2. Fruto de Opuntia soehrensii Britton & Rose.

*FElaboracion propia

1.3. Composicion de Opuntia soehrensii Britton & Rose

La composicion quimica del Ayrampo puede variar segin factores como la ubicacion

geografica, las condiciones de crecimiento y la madurez de la fruta (1).

Tabla 2. Composicion de Opuntia soehrensii Britton & Rose

, PORCENTAJE
DETERMINACION %)
Humedad 21.2
Ceniza 10.2
Fibra Neta 6.1
Grasa 1.7
Proteinas [N * 6.25] 6.8
Azucares Reductores 6.7
Colorante Bruto 23.6
Pepa 23.7

*]a tabla presenta la composicion del Ayrampo. Godenzi J. (1).

Los productos derivados de las plantas cactaceas ofrecen una amplia variedad de sabores,

que van desde acidos hasta neutros y dulces, ademas de contar con una textura pulposa.
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Estos sabores son aprovechados para la elaboracion de bebidas tradicionales como la
chicha, especialmente cuando las frutas han alcanzado su punto 6ptimo de madurez.
Ademas, las semillas de estas frutas son utilizadas en la preparacion de postres,

mazamortras, bebidas refrescantes y una variedad de golosinas.

1.4. Composicion fitoquimica

Con excepciodn de las antocianinas, sus componentes incluyen flavonoides, fenoles, taninos
y betalainas. Los pigmentos naturales hidrosolubles llamados betalainas, que se elaboran a
partir del aminodacido tirosina y contienen nitrogeno en su estructura, confieren al fruto del
género Opuntia su color distintivo. Poseen propiedades antioxidantes, como la
estimulacion de la quinona reductasa, una potente enzima desintoxicante en la

quimioprevencion del cancer, y también dan color a los frutos que las contienen (10).

En ciertas especies, las betalainas presentan una concentracion de fenol menor, mientras
que en otras ocurre lo contrario. Los niveles totales de fenol fueron superiores a los de

betalainas en varias especies de Opuntia (11).

1.4.1. Fenoles

Si bien los fenoles naturales no son toéxicos y tienen una amplia gama de usos en diversos
campos, comparten muchas de las propiedades de los fenoles sintéticos. Las frutas y
verduras contienen fenoles (CsHsOH), sustancias quimicas ampliamente dispersas (12).
Los flavonoides, los 4cidos fendlicos y los polifenoles son las tres categorias principales
en las que se clasifican los compuestos fendlicos. Los fenoles, incluyendo sus variantes
funcionales, se describen quimicamente como compuestos con un anillo aromatico con
uno o mas grupos hidroxilo (13).

Al sustituir los 18 hidrogenos del anillo bencénico por radicales alquilo o halégenos, su
estructura se ha utilizado para crear derivados con mayor actividad antibacteriana y
menor toxicidad (14).

A pesar de la formacion de enlaces de hidrogeno, el fenol presenta una relacion carbono-

OH extremadamente baja, lo que contribuye a su baja solubilidad en agua (15).
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1.4.1.1. Mecanismo de accion

Presenta un efecto bacteriostatico a bajas concentraciones y accidon bactericida a altas
concentraciones. El nivel de concentracion determina esto. Destruye la pared celular,
precipita proteinas celulares e inactivas permanentemente sistemas enzimaticos vitales
(oxidasas y deshidrogenasas de membrana). La duracion de esta actividad es de entre
15 y 20 minutos (14).

Se cree que es la causa de toxicidad para los microorganismos, ya que provoca que las
sustancias quimicas oxidadas bloqueen las enzimas, ya sea al reaccionar con grupos

sulthidrilo o al interactuar de forma inespecifica con las proteinas (16).
1.4.1.2. Espectro de actividad

Eficaz contra hongos y bacterias grampositivas y gramnegativas. Algunas especies de
hongos, y las pseudomonas, son resistentes. Eficaz contra virus que causan problemas
lipidicos. Posee cierta accion antilipidica viral. Su accidon esporicida requiere altas
temperaturas y es bastante limitada. La formulacion afecta su modesta actividad contra
micobacterias. La tension superficial y el coeficiente de particion agua/octanol son dos
modificaciones moleculares que influyen en su actividad (14).

1.4.1.3. Compuestos Fendlicos

Los compuestos fenolicos presentes en el epicarpio de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo) pueden actuar interfiriendo con la integridad de la membrana celular
bacteriana, provocando desnaturalizacion de proteinas y disrupcion de la bicapa lipidica,
lo que lleva a la lisis celular. Las lactonas o, B-insaturadas poseen grupos electrofilicos
que pueden reaccionar con grupos nucleofilicos presentes en enzimas bacterianas
esenciales, inhibiendo asi su funcion y afectando la viabilidad bacteriana. Los
alcaloides, por su parte, pueden actuar inhibiendo la sintesis de proteinas o interfiriendo
con los dacidos nucleicos, lo que impacta en la proliferacion bacteriana. Las
antraquinonas pueden generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que inducen dafio
oxidativo en componentes celulares clave, como lipidos, proteinas y ADN. Los taninos,
al ser agentes astringentes, pueden precipitar proteinas en la superficie bacteriana,
afectando la adherencia y la formacion de biopeliculas, mientras que las antocianinas
pueden ejercer efectos antimicrobianos al alterar la permeabilidad de la membrana
celular. Los flavonoides presentan actividad antibacteriana mediante la inhibicion de

enzimas esenciales y la modificacion de la permeabilidad celular. Estos mecanismos de
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accion conjuntos pueden conferir al Ayrampo un potencial terapéutico significativo
frente a patdogenos como Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, lo cual
resulta prometedor para futuras investigaciones orientadas al desarrollo de agentes
antibacterianos naturales, especialmente en el contexto de la creciente resistencia
bacteriana. Ademas, estos estudios podrian fundamentar aplicaciones clinicas que
aprovechen los extractos naturales como alternativas o coadyuvantes en el tratamiento

de infecciones bacterianas (17) (18).

1.4.1.3.1. Flavonoides

Los flavonoides, a veces denominados antoxantinas, son pigmentos naturales
presentes en las plantas. Forman parte de una amplia clase de compuestos fenolicos
presentes de forma natural en casi todas las plantas superiores (10).

Las relaciones estructurales entre los diversos componentes de la estructura quimica
de los flavonoides y las caracteristicas redox de sus grupos hidroxifendlicos
determinan su actividad antioxidante. Su naturaleza fenolica, su solubilidad en etanol
y agua, y su fuerte absorcion en las porciones visible y ultravioleta del espectro,
debido a la existencia de sistemas aromaticos y conjugados, son algunas de sus

caracteristicas tipicas (15).

1.4.1.3.1.1. Estructura Quimica

El esqueleto de difenilpirano (C6-C3-C6) de los flavonoides, que son moléculas de
bajo peso molecular, estd formado por dos anillos de fenilo (A y B) conectados por
un anillo C de pirano (heterociclico). Se pueden dividir en las siguientes categorias
en funcion de sus caracteristicas estructurales: 1. Flavonas con un grupo -OH en la
posicion 3 del anillo C, como la catequina. 2. Flavonoides, como la quercitina, que
tiene un grupo -OH en la posicion 3 del anillo C y un grupo carbonilo en la posicion
4. 3. Flavonas que carecen del grupo hidroxilo en la posicion C3 y tienen un grupo
carbonilo en la posicion 4 del anillo C, como la diosmetina. 4. Como se ve en la
Figura 3 (18), las antocianidinas presentan un doble enlace entre los carbonos 3 y 4

del anillo C, ademas del grupo -OH unido en la posicion 3 (19).
1.4.1.3.1.2. Mecanismo de accion

Su capacidad para formar complejos con proteinas solubles y extracelulares, asi

como con la pared celular bacteriana, es probablemente la causa de su accion. Las
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membranas microbianas también pueden ser alteradas por flavonoides lipofilicos
(16).

Mientras su composicion permanezca inalterada, los diferentes flavonoides se
extraen de material fresco o seco. Las clorofilas, gomas y agliconas se separan
primero de los flavonoides altamente metoxilados utilizando disolventes apolares o
ligeramente polares. Los flavonoides son sustancias polares que incluyen una gran
cantidad de azlicares no sustituidos o grupos hidroxilo. Como resultado, se disuelven
parcialmente en disolventes polares como agua, metanol, etanol, acetona y
dimetilsulfoxido. Se elimina todo el disolvente y el filtrado resultante se concentra.

La mayoria de los flavonoides pueden extraerse mediante este método (20).

Figura 3. Flavonoides, estructuras bésicas y tipos.

* Estructuras de diferentes flavonoides. Martinez F, Gonzéalez G, Tufion J. (19)

1.5. Betalainas

Debido a que poseen dos centros quirales en C-2 y C-15, los dos grupos de compuestos
que conforman las betalainas (betacidninas y betaxantinas) son Opticamente activos. La
betanidina, el epimero en C-15, la isobetanina, o una combinacion de las dos agliconas,
son productos del hidrdlisis de la betacianina. Las betacianinas y las betaxantinas se
diferencian principalmente en que las primeras poseen un grupo glicdsido, mientras que

las segundas poseen un grupo indol (21).
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Figura 4. Estructuras que componen las betalainas.
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*Elaboracion propia

El modelo Push-Pull puede describir la estructura de las betalainas, lo que las convierte en
candidatas potenciales para materiales fotonicos (22). Este modelo recibe su nombre
porque la molécula tiene un grupo aceptor de electrones (A) en un extremo, carente de
electrones ligados, y un grupo donador de electrones (D) en el otro extremo, rico en

electrones (21).

Aunque no son flavonoides, las betalainas se confunden frecuentemente con alcaloides y
flavonoides. Son una clase de pigmentos nitrogenados que se disuelven en agua, mientras
que los flavonoides son una clase mas general de pigmentos que también incluye las
antocianinas. Mientras que las antocianinas, que son un tipo de flavonoide, son mas
frecuentes en otras plantas y su color varia del rojo al azul, las betalainas son
principalmente pigmentos rojos y amarillos (23). A pesar de tener estructuras similares a

las de los alcaloides y producirse a partir de tirosina, no se clasifican como tales (24).
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Figura 5. Estructura de la betalaina.
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1.5.1. Efecto antibacteriano de la betalaina

Los medicamentos antimicrobianos existentes estan perdiendo su eficacia contra
bacterias, hongos, virus y otros parasitos. Con el aumento de bacterias patdgenas
resistentes a los farmacos, la busqueda de nuevos antimicrobianos se vuelve cada vez
mas crucial. Esta revision abarca investigaciones que examinan los efectos inhibidores
de las betalainas en diversos microorganismos, incluidos los patégenos ESKAPE
altamente virulentos y resistentes a multiples farmacos (Enterococcus faecium,
Staphylococcus  aureus,  Klebsiella  pneumoniae, Acinetobacter — baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.). Se demostrd in vitro la accion
antimicrobiana contra bacterias (incluidas las grampositivas, gramnegativas y las que
forman biopeliculas), hongos y el virus del dengue utilizando betalainas derivadas de
diferentes fuentes. Se emplearon diversos métodos, como la difusion en agar, la prueba
virucida y la microdilucion en caldo, segiin el microorganismo en cuestion y de
conformidad con protocolos reconocidos mundialmente. Mediante técnicas
computacionales, se determind y examino la actividad antiviral de la betacianina contra

el SARS-CoV-2. Si bien se ha demostrado la accion antiinfecciosa y antipalidica de las
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betalainas utilizando modelos de infeccion viva, hasta la fecha se han realizado muy

pocas investigaciones in vivo para investigar su eficacia antimicrobiana (25).

2. Método de extraccion de metabolitos secundarios

La calidad del material de partida determina la calidad del extracto vegetal. La
estabilizacion es necesaria porque los factores previos a la cosecha suelen determinar el
contenido de ingredientes activos de una planta. Estos factores pueden incluir el momento
de la recoleccion, la ubicacion, el suelo, el tipo de fertilizante, el clima y otros, asi como
los procesos de envejecimiento o degradacion que pueden ocurrir durante el secado y el
almacenamiento de la planta (26).

Las diferentes solubilidades de los diferentes compuestos quimicos presentes en el material
vegetal sirven como base para las técnicas de extraccion. Por lo tanto, el éter de petroleo y
el cloroformo se utilizan como disolventes para moléculas de baja polaridad (lipidos); el
acetato de etilo, el etanol y la acetona se utilizan para compuestos quimicos de polaridad

media y alta (27).

2.1. Maceracion
El término "maceracion" se refiere a la interaccion prolongada del farmaco con el
menstruo, que circula en todas direcciones y disuelve sus componentes activos hasta
que la concentracion alcanza el equilibrio con el contenido celular. Este es el proceso de
extraccion mas sencillo; los periodos de maceracion varian de cuatro a diez dias, y la
mezcla de farmaco y disolvente debe agitarse constantemente (unas tres veces al dia)
para evitar cualquier reaccion. Con este método, las sustancias quimicas extraidas no se
agotan. «Cuanto mayor sea la proporcion de liquido extractivo respecto al farmaco,

mayor sera el rendimiento» (28).

La idea es exponer el medicamento al solvente durante un periodo prolongado,
manteniendo el nivel de finura requerido. Para intentar influir en el gradiente de
concentracion, se debe realizar una agitacion frecuente durante varios dias. Este
gradiente alcanza su maximo al inicio de la extraccion y disminuye con el paso de los
dias, incluso con agitacion. El medicamento se suele macerar durante siete dias,
revolviéndolo frecuentemente y protegiéndolo del sol. El extracto se separa del residuo
mediante colado o prensado, que posteriormente se limpia con el liquido de extraccion,

y ambos liquidos se llevan al contenido de masa predeterminado. Los solventes

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM

empleados en la maceracion se enumeran en la tabla 3, junto con los metabolitos que se

pueden extraer en funcion del solvente (26).

Tabla 3. Solventes empleados para la extraccion del componente activo de la planta

Agua Etanol Metanol Cloroformo  Diclorometanol  Eter Acetona
Antocianina  Taninos Antocianinas ~ Terpenoides Terpenoides Alcaloides Flavonol
Taninos Polifenoles Saponinas Flavonoides Terpenoides
Saponinas Poliacetonas Terpenoides Cumarinas
Terpenoides  Flavonol Taninos Ac. Grasos
Polipeptidos  Terpenoides Lactonas
Lectinas Esteroles Fenonas
Alcaloides Polifenoles
Propoleos

*La tabla representa todos los solventes que se usan para la extraccion de diferentes metabolitos.
Cowan M. (6).

2.2, Parametro que influyen en la extraccion

2.2.1. Naturaleza del solvente

El tipo de disolvente empleado en el proceso de extraccion influye en el rendimiento del
extracto resultante. Desde moléculas basicas hasta compuestos altamente condensados,
los compuestos fendlicos se presentan en una amplia variedad de formas quimicas.
Ademas, estas sustancias pueden estar o no ligadas a otras moléculas, como proteinas o
carbohidratos. Dependiendo del disolvente empleado, esta variacion en la composicion
quimica de los componentes determina su solubilidad y, a su vez, el tipo de extracto
resultante.

Por lo tanto, es evidente que las caracteristicas del disolvente desempefian un papel
crucial en la extraccion selectiva de los compuestos deseados. Por el contrario, si el
disolvente tiene un punto de ebullicion bajo, se necesitara menos energia para concentrar
el extracto o, si es necesario, secarlo. Ademas, es mejor utilizar disolventes que no sean
inflamables ni explosivos. El posible uso de los materiales extraidos es otro aspecto a
tener en cuenta al elegir el disolvente. Por lo tanto, el uso de disolventes no toxicos es
crucial si estos extractos se van a emplear en la industria alimentaria. Muchas
combinaciones de disolventes acuosos, como metanol, etanol, propanol, acetona y

acetato de etilo, se han empleado ampliamente en la extracciéon de compuestos fendlicos,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




- UNIVERSIDAD

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

ya que se ha demostrado que las mezclas de disolventes extraen algunas sustancias
quimicas de interés con mayor eficacia que los disolventes puros.

Los solventes mas populares para producir extractos fenolicos son especificamente
combinaciones de agua y etanol debido a su efectividad, selectividad, asequibilidad,
baja toxicidad, facilidad de eliminacion, etc. Dependiendo de la solubilidad de los
diversos compuestos fendlicos que se encuentran en la matriz de la planta, alterar las
proporciones de etanol y agua afecta la polaridad del solvente y, por lo tanto, el tipo de

extracto que se produce.

2.2.2. Tamaiio de particula

El material vegetal se pica o pulveriza con frecuencia para facilitar la extraccion. Tanto
la velocidad de extraccion como la superficie de intercambio aumentan al disminuir el
tamafio de particula. En el caso de particulas diminutas, la difusion interna también es
mas rapida. Sin embargo, las particulas muy pequenas presentan desafios tecnologicos.
Por ejemplo, pueden formar un lecho de so6lidos que reduce la permeabilidad del
disolvente, lo que resulta en regiones del lecho donde el disolvente no circula y regiones
con flujos preferenciales. Tras la extraccion, también resulta bastante dificil separar las

particulas extremadamente pequefas del extracto liquido.

2.2.3. Temperatura

Durante la extraccion, el aumento de temperatura disminuye la viscosidad de la
solucidn, a la vez que aumenta la solubilidad y la difusividad. Dado que el calor aumenta
la permeabilidad de las paredes celulares, también facilita la extraccion. Sin embargo,
la selectividad de la extraccion puede verse afectada. Ademads, las moléculas aisladas
pueden desnaturalizarse debido a las altas temperaturas. Debido a los procesos de
degradacion quimica o enzimatica, la pérdida por volatilizacion o la descomposicion
térmica, las altas temperaturas durante el secado o la extraccion pueden comprometer la
estabilidad de algunos compuestos fendlicos. El pardmetro de extraccion que mas
influye en las caracteristicas de los polifenoles es la temperatura. Ademads, se ha
demostrado en diversas investigaciones que ciertas antocianinas se destruyen por el

calor a altas temperaturas.
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2.2.4. Agitacion

Dado que reduce la barrera para la transferencia de solutos en la interfaz s6lido-liquido
y aumenta el coeficiente de transferencia, la agitacion mecénica de las particulas en el
disolvente permite que permanezcan en suspension continua y homogeneiza el medio,
lo que mejora el funcionamiento. Una agitacidon excesiva o prolongada podria provocar
colisiones entre las distintas particulas, lo que puede provocar la ruptura celular y la

liberacion de su contenido al medio (29).

2.3. Concentracion del extracto

La evaporacion del disolvente, como el agua o el alcohol, puede aumentar la
concentracion de compuestos activos en un extracto o jugo vegetal. Esta evaporacion
debe realizarse siempre al vacio, ya que podria dafiar y alterar los componentes activos.
Dado que la presion de vapor de un liquido se determina por la presion total a la que
estd expuesto, esto garantiza que la evaporacion se produzca a una temperatura no

superior a 50 °C (26).

3. Marcha fitoquimica
Aunque ahora existen métodos sofisticados para identificar la composicion quimica de
los metabolitos vegetales, las pruebas fitoquimicas clasicas siguen siendo un método
fiable para analizar cualitativamente los extractos, ya que ofrecen una primera
indicacion de su composicion. Esto resulta util al estudiar diversos extractos vegetales,
ya que permite excluir aquellas especies que no tienen potencial farmacoldgico, dejando
solo aquellas que si lo tienen. La obtencion de extractos vegetales mediante disolventes
adecuados, como agua, acetona, alcohol, cloroformo y éter, constituye el proceso de
cribado fitoquimico. Los terpenoides se extraen, en particular, utilizando diclorometano,

otro disolvente (30).

Tras la extraccion, se llevan a cabo procedimientos de coloracion y precipitacion,
sensibles, repetibles y economicos (Tabla 4). Si bien algunas reacciones evaluan la
existencia de compuestos adicionales, otras evaluan agrupaciones de sustancias

quimicas (2).
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Tabla 4. Reacciones de identificacion para el tamizaje fitoquimico

< Procedimiento Metabolito Interpretacion
5 gts de éter de petroleo
Borntrager +2 gts de Antraquinonas Color rosado a rojo
NaOH 5%
. Compuestos Color azul, verde o
0
Cloruro Ferrico 2 gts de FeCl3 1% fendlicos negro
Lierbermann 2 gts Ac20/ H2504 Terpenos y Verde, azul verdoso
Burchard (50:1)+ 1 gts AcOH esteroides
2 gts de (A+B/100 mL
H20)
A:8¢g _ '
Dragendorff  Bj(NO3)3.5H20/20 mL ~ Alcaloides  Color rojo a naranja
HNO3
B: 27,2 g KI/50 mL
H20
2 gts (A+B/100 ml
H20)
M Precipitado blanco
ayer A: 1,36 gHgCl/60 mL  Alcaloides amarillento
H20
B: 5 g KI/10 mL H20
2gtsde [(1,27 g2 +2 Precipitado pardo
Wagner g KI/5 ml Alcaloides 0SCUTO 10jizo 0
H20)/100 mL H20] farron
2 gt de (Acido picrico Lactonas o, p- Coloracién o
Baljet 1% en EtOH 95° + . ’ initado toi
insaturadas precipitado rojo
NaOH 10 %)
Gelatina 2 gts gelatina 1% Taninos Precipitado blanco
2 gts de (1 g gelatina+
Gelatina-sal 10 g NaCl/100 Taninos Precipitado blanco
mL H20)
Coloracion café-
NaOH 10% 2 gts NaOH 10% Antocianinas anaranjado
Sgtsde[(1,73 g
CuS0O4.5H20+17,3 g
. : Precipitado color rojo
citrato de sodio+ 10 g reductores ladrillo

Na2CO03)/100 mL
H20] y calentar 10’
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5 gts de CuSO4.5H20
7% +V gts (17,5
Fehling Ay B g tartrato de sodio Azlicares Precipitado‘ color rojo
potasio +5 g reductores ladrillo
NaOH/50 mL H20) y

calentar 10’

Presencia de espuma
Espuma Agitacion por 30 Seg Saponinas de 1 cm aprox

Color rojo (Flavona),
rojo carmin
(Flavonoles), carmin
a magenta
(Flavononas), y
algunas veces azul o

Shinoda Mg + 2 gts HCI Flavonoides  Vverde. Las chalconas
y auronas, dan
coloracioén roja

directamente por
adicion de HCI conc.
Al extracto
alcoholico.

*La tabla representa las reacciones usadas para el tamizaje fitoquimico. Lock, O. (31)

4. Efecto antibacteriano in vitro

El término "in vitro" se refiere a un entorno de laboratorio controlado, donde se pueden
llevar a cabo experimentos y pruebas bajo condiciones precisas. El "efecto antibacteriano”
se refiere a la capacidad de un compuesto o extracto para combatir o inhibir el crecimiento
de bacterias, en este estudio, se investiga como los componentes de Opuntia soehrensii
(Ayrampo), posiblemente extraidos del epicarpio del cactus, afectan a las bacterias cuando
se les exponen en un ambiente de laboratorio. La investigaciéon puede involucrar la
preparacion de extractos de la planta y luego evaluar su capacidad para detener el
crecimiento de bacterias especificas. Este tipo de investigacion es esencial para comprender
el potencial antimicrobiano de la planta y como podria utilizarse en aplicaciones médicas

o de salud.
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4.1. Pruebas de sensibilidad bacteriana
4.1.1. Prueba de Susceptibilidad - Kirby-Bauer

Es un método estandarizado y ampliamente utilizado en microbiologia clinica para
evaluar la susceptibilidad de las bacterias a diversos antimicrobianos. En esta técnica,
se cultivan las bacterias en una placa de agar y se aplican discos impregnados con
diferentes agentes antimicrobianos. Tras un periodo de incubacion, se observa la
formacion de zonas de inhibicion alrededor de los discos, indicando la eficacia del
antimicrobiano contra la bacteria. La medicién del didmetro de estas zonas permite
clasificar la susceptibilidad de las bacterias en categorias como "sensible", "intermedio"
o "resistente". Este método proporciona informacion crucial para la seleccion precisa de
tratamientos antimicrobianos en entornos clinicos, contribuyendo a una terapia mas
efectiva y personalizada, ademas de desempenar un papel crucial en la vigilancia de la
resistencia bacteriana y la toma de decisiones clinicas fundamentadas (32).

4.1.2. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Se define como la méas baja concentracion de un antimicrobiano, expresada en
microgramos por mililitro (ng/ml), que tiene la capacidad de inhibir el crecimiento
visible de un microorganismo después de un periodo de incubacién de 24 horas a una
temperatura de 37°C. Este parametro se ha consolidado como el "Gold Standard" en la
evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana, destacandose sobre otros métodos en
términos de fiabilidad y precision. La CMI no solo es fundamental para determinar la
eficacia de los agentes antimicrobianos, sino que también desempena un papel esencial
al confirmar resistencias inusuales. Su utilidad se ve especialmente resaltada cuando
otros métodos proporcionan resultados indeterminados, ya que la CMI brinda respuestas
definitivas, facilitando asi la toma de decisiones clinicas informadas y la eleccién
adecuada de tratamientos en situaciones donde la resistencia a los antimicrobianos es un

factor crucial (33).

4.1.3. Concentracion Minima Bactericida (CMB)
Se conceptualiza como la concentracién mas baja de una antimicrobiana necesaria para
eliminar a mas del 99,9% de los microorganismos viables, luego de un periodo

establecido de incubacion, generalmente alrededor de 24 horas. Este parametro es de
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suma importancia en la evaluacion de la eficacia de los agentes antimicrobianos, ya que
va mas alld de simplemente inhibir el crecimiento bacteriano, buscando erradicar
practicamente la totalidad de la poblacion microbiana presente. La CMB se destaca
como una medida critica para determinar no solo la capacidad inhibitoria, sino también
la capacidad bactericida de un compuesto antimicrobiano, lo cual es crucial en
situaciones clinicas donde la erradicaciéon completa de las bacterias es esencial. Su
aplicacion ofrece informacion valiosa para la toma de decisiones en el ambito de la
terapia antimicrobiana, contribuyendo asi a la formulacion de estrategias de tratamiento

mas efectivas y precisas (34).

5. Antibidticos:

5.1. Ciprofloxacino
Al penetrar en la bacteria a través de las porinas, el ciprofloxacino tiene un efecto
bactericida. Una vez dentro de la célula, actia bloqueando la topoisomerasa IV y el ADN
girasa. El enrollamiento de las bandas de ADN, que prepara el acido desoxirribonucleico
para la transcripcion, lo realiza la ADN girasa (35).

5.1.1. Accion terapéutica del ciprofloxacino en la piel

Las infecciones del tracto urinario, la gonorrea y el chancroide, las infecciones de piel y
tejidos blandos, las infecciones 6seas y articulares, la prostatitis, la neumonia, la fiebre
tifoidea, las infecciones gastrointestinales, las infecciones de las vias respiratorias
inferiores, el dntrax por inhalacion (profilaxis pos exposicion), la peste y la salmonelosis,
y la exacerbacion bacteriana aguda de la bronquitis crénica se encuentran entre las

afecciones para las que la ciprofloxacina esta aprobada por la FDA (36).

La otitis externa aguda causada por cepas susceptibles de Staphylococcus aureus o
Pseudomonas aeruginosa puede tratarse con solucion 6tica de ciprofloxacina (37). Para
la otitis media pediatrica con efusion, la FDA ha autorizado el gel de suspension de

ciprofloxacina (38).

5.2. Eritromicina
Debido a su amplio espectro de actividad antibidtica y a su origen natural de primera
generacion, la Eritromicina es un macrolido de uso comun. Con 14 dtomos de carbono y
anillos de lactona, la Eritromicina pertenece a la clase de antibidticos que inhiben la

sintesis de proteinas. Posee un efecto bacteriostatico, ya que actua durante la fase de
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elongacion de la traduccion, impidiendo la translocacion de la cadena de aminodcidos
durante su formacion e indirectamente la transpeptidacion. Su sitio de accion es la

subunidad ribosdmica 50S del ARNr 23S (39).

5.2.1. Accion terapéutica de la eritromicina en la piel

Las infecciones cutaneas, la amebiasis intestinal, la fiebre reumatica, la profilaxis, la
sifilis y la enfermedad inflamatoria pélvica (EIP) se encuentran entre las afecciones para
las que cuenta con la aprobacion de la FDA. Es eficaz para tratar el acné cuando se usa
con peroxido de benzoilo o crema de tretinoina. Los médicos pueden usarlo para
prevenir la infeccidon por estreptococos del grupo B en los bebés durante el embarazo
(40).

Es activa contra bacterias grampositivas, gramnegativas y otros microorganismos. Entre
las bacterias grampositivas se incluyen Streptococcus pneumoniae, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Corynebacterium
minutissimum y Corynebacterium diphtheria. Entre las bacterias gramnegativas se
incluyen Legionella pneumophila, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus influenzae y
Bordetella pertussis. Otros microorganismos que la eritromicina protege son Chlamydia
trachomatis , Entamoeba histolytica, Mycoplasma pneumoniae, Treponema pallidum

v Ureaplasma urealyticum (41).

6. Staphylococcus aureus

Es una bacteria grampositiva que normalmente se encuentra en la piel y en las mucosas de
los seres humanos sin causar problemas. Sin embargo, en ciertas circunstancias, puede
convertirse en un patégeno oportunista y causar infecciones en diferentes partes del cuerpo.
Puede provocar desde infecciones cutaneas menores, como forinculos y abscesos, hasta
infecciones mas graves como neumonia, infecciones del torrente sanguineo (bacteriemia)
y sepsis (42). Esta bacteria se presenta en forma de cocos agrupados en racimos, lo que le
da su nombre "staphylo" (racimo) y "coccus" (bacteria esférica). Entre las caracteristicas
distintivas de S. aureus se encuentra su capacidad para producir pigmentos dorados, lo que
le confiere un color caracteristico en las colonias, fendmeno que sirve para su identificacion
en cultivos de laboratorio, esta cepa ha adaptado una amplia gama de habitats en el cuerpo

humano, pero es mas cominmente encontrado en la piel y las cavidades nasales.
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Su habilidad para sobrevivir y prosperar en estas areas se debe a su capacidad para resistir
condiciones adversas, como cambios en la temperatura y la presencia de sustancias
antimicrobianas producidas por la piel. Sin embargo, a pesar de su convivencia normal, S.
aureus puede convertirse en un patdgeno agresivo cuando se introducen en el cuerpo a
través de heridas, cortes o areas dafiadas de la piel. La bacteria puede causar desde
infecciones cutaneas leves, como forinculos y abscesos, hasta enfermedades mas graves,
como neumonia, infecciones del torrente sanguineo (bacteriemia) y endocarditis. En cuanto
a su crecimiento, Staphylococcus aureus puede prosperar en una variedad de entornos. Se
adapta bien a condiciones de temperatura corporal y puede crecer en ambientes ricos en
nutrientes. Ademas, es capaz de sobrevivir en entornos menos hospitalarios, lo que
contribuye a su capacidad para causar infecciones en diferentes partes del cuerpo, como
piel, pulmones, corazén y huesos (43).

6.1. Infecciones estafilocdcicas de la piel

Una bacteria frecuente que contribuye significativamente a las enfermedades humanas es
el Staphylococcus aureus. La Sociedad Neozelandesa de Dermatologia estima que entre el
15 % y el 40 % de las personas estan infectadas con esta bacteria, que habita principalmente
en las fosas nasales. Si bien la bacteria es segura para la mayoria de las personas, algunas,
en particular las que tienen piel seca y son propensas a sufrir lesiones cutaneas, pueden
contraer infecciones cutaneas a causa de ella. El impétigo es una infeccion altamente
infecciosa causada por Staphylococcus aureus que se manifiesta con llagas costrosas y pus.
Las enfermedades causadas por Staphylococcus aureus se observan con mayor frecuencia
en nifios pequefios y en personas que trabajan en el sector sanitario. Una llaga costrosa y
pus sobre Ulceras cutdneas profundas es un signo de una forma mas grave de impétigo.

Staphylococcus aureus también puede infectar los foliculos pilosos (44).

7. Streptococcus pyogenes

El Streptococcus pyogenes, también conocido como estreptococo del Grupo A, es una
bacteria grampositiva que desempefia un papel significativo en la salud humana, pero
también puede ser patdgena y causar diversas enfermedades. Su morfologia se caracteriza
por la disposicion en cadenas de células cocéceas. Este microorganismo tiene una presencia
natural en la garganta y la piel de los seres humanos, donde puede colonizar de manera
comensal sin causar enfermedad. Sin embargo, bajo ciertas condiciones, se convierte en

patogeno, dando lugar a una variedad de infecciones. Esta bacteria es responsable de causar
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varias enfermedades, siendo la faringitis estreptococica una de las infecciones mas
comunes. La epidemiologia de Streptococcus pyogenes muestra que las infecciones son
mas comunes en nifos, pero pueden afectar a personas de todas las edades. Factores como
la debilidad del sistema inmunoldgico y las condiciones de hacinamiento aumentan el
riesgo de infeccion (45).

La vulnerabilidad inmunologica juega un papel crucial en la propension a las infecciones
por Streptococcus pyogenes. Aquellas personas con sistemas inmunoldgicos debilitados,
ya sea debido a condiciones médicas subyacentes o situaciones de estrés, tienen un mayor
riesgo de contraer estas infecciones. Ademas, las heridas y lesiones cutaneas proporcionan
una entrada directa para la bacteria. Cortaduras, abrasiones o incluso pequeiias lesiones en
la piel pueden convertirse en sitios propicios para la colonizacion de Streptococcus
pyogenes, dando lugar a infecciones cutdneas como el impétigo (46).

Las consecuencias de las infecciones por Streptococcus pyogenes abarcan una amplia gama
de manifestaciones clinicas. La faringitis estreptococica, caracterizada por dolor de
garganta intenso, fiebre y glandulas inflamadas, es una de las consecuencias mas comunes.
Sin embargo, las infecciones cutdneas, como el impétigo con lesiones cutaneas y costras,
también son observaciones frecuentes.

En casos mas graves, Streptococcus pyogenes puede desencadenar complicaciones
sistémicas significativas. La fiebre reumatica, que afecta las articulaciones, el corazén y
otros oOrganos, y la glomerulonefritis, que compromete la funcion renal, son consecuencias
graves que pueden derivar de infecciones no tratadas adecuadamente. Ademas, en
situaciones excepcionales, la bacteria puede provocar un sindrome del shock téxico, una
condicion potencialmente mortal que afecta multiples sistemas organicos.

La propagacion de Streptococcus pyogenes en comunidades densamente pobladas puede
dar lugar a brotes de infecciones, especialmente en entornos escolares y guarderias. Este
fendmeno destaca la importancia de medidas preventivas, como la higiene personal y el

control de la transmision en comunidades de alta interaccion (47).

7.1. Infecciones estreptocdcicas en la piel

Una de las causas bacterianas mas importantes de infecciones de piel y tejidos blandos
(IPTB) a nivel mundial es Streptococcus pyogenes, también conocido como Streptococcus

del grupo A. Ademas, S. pyogenes es el patdogeno que produce la mayor variedad de
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entidades clinicas. Este microorganismo causa especificamente infecciones en el musculo
(miositis y mionecrosis), la fascia (fascitis necrosante), el tejido subcutaneo (celulitis), la
capa superficial de queratina (impétigo) y la epidermis superficial (erisipela). Ademas, es
el agente causal del sindrome de shock toxico estreptocdcico (SST) y la escarlatina. Aunque
el impétigo no representa una amenaza para la vida, puede provocar glomerulonefritis
postestreptococica aguda (GNA). Mientras que la fascitis necrosante, la mionecrosis y el
sindrome de Stevens-Johnson (SST) son potencialmente mortales, la celulitis y la erisipela
pueden ser de leves a moderadamente graves. Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas
de estas enfermedades, los tratamientos disponibles y la patogénesis bacteriana son los

temas principales de este capitulo (48).

8. Antecedentes de actividad antibacteriana de Opuntia Soehrenssi Britton &

Rose
8.1. Antecedentes internacionales
En la investigacion titulada “Determinacion de la actividad antibacteriana de los
extractos de Ayrampo (Opuntia soehrensii) para el desarrollo galénico de un gel de
limpieza de manos” publicado en el afio 2018 por Nattes P y Quispe Z, los resultados
revelaron halos de inhibicion frente a Escherichia coli que superan los 20 mm en las
tres concentraciones del gel. Esto indic6 una alta sensibilidad bacteriana ante el gel en
estudio, ademads, los resultados obtenidos frente a Staphylococcus aureus también
exhiben halos de inhibiciéon mayores a 20 mm en las tres concentraciones del gel, lo cual
corroboraron la sensibilidad bacteriana, por lo que concluyen, los hallazgos indicaron
que el gel con extracto etandlico posee una significativa capacidad de inhibicion frente
a Escherichia coli y Staphylococcus aureus, lo cual se refleja en los halos de inhibicion

observados en las pruebas (49).

En la investigacion titulada “Antimicrobial Effect of Opuntia Ficus-Indica Extract on
Escherichia coli Isolated from Patients with Urinary Tract Infection” publicado en el
afo 2021 por Pourmajed R. Jabbari M y colaboradores, los resultados obtenidos sefialan
que el extracto etanolico derivado de la planta Opuntia ficus presenta una destacada
actividad antimicrobiana contra Escherichia coli, especialmente aquellas cepas aisladas
de pacientes con infecciones del tracto urinario, este hallazgo resalta el potencial
terapéutico de esta planta en el abordaje de infecciones bacterianas, por lo que concluyen
los resultados del estudio indican que los extractos etandlicos de Opuntia ficus muestran

propiedades antibacterianas, especialmente contra Escherichia coli aislada de pacientes
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con infeccidon del tracto urinario, estos resultados proporcionan un respaldo cientifico
para considerar a esta planta como una posible opcion terapéutica en el tratamiento de
infecciones bacterianas, particularmente aquellas relacionadas con el tracto urinario

(50).

En la investigacion titulada “Antimicrobial and Antibiofilm Activity against
Staphylococcus aureus of Opuntia ficus-indica (L.)” publicado en el afio 2019 por
Blando F. Russo R y colaboradores, los resultados obtenidos mostraron que los extractos
polifendlicos de los cladodios de Opuntia ficus-indica exhibieron una destacada
actividad antioxidante, ademds, se observd que estos extractos presentaron una
inhibicion selectiva en el crecimiento de bacterias Gram-positivas y también
demostraron la capacidad de prevenir la formacién por Staphylococcus aureus, por lo
que concluyen que los hallazgos de este estudio sugieren que los extractos polifenolicos
de los cladodios de Opuntia ficus-indica podrian tener aplicaciones prometedoras en el
ambito alimentario, debido a su alto contenido de polifenoles y su capacidad
antioxidante, estos extractos podrian ser considerados como alimentos funcionales o
utilizados como aditivos naturales para mejorar la seguridad y control de procesos

alimentarios (51).

En la investigacion titulada “Phytochemical profiling, antimicrobial, and antioxidant
activities of hydroethanolic extracts of prickly pear (Opuntia ficus indica) fruit and
Pulp” publicado en el afio 2023 por Iftikhar K. Siddique F y colaboradores, se encontrd
que el extracto acuoso al 100% del cladodio exhibi6 la mayor actividad antioxidante
(92%). Ademas, este extracto mostro actividad antimicrobiana contra Salmonella typhi,
Helicobacter pylori, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con concentraciones
inhibidoras minimas, se reveld una correlacion negativa significativa entre la actividad
antioxidante y la concentracién minima inhibitoria por lo que concluyen que estos
resultados proporcionaron informacion valiosa para seleccionar cladodios de tuna con
alto potencial antioxidante, lo cual podria ser util en el desarrollo de medicamentos
alternativos basados en antioxidantes y en la formulacion de alimentos con valor

agregado (52).

En la investigacion titulada “Evaluation of antioxidant and antimicrobial properties of

Opuntia ficus indica, seeds and peels extracts” publicado en el afio 2020 por Fiad M.
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El-Masry R y colaboradores, los resultados de este estudio demostraron que los
extractos de Opuntia ficus exhiben actividad antibacteriana frente a diversas cepas
bacterianas, incluyendo Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli y Salmonella spp, este rango de actividad antibacteriana resalta el potencial
medicinal de la planta y su posible uso como agente terapéutico en infecciones entéricas
y sistémicas, esta accion antimicrobiana fue atribuida a la presencia de diversos grupos
fitoquimicos, como taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides, que son conocidos
por sus propiedades antimicrobianas, por lo que concluyen que los resultados de este
estudio respaldan la prometedora actividad antibacteriana de los extractos de Opuntia
ficus-indica y sugieren su potencial como fuente de medicamentos alternativos (53).

8.2. Antecedentes nacionales

En la investigacion titulado “Efecto Antibacteriano in vitro del extracto etandlico de
Semillas de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) Frente a Cepas de
Streptococcus mutans ATCC 25175 publicado en el afio 2023 por Palacios M. y Coila
R., se identificaron metabolitos secundarios como compuestos fenolicos, alcaloides,
antocianinas y flavonoides en el extracto etanolico de semillas de Opuntia soehrensii,
los analisis estadisticos revelaron diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos
experimentales al 25%, 50%, 75% y 90% en comparacion con el (Etanol 70°) frente a
Streptococcus mutans ATCC 25175, por lo que concluyen que presenta actividad

antibacteriana contra las cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 (54).

En la investigacion titulado “Screening fitoquimico y actividad antibacteriana del
extracto etanolico de cuatro plantas medicinales, Iquitos — Pert” publicado en el afio
2018 por Ruiz D y Arévalo B, los resultados del andlisis fitoquimico revelaron la
presencia de compuestos fenodlicos, taninos, saponinas, aminodcidos-aminas,
cumarinas-lactonas y aztcares reductores en las plantas estudiadas, por lo que
concluyen que se demostré que algunas de las plantas investigadas presentan
compuestos con actividad antibacteriana in vitro, con Physallis angulata mostrando un

efecto inhibitorio contra Pseudomonas sp (55).

En la investigacion titulada “Sinergismo Antimicrobiano de los Extractos Etandlicos del
Opuntia soherensii (Ayrampo) y Psidium guajava L. (guayaba), frente a Staphylococcus
aureus 'y Listeria monocytogenes” publicado en el afio 2018 por Aroni M, se encontrd
que el extracto etandlico de Opuntia soherensii (Ayrampo) al 100% y 50% no mostrd

halos de inhibicion frente a Staphylococcus aureus 'y Listeria monocytogenes, por lo que
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concluyen que los resultados del estudio indican que los extractos etanolicos de Opuntia
soherensii (Ayrampo) y Psidium guajava L. (Guayaba), en combinacion, no presentaron

un efecto sinérgico antimicrobiano (56).

En la investigacion titulada “Efecto in vitro del extracto etandlico del cladodio de
Opuntia ficus-indica en el crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa” publicado en el afio 2021 por Diaz C y Llontop K, indicaron que los
promedios de los halos de inhibicion del crecimiento en Staphylococcus aureus 'y
Pseudomonas aeruginosa fueron de 9, 13 y 19 mm, y 13, 18 y 24 mm, por lo que
concluyen que este estudio proporciona evidencia que respalda la capacidad inhibitoria
del extracto etandlico del cladodio de Opuntia ficus-indica sobre el crecimiento de

Staphylococcus aureus ATCC 43300 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (57).

En la investigacion titulada “Efecto antibacteriano de Opuntia Soherensii (Ayrampo)
sobre la Porphyromona Gingivalis. Universidad Alas Peruanas. Arequipa — 2016~
publicado en el afio 2016 por Rosario, E, los resultados obtenidos revelaron que la
Opuntia Soherensii al 5% exhibid un efecto antibacteriano positivo sobre las cepas de
Porphyromona Gingivalis, pero de accion muy leve, al 10% también generd un efecto
positivo, mientras que la concentracion al 20% presentd un efecto antibacteriano
positivo y de accion moderada, por lo que concluyen que los resultados indican que la
Opuntia Soehrensii (Ayrampo) posee efectos antibacterianos positivos en distintas

concentraciones frente a Porphyromonas Gingivalis (58).
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CAPITULO 11

MATERIALES Y METODOS
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1. Lugar de investigacion

La presente investigacion se realizd en Laboratorio Bioldgico Santa Rosa EIRL que se
encuentra ubicada en el departamento de Lima donde se prepararon el extracto etanolico del
epicarpio de Ayrampo (Opuntia soehrensii Britton & Rose), asimismo los analisis de
sensibilidad bacteriana se realizaron en el en Laboratorio Biologico Santa Rosa EIRL. Por
otro lado, la clasificacion taxondmica del material vegetal en estudio fue identificada por por

José R. Campos de la Cruz bidlogo colegiado CBP 379,

2. Materiales

2.1. Materiales de verificacion:
- Vernier
- Pinza de punta plana
- Placas de Petri de vidrio estériles
- Asa de Drigalsky
- Tubos estériles con tapa rosca
- Tubos de ensayo
- Viales de vidrio con una capacidad de 5 mL
- Puntas para micropipeta de 20-200 uL y 0.5-5 mL
- Micropipetas calibradas de 20-200 pL y 0.5-5 mL
- Discos vacios para difusion en placas
- Frascos de vidrio con una capacidad de 500 mL con tapa rosca

- Fiolas de 1ml

2.2. Equipos utilizados:

- Incubadora a 35°C “Boeco”

- Autoclave “Faith Full”

- Potencidmetro “Hanna instruments”

- Bafio Maria “Improve Medical”

- Balanza analitica “Faith FulL”

- Mechero Bunsen “Tipo Meker-Fisher”
- Estufa a 40°C “Eurolab”

- Cabina de Bioseguridad “Biobase”
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2.3. Reactivos:
Etanol al 96°

Eter de petroleo

- Butanol

- Etanol 70°

- Metanol

- DMSO

- H2O0 destilada

- FeCI3 1%

- Reactivo de borntrager

- Reactivo Liebermann — Burchad

- Reactivo dragendorff

- Reactivo Mayer

- Reactivo Wagner

- Reactivo Baljet

- NaOH 10%

- Reactivo Benedict

- Reactivo Fehling Ay B

- Reactivo shinoda

2.4. Material Bioldgico
2.4.1. Medios de cultivo

- Agar Mueller Hinton

- Caldo Muller Hinton

- Agar Muller Hinton con sangre de carnero

2.4.2. Inéculo
- Staphylococcus aureus ATCC 25923
- Streptococcus pyogenes ATCC 19615
2.4.3. Muestra vegetal:

e La muestra fue recolectada en el distrito de Santa Isabel de Sigua en
provincia de Arequipa y fue identificada por Jos¢ R. Campos de la Cruz
biologo colegiado CBP 3796 en el laboratorio Santa Rosa ubicado en el
departamento de Lima.

e Extracto etandlico del epicarpio del Ayrampo al 90%, 50%, 25%.
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2.5. Software
e SSPS
e (Canva

e Paint
3. Métodos
3.1. Procesamiento del material vegetal

3.1.1. Recoleccion del Material Vegetal:

o Se recolectd el epicarpio de Opuntia soehrensii en condiciones adecuadas de
madurez y frescura.

« Se colocé en una caja de tecnopor que contenia papel en las paredes y bolsas de hielo
en gel, la caja fue rotulada con los datos de recoleccion (lugar, hora y fecha) y fue
enviada al laboratorio Santa Rosa, la cual esté ubicada en el departamento de Lima.

3.1.2. Seleccion y limpieza
e Se elimind cuidadosamente las impurezas que pudieran estar adheridas a la
superficie del fruto y se separo las que estuvieran en mal estado o que mostraran
signos de contaminacion microbiana.
3.1.3. Lavado
e Con este proceso se elimind todos los vestigios de tierra que pudieran haber
quedado en fruto aplicando un flujo continuo de agua potable a temperatura
ambiente y empleando una escobilla, por ultimo, se enjuago con agua destilada y
se dejé escurrir para eliminar exceso de humedad.
e Posteriormente se cortaron los frutos y se procedi6 a separar la cascara de las
semillas y pulpa empleando un utensilio de acero inoxidable
3.1.4. Secado
e Este proceso consiste en eliminar gran parte del agua de la especie. Esto debido
a que la presencia de agua es el principal responsable de la alteracion de la planta
recolectada. Al descender la cantidad de agua, las enzimas detienen su actividad,
quedan inhibidas y la muestra se conserva. Asi mismo facilita el proceso de
extraccion.

e SesecO el material vegetal a temperatura ambiente en un lugar oscuro y ventilado.
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e Luego se cortd la cascara en pequefios trozos de 1cm x 1 cm aproximadamente
para luego ser distribuida sobre placas petri y secada durante 48 horas empleando
una estufa con aire recirculante a una temperatura de 40 °C.

3.1.5. Preparacion del extracto:

« Se triturd el epicarpio seco en un molino para obtener un polvo fino, el cual pesaba
71.2g.

o El proceso de extraccion se realizd macerando, dentro de un frasco ambar de 1 litro,
el material obtenido luego de la molienda con 480 ml de alcohol de 96°, en una
proporcion de 1/5. El proceso de maceracion se realiz6 durante 7 dias, sometiéndolo
a agitacion mecénica cada 12 horas. (28)

o Elliquido resultante del proceso de maceracion fue filtrado empleando papel de filtro
Whatman N°1 y un embudo.

« Para la obtencion del extracto seco, el liquido filtrado fue vertido sobre placas petri
de vidrio y fue llevado a estufa de aire recirculante a una temperatura de 40°C hasta
sequedad que fueron 24 horas, donde se obtuvo una muestra de 23g de peso. (31)

3.2. Marcha fitoquimica

e Se procedio a afiadir 1 ml de extracto etandlico de Ayrampo (Opuntia soehrensii
Britton & Rose) en cada tubo de ensayo seguido se adiciono 1 ml de cada reactivo,
para realizar los ensayos que se muestran en la tabla 6, con la finalidad, de evidenciar
los metabolitos secundarios por medio de coloracion y precipitacion.

Tabla 5. Reactivos usados para cada ensayo en la marcha fitoquimica

Tubo Ensayo Procedimiento Metabolito

N°1 Borntrager 5 gts de éter de Antraquinonas
petroleo + 2 gts de

NaOH 5%
N°2 Cloruro Ferrico 2 gts de FeCl3 1% Compuestos fendlicos

N°3 Lierbermann Burchard 2 gts Ac20/ H2SO4 Terpenos y esteroides
(50:1) + 1 gts AcOH

N°4 Dragendorff 2 gts de (A+B/100 mL Alcaloides
H20)
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A: 8 g
Bi(NO3)3.5H20/20
mL HNO3

B: 27,2 g KI/50 mL
H20

N°5 Mayer 2 gts (A+B/100 ml Alcaloides
H20)

A: 1,36 g HgCl/60 mL
H20

B: 5 g KI/10 mL H20
N°6 Wagner 2 gtsde [(1,27 gI2+2 Alcaloides
g KI/5 ml

H20)/100 mL H20]

N°7 Baljet 2 gt de (Acido picrico Lactonas a, B-insaturadas
1% en EtOH 95° +
NaOH 10 %)

N°8 Gelatina 2 gts gelatina 1% Taninos
N°9 Gelatina-sal 2 gts de (1 g gelatina+ Taninos
10 g NaCl/100
mL H20)
N°10 NaOH 10% 2 gts NaOH 10% Antocianinas
Nell Benedict 5 gts de [(1,73 g Azlcares reductores

CuSO4.5H20+17,3 ¢

citrato de sodio+ 10 g
Na2CO03)/100 mL

H20] y calentar 10’
N°12 Fehling Ay B 5 gts de CuSO4.5H20 Azucares reductores
7% +V gts (17,5

g tartrato de sodio
potasio+ 5 g

NaOH/50 mL H20) y
calentar 10’
N°13 Espuma Agitacion por 30 Seg  Saponinas

N°13 Shinoda Mg + 2 gts HC1 Flavonoides

*Esta tabla presenta los metabolitos secundarios a identificar con sus respectivas reacciones.
Lock, O. (31)
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3.3. Actividad Antibacteriana

3.3.1. Prueba de solubilidad para preparar las diferentes concentraciones

e Seprocedido a afiadir 1g de extracto seco en cada tubo de ensayo seguido se adiciono
1 ml de cada solvente, luego se agito en un equipo vortex, finalmente se observo la
afinidad del extracto seco por cada solvente de estudio, en la tabla 5 se muestra los
solventes usados en cada tubo. (6)

Tabla 6. Solventes usados en la prueba de solubilidad para cada tubo

Tubo Solvente
N°l Acetato de etilo
Ne2 Butanol
N°3 Etanol 96°
N°4 Etanol 70°
N°5 Metanol
N°6 Agua destilada

N°7 Dimetilsulfoxido

*Elaboracion propia

3.3.2. 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.

3.3.2.1. Preparacion de medio de cultivo

Agar Mueller Hinton

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

=  Se peso 11.4 gr. de Agar Mueller Hinton deshidratado y se adicion6
300 ml de agua destilada, posteriormente se procedi6 a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucion total del medio de
cultivo, por tltimo, se esterilizé empleando una autoclave sometiendo

al medio de cultivo a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.
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» Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejé enfriar hasta que
el medio de cultivo alcanz6 una temperatura entre 45°C — 50°C y se

distribuyd en placas petri estériles de 90 x 15 mm (59).
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 pesd 4.56 gr. de la base deshidratada y se adiciond 120 ml de agua
destilada, a continuacion, se procedid a calentar con agitacion
frecuente hasta lograr la disolucion total del medio de cultivo, por
ultimo, se esterilizo en autoclave sometiéndolo a 15 libras de presion
(121°C) durante 15 minutos.

= Una vez terminado el proceso en la autoclave, se dejo 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 estéril es decir se pesd 3g de sangre de carnero para 60ml.

» Una vez adicionada la sangre se homogenizo el medio de cultivo y se

distribuyd en placas petri estériles de 90 x 15 mm.
Caldo Mueller Hinton

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

= Sepeso 4.2 gr. de agar Mueller Hinton deshidratado y se adicion6 200
ml de agua destilada, posteriormente se procedid a calentar con
agitacion constante hasta lograr la disolucion total del medio de
cultivo, por tltimo, se esterilizo empleando una autoclave sometiendo
al medio de cultivo a 15 libras de presion (121°C) durante 15 minutos.

» Una vez finalizado el proceso en la autoclave se dejo enfriar hasta que
el medio de cultivo alcanz6 una temperatura entre 45°C — 50°C y se

distribuyo en tubos de ensayo
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3.3.2.2. Reactivacion de la cepa: Kwik-Stik Microbiologics — Streptococcus

pyogenes y Staphylococcus aureus

Para preparar el indculo se empled el producto Kwik-Stik Microbiologics®
que contiene a las cepas Streptococcus pyogenes ATCC 19615 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923 en un pellet (60).

a) El Kwik-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 facilitar el flujo del
liquido por el mango hasta la parte inferior de la unidad, que contiene
el granulo.

b) Por ultimo, se presiono la parte inferior de la unidad para lograr una
suspension homogeénea.

¢) De inmediato se procedio a saturar el hisopo, que contiene el producto,
con el material hidratado y se transfiri6 a una placa con agar nutritivo
para Streptococcus pyogenes 'y Staphylococcus aureus.

d) Las placas fueron incubadas a 37 °C. durante 24 horas.

3.3.2.3. Método de preparacion del in6culo

a) En un tubo de ensayo, se realizd una suspension directa en solucion
salina (cloruro de sodio 0.9%); para ello con un asa de siembra estéril
se cogieron algunas colonias de las placas con agar anteriormente
incubada durante 24 horas y se homogenizaron en la solucién salina.
Obteniendo un tubo que muestra cierta turbidez (59).

b) La turbidez resultante fue inmediatamente ajustada comparandola de
manera visual con la turbidez del estindar 0.5 de Mc. Farland.
(Utilizado para prueba de sensibilidad antimicrobiana).

¢) Este procedimiento se realizé con cada una de las cepas en estudio.
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Y

3.3.2.4. Inoculacion de placas

a) Dentro de los 15 minutos posteriores al ajuste de la turbidez del
inéculo, se procedidé 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 (59).

b) Posteriormente se inoculd sobre la superficie seca del agar Mueller
Hinton el Streptococcus pyogenes y el Staphylococcus aureus, para esto
se realizaron estrias en tres direcciones diferentes rotando la placa 60°
cada vez, esto con la finalidad de asegurar una distribucién uniforme
del indculo.

¢) Previamente todas las placas fueron rotuladas como se muestra en la
figura N°4 para posteriormente realizar los pozos empleando un

sacabocado de 6 mm de diametro.

Figura 6. Modelo de rotulacion de placas.

50%
25%

O 90%

CONTROL + O

(antibiotico)

O O

control -
(etanol)

*Elaboracion propia

3.3.2.5. Preparacion de sustancias experimentales

Se prepar6 las sustancias experimentales a diferentes concentraciones
partiendo del extracto seco, para posteriormente adicionar 50 uL de las mismas,
con ayuda de una micropipeta, en cada uno de los pozos realizados
anteriormente.

= Extracto de epicarpio de Ayrampo 90%

= Extracto de epicarpio de Ayrampo 50%

= Extracto de epicarpio de Ayrampo 25%
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* Alcohol de 96°
* Ciprofloxacino Sug

» Eritromicina 15 ug

3.3.2.6. Incubacion

Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C después de 15 min de
adicionados las sustancias experimentales (59).

3.3.2.7. Lectura de resultados
Halos de inhibicion fueron medidos empleando un vernier.

3.3.3. Andlisis Estadistico
3.3.3.1.  Analisis estadistico inferencial - ANOVA
e Se selecciond la opcion de "ANOVA de un factor” en SPSS.
e Se defini6 la variable dependiente (diametro del halo) y las variables
independientes (concentracion del extracto y tipo de bacteria).
e Se ejecutd el ANOVA para determinar si existian diferencias significativas entre

las concentraciones del extracto o entre los tipos de bacterias.

3.3.3.2.  Prueba de comparacion multiple de Tukey
¢ Si el ANOVA indicaba diferencias significativas, se procedié con la prueba de
Tukey para realizar comparaciones mdaltiples y determinar qué grupos
especificos diferian entre si.
e Seinterpretaron los resultados del ANOVA'y la prueba de Tukey para identificar
las concentraciones de extracto que tenian un efecto significativo sobre la
inhibicion bacteriana.

3.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La concentracion inhibitoria minima (CIM) es la minima concentraciéon del agente
antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y produccion de un crecimiento visible de una

cepa bacteriana dada en el sistema de prueba.

3.4.1. Macrodilucion
En el método de macrodilucion se emplea por cada combinacion

microorganismo/antimicrobiano una bateria de tubos. Este método de dilucion se basa
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en la presencia o ausencia de crecimiento de un microorganismo en un caldo en
presencia de una concentracion de antimicrobiano. Para ello se comprueba
visualmente si los tubos presentan turbidez. Se recomienda para la mayoria de los

microorganismos utilizar caldo Mueller-Hinton.

o Extractos experimentales

El extracto etanolico de Opuntia soehrensii Britton & Rose se diluy6 de manera
seriada, duplicando la concentracion final; Los extractos etanolicos evaluados fueron
450 mg/ml, 400 mg/ml, 350 mg/ml, 300 mg/ml, 250 mg/ml, 200 mg/ml, 150 mg/ml,
100 mg/ml, 50 mg/ml y 25 mg/ml.

¢ Inoculacion
El inoculo en los métodos de dilucion en caldo se prepara a partir de la suspension 0.5
de la escala de Mac Farland, (se empled método de suspension directa). El indculo

final en la técnica de macrodilucion sera de 5 x 10° UFC.
3.4.2. Suspension directa de colonias

e Para el método de suspension directa de colonias, las colonias no deben sobrepasar
las 18-24 horas de aislamiento o reactivacion.

e Los indculos se prepararon efectuando una suspension directa en caldo (Mueller-
Hinton), de las colonias aisladas anteriormente, y ajustando su turbidez a 0,5 del
estandar de McFarland, la turbidez de las suspensiones se compard colocando los
tubos frente a una tarjeta blanca con lineas negras (32).

e Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de turbidez del in6culo al 0,5 del
estandar de McFarland, se mezclo la suspension y diluy6 para que la concentracion

final en cada tubo sea de 5 x 10> UFC.

3.4.3. Dilucion del indculo estandarizado para pruebas de CIM

e A partir de la suspensién obtenida anteriormente serd necesario realizar una
dilucion, ya que la concentracion de 0.5 de McFarland se encuentra en 1 x 108 UFC,
y el indculo final requiere estar 5x10 ° UFC por tubo.

e Dentro de los 15 min de la estandarizacion del inoculo al 0.5 de McFarland y con
ayuda de una micropipeta, se realiza una dilucion 1:100 empleando como diluyente
Caldo Mueller Hinton; de esta forma se obtiene una concentracién aproximada de

1 x 10 ¢ UFC/ml.
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e Finalmente, al adicionar en un tubo con antimicrobiano la misma cantidad de
indculo, esta dilucion 1:2 dara como resultado un inoculo de 5 x 10 > UFC/ml.

e Una vez realizada la dilucion 1:100 del inoculo y dentro de los 15 min de haberla
realizado, se inoculd 1 ml (empleando una micropipeta) a cada tubo de prueba con
antimicrobiano, asi como en el tubo con caldo sin antimicrobiano como control de

crecimiento, como se muestra en la tabla 7.

Tabla 7. Diluciones para la determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

TUBOS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Concentracion 450 400 350 300 250 200 150 100 50 25 C(-) CH)
(mg/ml)

Extracto solucion 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 05 05 05
madre (ml) (solo
el primer tubo)

Caldo Muller 05 05 05 05 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 05 2 1
Hinton (ml)
Inoculo (ml) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

- Solucién madre (900mg/ml)
- Incubar a 37°C durante 24 horas

*Elaboracion propia

3.4.4. Incubacion
Las placas de macrodilucion se taparon para evitar la evaporacion del medio de cultivo
durante la incubacion. Las placas fueron incubadas a 37° C durante 24 horas (32).
3.4.5. Determinacion de los puntos finales de la concentracion inhibidora minima
e La CMI es la concentracion mas baja de agente antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento del organismo en los tubos de macrodilucion

detectado a simple vista.

e Se compara la cantidad de crecimiento en los tubos que contienen el agente
experimental con la cantidad de crecimiento en los tubos de control de crecimiento

utilizados en cada conjunto de pruebas.

e Para observar el crecimiento de los tubos, a veces resulta necesario limpiar la parte

inferior de la placa de macrodilucion, lo que puede realizarse con papel absorbente.

e Para que una prueba se considere valida, debe producirse un crecimiento aceptable

(boton >2 mm o turbidez definitiva) en el tubo de control de crecimiento.
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3.5. Determinacion de la concentracion minima bactericida (CMB)
La concentracion minima bactericida se determind a partir de la concentraciéon minima

inhibitoria, de la siguiente forma (32):

e Se prepararon placas con agar sangre y placas con agar Mueller Hinton. (se rotularon
ambas).

¢ Se seleccionaron tubos consecutivos considerando los tubos que no muestran turbidez y
1 con caldo turbio.

e Se incorporé 10 pL de caldo de cada tubo (CMI) a cada placa rotulada de forma
correspondiente a la concentracion de este.

e Con la ayuda de una espatula de Drigalsky de diseminaron los caldos en las placas.
¢ Posteriormente se incubaron a 37°C por 24 horas
e Se observa el crecimiento de las colonias.

¢ Se considera CMB la concentracion en cual las placas ya no presentaron crecimiento de
la cepa bacteriana.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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La presente investigacion tuvo como objetivo general evaluar el efecto antibacteriano de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 Streptococcus

pvogenes ATCC 19615 y los resultados se presentaran en detalle en el presente capitulo.

1. IDENTIFICACION TAXONOMICA
Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) procedente del distrito de Santa Isabel de
Siguas ubicada en la provincia de Arequipa fueron trasladas al laboratorio Santa Rosa que
estd ubicada en el departamento de Lima donde fue identificada por Jos¢ R. Campos de la
Cruz biodlogo colegiado CBP 3796, como se muestra en el anexo 2.

2. OBTENCION DEL EXTRACTO Opuntia soehrensii Briton & Rose (AYRAMPO)
Posterior a su identificacion como Opuntia Soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) se procedid
con la obtencion del extracto etandlico por el método de maceracidon usando la muestra
vegetal.

Una vez obtenido el extracto fue llevado a una estufa con aire recirculante donde se concentro6
la muestra y se evaporo el solvente a sequedad y asi calcular su rendimiento con la siguiente

formula.
PF
%E = —x 100
Pi
Donde:
%E = porcentaje de rendimiento

PF= peso final (extracto seco) = 23g extracto seco obtenido

Pi= peso inicial (muestra molida) = 71.2 g muestra molida

23
OhE g 2

x 100 = 32.309
712 g %

Donde se obtuvo como resultado 32.30 % de rendimiento de la muestra vegetal
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3. IDENTIFICACION DE METABOLITOS SECUNDARIOS EN EL EXTRACTO
ETANOLICO DE Opuntia soehrensii Britton & Rose (AYRAMPO) POR TAMIZAJE
FITOQUIMICA

Obtenido el extracto etanolico se realizd un tamizaje fitoquimico con la finalidad de identificar
las principales familias de metabolitos secundarios obteniendo los siguientes resultados.

Tabla 8. Tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
N°e1 Borntrager Antraquinonas Presencia
N°2 Cloruro férrico Compuestos fenolicos Presencia
N°3 Liebermann-Burchard =~ Terpenos y esteroides Ausencia
N° 4 Dragendorff Alcaloides Presencia
N°s§s Mayer Alcaloides Presencia
N° 6 Wagner Alcaloides Ausencia
N°7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas Presencia
N° 8 Gelatina Taninos Presencia
N°9 Gelatina-sal Taninos Presencia
N°10  NaOH 10% Antocianinas Presencia
Ne11 Benedict Azucares reductores Presencia
N°12  FehlingAyB Azucares reductores Presencia
N°13  Espuma Saponinas Ausencia
N° 14 Shinoda Flavonoides Presencia

*Elaboracion propia

En la tabla 8 respecto con el epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) se puede
observar abundante presencia en las pruebas de Cloruro férrico, Baljet, Benedict, Benedict,
Fehling A y B encontrando lo siguiente: compuestos fendlicos, lactonas a, B-insaturadas y
azucares reductores; mediana presencia en gelatina-sal y Shinoda encontrando lo siguiente:
taninos y flavonoides; minima presencia en las pruebas de Borntrager, Dragendorff, Mayer,
gelatina y NaOH 10% hallandose lo siguiente: antraquinonas, alcaloides, taninos y antocianinas,

como se muestra en las evidencias fotograficas del anexo 8.
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4. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

4.1 Prueba de solubilidad para preparar las diferentes concentraciones:

El andlisis de solubilidad con solventes organicos, tanto polares como apolares, es
fundamental en la caracterizacion fisicoquimica de plantas medicinales. Este proceso
permite identificar la naturaleza quimica de los compuestos activos presentes en las plantas,
ya que diferentes solventes extraen distintos tipos de compuestos segin su polaridad. Al
emplear una gama de solventes, se puede determinar qué principios activos son solubles en
medios especificos, lo que facilita su aislamiento, purificacion y posterior formulacion en

productos farmacéuticos

Tabla 9. Analisis de solubilidad del epicarpio

TUBO SOLVENTE RESULTADOS

N°1  Acetato de etilo Insoluble
N°2  Butanol Insoluble
N°3  Etanol 96° Soluble
N°4  Etanol 70° Soluble
N°5  Metanol Soluble
N°6  Agua destilada Soluble
N°7  Dimetilsulfoxido Soluble
*Elaboracion propia

En la tabla 9 se muestra que la maxima solubilidad se registré en dimetilsulfoxido y etanol
96°, indicando que estas dos sustancias son los solventes mas eficaces, seguido se observo
una solubilidad mediana en etanol 70°, metanol y agua destilada, siendo los solventes menos
efectivos en comparacion con los demads el acetato de etilo y el butanol, como se muestra en

las evidencias fotograficas del anexo 8.
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4.2.Método de difusion en pozos (Kirby Bauer modificado)

En la Tabla,10 se expresan los datos en milimetro (mm) que es la medicion del didmetro de los
halos de inhibicion que demuestra el efecto antibacteriano a diferentes concentraciones del
extracto etandlico de Opuntia soehrensii Brttton & Rose (Ayrampo) por el método de difusion de

pozos donde se hicieron cinco repeticiones.

Tabla 10. Mediciones del diametro de los halos de inhibicion (mm) en diferentes

concentraciones del extracto etandlico de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)

Diametro de inhibicion en mm

Microorganismo Ciprofloxacino
90% 50% 25% Etanol 96°
Sug
9.96 8.45 6 29.80 6
9.89 8.40 6 30.10 6
Staphylococcus
9.87 8.42 6 29.85 6
aureus ATCC
9.92 8.37 6 30.05 6
25923
9.95 8.39 6 29.96 6
Promedio 9.92 8.41 6 29.95 6
Eritromicina
90% 50% 25% Etanol 96°
15ug
13.92 11.40 6 27.99 6
Streptococcus 13.90 11.45 6 28.05 6
pyogenes ATCC 13.80 11.35 6 27.90 6
19615 13.85 11.42 6 28.10 6
13.90 11.37 6 28.02 6
Promedio 13.87 11.39 6 28.01 6

*Elaboracion propia

En la tabla 10, al utilizar la escala de Duraffourd, se observo que al 50% y 90% de concentracion,
el extracto mostrd una baja sensibilidad con medidas de 8.4060 mm y 9.9180 mm,
respectivamente. Ademas, el ciprofloxacino 5 pg demostrd ser sumamente eficaz contra S.

aureus, con una zona de inhibicioén de 29.9520 mm.
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Tabla 11. Comparacién de los promedios de los halos de inhibicion en diferentes
concentraciones del extracto etandlico de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) con la

escala de Duraffourd y Lapraz

Microorganismo Promedios (mm) Resultados
Etanol 96° 6 -
Ciprofloxacino Sug 29.95 +++
Staphylococcus 25% 6 -
aureus 50% 8.41 +
ATCC 25923 90% 9.92 +
Etanol 96° 6 -
Eritromicina 15 ug 28.01 +++
Streptococcus
25% 6 -
ogenes
pres 50% 11.39 +
ATCC 19615
90% 13.87 +

* (-): No tiene efecto <8 mm; (+): Sensibilidad baja 8 — 14 mm; (++): Sensibilidad media 14 —
20 mm; (+++) Sumamente sensible > 20 mm. Elaboracion propia

En la tabla 11 la cual sostiene que el epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
posee actividad antibacteriana frente a Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, la cual

se verifico mediante la comparacion con la escala de Duraffourd y Lapraz.

Por otro lado, al 50% y 90% de concentracion, el extracto presentd una baja sensibilidad contra
S. pyogenes, con una medida de 11,3980 mm y 13,8740 mm. Sin embargo, S. pyogenes mostrd
una alta sensibilidad ante el Eritromicina 15 ug, con una zona de inhibicion de 28,0120 mm.
Estos resultados resaltan la eficacia diferencial de los antibidticos comerciales en comparacion

con el extracto investigado.
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4.3.Sensibilidad antibacteriana de Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes al
extracto etanolico de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)
se muestra las pruebas de ANOVA y comparaciones multiples por Tukey de dos cepas
para la comparacion de las medias de los didmetros de lo halos si hubo diferencias
significativas en el grupo de las concentraciones y en el grupo de controles con el fin de

verificar la actividad antibacteriana.

Tabla 12. Pruebas de ANOVA frente Staphylococcus aureus ATCC 25923

ANOVA
Microorganismo 7 S
Entre 4 0,00 0
Staphylococcus aureus Dentnr) dz‘:’eruI;l(l)Sos M
ATCC 25923 TOtaig p 2
*Elaboracion propia

Tabla 13. Prueba de ANOVA frente Streptococcus pyogenes ATCC 19615

ANOVA
Microoragnismo Gl Sig
Streptococcus pyogenes Entre grupos 4 0,000
Dentro de grupos 20

ATCC 19615 Total 24

*Elaboracion propia
Al revisar las tablas 12 y 13, se identificé un p< 0.05 tanto para Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes que indica que existe diferencias estadisticamente significativas entre
las medias del didmetro de los halos de sus grupos experimentales y sus grupos controles
respectivamente para cada cepa. Por lo que se puede presenciar qué hay actividad antibacteriana

debido a la diferencia entre las medias.

Para determinar las diferencias especificas entre los distintos métodos, se llevo a cabo un anélisis
POST HOC mediante la prueba de Tukey. Este andlisis permitié identificar con precision qué

métodos eran mas efectivos en comparacion con otros.
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Tabla 14 . Comparaciones multiples por Tukey frente Staphylococcus aureus ATCC 25923

Diferencia de

() Grupo (J) Grupo medias (I-J) Sig.
Etanol 23,95200° 0,000
25 % 23,95200° 0,000
Ciprofloxacino Sug
50 % 21,54600" 0,000
90 % 20,03400" 0,000
Ciprofloxacino 5ug -23,95200" 0,000
25 % ,00000 1,000
Etanol
50 % -2,40600" 0,000
90 % -3,91800" 0,000

*Elaboracion propia

En la tabla 14, se observé p <0.05 entre Ciprofloxacino 5 ug (control positivo) y las
concentraciones experimentales evidenciando diferencias estadisticamente significativas, esto
implica que el grupo Ciprofloxacino 5 ug (control positivo) marca la diferencia por lo que
presenta un efecto inhibidor mayor que los experimentales al 25%, 50 % y 90 % ante

Staphylococcus aureus.

Por otro lado, se muestra un valor de p>0.05, que significa que no existe diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo al 25 % de experimentacion y el etanol (control
negativo), evidenciando que no existe actividad en el grupo al 25%. Sin embargo, las medias de
los didmetros de los halos de los experimentales al 50 %, y 90 % marcan la diferencia en
comparacion del etanol (control negativo), por lo que presentan un P<0,05 esto evidencia de que
si existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales al 50 % y

90 % vy el etanol (control negativo).
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Tabla 15. Comparaciones multiples por Tukey frente Streptococcus pyogenes ATCC 19615

(D Grupo (J) Grupo Diferencia de Sig.
medias (I-J)

Eritromicina Etanol 22,01200%* 0,000
15 ug 25 % 22,01200* 0,000
50 % 16,61400* 0,000
90 % 14,13800* 0,000
Etanol Eritromicina -22,01200%* 0,000
15 ug
25 % ,00000 1,000
50 % -5,39800* 0,000
90 % -7,87400* 0,000

* Elaboracion propia

En la tabla 16, se observd p <0.05 entre Eritromicina 15 ug (control positivo) y las
concentraciones experimentales evidenciando diferencias significativas, esto implica que el
grupo Eritromicina 15 ug (control positivo) marca la diferencia por lo que presenta un efecto

inhibidor mayor que los experimentales al 25%, 50 % y 90 % ante Streptococcus pyogenes.

Por otro lado, se muestra un valor de p>0.05, que significa que no existe diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo al 25 % de experimentacion y el etanol (control
negativo), evidenciando que no existe actividad en el grupo al 25%. Sin embargo, las medias de
los didmetros de los halos de los experimentales al 50 %, y 90 % marcan la diferencia en
comparacion del etanol (control negativo), por lo que presentan un P<0,05 esto evidencia de que
si existen diferencias estadisticamente significativas entre los grupos experimentales al 50 % y

90 % vy el etanol (control negativo).
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4.4. Concentracion bactericida minima y concentracion minima inhibitoria del extracto
etandlico de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a Staphylococcus

aureus ATCC 25932y Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Tabla 16. CMI y CMB frente Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida

Staphylococcus aureus ATCC 25923

Concentracion _ . Crecimiento ‘
Turbidez  Observacion Observacion
(mg/ml) en placa
450 - - CMB
400 - +
350 - CMI +
_l’_

300

250
200

i
i
i

150 + e
i
i
i

100
50
25

11 Control - e —

O© 00 N O N B~ W N =

—_
(e

12 Control + e —

* (-): Ausencia; (+): Presencia; CMI: Concentracion Minima Inhibitoria; CMB: Concentracion Minima
Bactericida. Elaboracion propia

La tabla 17 presenta los resultados de la prueba de concentracion minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB) para Staphylococcus aureus ATCC 25923 frente a un
agente antimicrobiano (cascara de Ayrampo), donde a 450 mg/ml se observa la CMB al no haber
crecimiento en la placa ni turbidez en el medio, mientras que a 350 mg/ml se alcanza la CMI, ya
que no hay turbidez, pero ain se observa crecimiento en la placa, lo que indica inhibicién del
crecimiento, pero no muerte bacteriana. A concentraciones de 300 mg/ml y menores, se reporta
turbidez en los tubos y crecimiento en placa, lo que refleja la ineficacia del agente antimicrobiano

(cascara de Ayrampo) a esas dosis, como se muestra en las evidencias fotograficas del anexo 8.
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Tabla 17. CMI y CMB frente Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Concentracion minima inhibitoria y concentracion minima bactericida
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Crecimiento

Concentracion Turbidez  Observacion Observacion
en placa

(mg/ml)
450 - -

400 - -
350 - - CMB
300 - CMI +

250
200
150

n
n
n

100 +
n
n

O 0 3 O W B~ W N =

50
25

—_
(=]

—
—

Control - -

12 Control + + s

* (-): Ausencia; (+) Presencia; CMI: Concentracion Minima Inhibitoria; CMB:
Concentracion Minima Bactericida. Elaboracion propia

La tabla 18 describe los resultados de la prueba de concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y
concentracion minima bactericida (CMB) para Streptococcus pyogenes ATCC 19615 frente a un
agente antimicrobiano (cascara de Ayrampo). A concentraciones de 450 mg/ml y 400 mg/ml, no
se observa turbidez ni crecimiento en placa, lo que indica la ausencia de crecimiento bacteriano,
sugiriendo que estas concentraciones son bactericidas. A 350 mg/ml, se define la CMB, ya que
no hay turbidez ni crecimiento en placa, lo que indica que a esta concentracion el agente es capaz
de matar las bacterias. La CMI se establece en 300 mg/ml, donde no hay turbidez (lo que significa
inhibicién del crecimiento), como se muestra en el anexo 8, pero ain se observa crecimiento en
la placa, lo que indica que, aunque el agente inhibe el crecimiento bacteriano, no es bactericida.
A concentraciones de 250 mg/ml y menores, se observa turbidez y crecimiento en placa, lo que
indica que estas concentraciones no son efectivas para inhibir ni matar a Streptococcus pyogenes,

como se muestra en las evidencias fotograficas del anexo 8.
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En el caso de Staphylococcus aureus ATCC 25923, se observo que la CMI se alcanzé a una
concentracion de 350 mg/ml, lo que indica que esta es la dosis minima necesaria para inhibir el
crecimiento bacteriano en el medio liquido, demostrado por la ausencia de turbidez. Sin embargo,
a esta concentracion, el crecimiento bacteriano persiste en la placa, lo que significa que las
bacterias siguen siendo viables, aunque su multiplicacion se haya detenido temporalmente. Solo
a 450 mg/ml, se alcanzé la CMB, la concentracion minima bactericida, en la cual no se observé
crecimiento en placa ni turbidez, lo que confirma la capacidad de esta concentracion para matar
la poblacion bacteriana. Este comportamiento sugiere que el agente antimicrobiano (cascara de
ayrampo) actiia como bacteriostatico a concentraciones cercanas a la CMI y como bactericida
unicamente a concentraciones mas altas. La diferencia entre la CMI y la CMB indica que se
necesita una dosis significativamente mayor para eliminar las bacterias y detener su crecimiento.
Por otro lado, en el caso de Streptococcus pyogenes ATCC 19615, la CMI se registrd a 300
mg/ml, ya que a esta concentracion no se observé turbidez, lo que indica inhibicion del
crecimiento bacteriano. No obstante, el crecimiento en placa a esta misma concentracion revela
que las bacterias aun son viables, por lo que no se ha alcanzado la capacidad bactericida. La CMB
se identificé a 350 mg/ml, donde no hubo crecimiento ni en el medio liquido ni en la placa de
cultivo, esto indica que esta concentracion es efectiva para matar la poblacion bacteriana.

La diferencia entre la CMI y la CMB en Streptococcus pyogenes ATCC 19615 refleja un patron
en el que el agente antimicrobiano (cascara de Ayrampo) actiia como inhibidor del crecimiento
bacteriano a concentraciones mas bajas, pero requiere dosis superiores para eliminar
completamente las bacterias. Esta disparidad sugiere que el mecanismo de accion del agente
antimicrobiano (cascara de Ayrampo) es inicialmente bacteriostatico, y solo alcanza una
actividad bactericida efectiva a concentraciones mas altas, lo que puede ser relevante en el
contexto clinico. En infecciones graves o cronicas, donde es necesario eliminar completamente
el patogeno, puede ser critico ajustar las dosis para alcanzar o superar la CMB, especialmente
considerando que concentraciones por debajo de este umbral podrian permitir la supervivencia
de bacterias viables, lo que a su vez podria generar resistencia a largo plazo. El hecho de que las
concentraciones de 250 mg/ml y menores no hayan mostrado inhibiciéon o efecto bactericida
resalta la necesidad de administrar dosis adecuadas y monitorizar la efectividad durante el
tratamiento de infecciones por S. pyogenes. También la importancia de pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana personalizadas, ya que la resistencia bacteriana varia considerablemente segun la
cepa y el contexto clinico.

Finalmente, este estudio destaca la importancia de continuar explorando nuevos agentes

antimicrobianos derivados de plantas naturales, ante la creciente amenaza de la resistencia
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bacteriana a los farmacos convencionales. Los resultados obtenidos con el Ayrampo (Opuntia
soehrensii) revelan su notable capacidad para inhibir el crecimiento de bacterias patégenas, lo
que posiciona a esta planta como una alternativa terapéutica prometedora. A diferencia de los
antibioticos sintéticos, el Ayrampo ofrece una solucion potencialmente menos propensa a generar
resistencia, gracias a su compleja composicion bioactiva. Este estudio no solo refuerza la
viabilidad de integrar el Ayrampo en futuros regimenes antimicrobianos, sino que también abre
la puerta a un enfoque mas sostenible y natural en el tratamiento de infecciones, promoviendo su

incorporacion en la medicina moderna.

DISCUSIONES

En la investigacion de Fiad M, El-Masry R, ef al. (53), de la evaluacion de propiedades
antioxidantes y antimicrobianas de extracto de semilla y cascara de Opuntia ficus indica quienes
identificaron la presencia de diversos grupos fitoquimicos en Opuntia ficus indica, tales como
taninos, terpenoides, alcaloides y flavonoides, todos ellos reconocidos por sus propiedades
antimicrobianas, en comparacion de nuestra investigacion en el tamizaje fitoquimico, se hallo
compuestos fendlicos, lactonas o, B-insaturadas y azucares reductores, donde se puede observar
resultados similares. La coincidencia entre ambos estudios radica en la identificacion de
compuestos bioactivos con propiedades antimicrobianas en diferentes especies de Opuntia, 1o
que respalda la prometedora actividad antibacteriana de estos extractos y sugiere su potencial

como una fuente viable de medicamentos alternativos.

El estudio de Rosario E (58) del efecto antibacteriano de la pulpa Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Ayrampo) frente a Porphyromona gingivalis en sus resultados evidenciaron que el halo de
inhibicion observado en la concentracion del 5% de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) tiene un promedio de 11,20 mm. Este efecto indica una capacidad moderada de la
planta para inhibir el crecimiento bacteriano a una concentracion relativamente baja. A medida
que aumenta la concentracion, la actividad antibacteriana se incrementa notablemente. En una
concentracion del 10%, el halo de inhibicion alcanza un valor de 16,80 mm, lo que refleja una
mejora significativa en la eficacia antibacteriana. Finalmente, al aumentar la concentracion al
20%, el halo de inhibicién llega hasta los 21,40 mm, demostrando una fuerte actividad
antibacteriana a esta concentracion mas alta, en comparacién de nuestro estudio podemos
observar que el extracto etandlico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo),

presentd actividad antibacteriana al (50% y 90%) ante Staphylococcus aureus ATCC 25923 con
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una medida de 8,4060 y 9,9180; y ante Streptococcus pyogenes ATCC 19615 al 50% y 90% con
una medida de 11,3980 y 13,8740 mm, donde de igual manera a medida que se aumenta la
concentracion tiene un halo de inhibicidn mayor y por ende un mejor efecto antibacteriano. La
coincidencia entre estos dos estudios se debe probablemente a la presencia de compuestos
bioactivos comunes, como flavonoides y polifenoles, estos compuestos son conocidos por sus
propiedades antimicrobianas, y su efectividad puede incrementarse con la concentracion debido
a una mayor disponibilidad de moléculas activas capaces de interactuar y destruir las membranas

celulares bacterianas.

Asi mismo podemos observar en el estudio de Palacios M y Coila R (54) quien en su ensayo del
efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de semillas de Opuntia soehrensii Britton &
Rose (Airampo) frente a cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175, se observaron resultados
significativos en concentraciones del 75 % y 90 %. Especificamente, la concentracion del 75 %
del extracto demostrdé un halo de inhibicién con un diametro de 9.13 mm, mientras que la
concentracion del 90 % mostrd un halo de inhibicién atin mayor, con un diametro de 10.27 mm.
En comparacion de nuestro estudio presento actividad antibacteriana con halo de inhibicion ante
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 en extracto al 50% y 90% con una medida de 11,3980 y
13,8740 mm, lo que podemos indicar, que esto se pude deber a la diferencia de partes utilizadas
de la planta, ya que en una se usa semillas y en otra se usa el epicarpio por lo que pueden que
concentren diferentes cantidad de metabolitos en las distintas partes utilizadas, ya que las cepas

usabas en ambos estudios pertenecen a la misma familia bacteriana

En el estudio de Aroni M (56), sobre el sinergismo antimicrobiano de los extractos etanolicos de
la pulpa Opuntia Soehrensii (Airampo) y hojas Psidium Guajava (Guayaba) frente a
Staphylococcus aureus Y Listeria monocytogenes quien encontrd que el extracto etandlico de
Opuntia Soehrensii (Airampo) al 50% y 100% no presenta halo de inhibicion por lo que significa
que no tiene efecto antibacteriano a esas concentraciones en ese estudio. En comparacion de
nuestro estudio donde se prepard extracto etanolico en concentraciones de 50% y 90% del
epicarpio de Opuntia soehrensii (Ayrampo) donde si presento halo de inhibicion de 8,4060 y
9,9180 mm, esta diferencia de resultados podria deberse a los factores ambientales que influyen
en la concentracion de los metabolitos secundarios presentes en las plantas que se ven

influenciadas por los cambios en el entorno abidtico y bidtico.

En el estudio de Nattes y Quispe (49) de la determinacién de la actividad antibacteriana de los
extractos de Opuntia soehrensii (Airampo) para el desarrollo galénico de un gel de limpieza de

manos en el cual evidenciaron resultados significativos en la prueba de CMI y CMB a
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0.00025mg/mL para el extracto etanolico y acuoso de semillas de Ayrampo frente Staphylococcus
aureus. En comparacion de nuestro estudio donde se realizd extracto etandlico del epicarpio de
Opuntia soeherensii Britton & Rose (Ayrampo) donde el resultado para CMI fue a una
concentracion de 350 mg/ml y para CMB fue a 450 mg/ml para Staphylococcus aureus ATCC
25923, lo que se puede decir que en nuestro estudio hubo un efecto antibacteriano para CMB y
CMI a una concentracion mucho mas mayor. Esto puede significar la deferencia de

concentraciones de metabolitos secundarios en diferentes partes de la planta.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: Se logré evaluar efecto antibacteriano in vitro del extracto etandlico de Opuntia
soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy
Streptococcus pyogenes ATCC 19615.

SEGUNDA: Se obtuvo un extracto seco de apariencia rojo oscuro viscosa olor y sabor

caracteristico con un rendimiento de 32.30%.

TERCERA: Se identifico los grupos de metabolitos presentes en el extracto etanolico del
epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) mediante el analisis cualitativo

preliminar correspondid a compuestos fenolicos, lactonas a, B-insaturadas y aztcares reductores.

CUARTA: La concentracion que presenta actividad antibacteriana in vitro del extracto etandlico
del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo) sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC 19615 fue en la concentracion del 50% y 90%

segun el método de difusion en agar en pozo — Kirby Bauer.

QUINTA: La prueba de andlisis antimicrobiano para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 demostré6 que ambos microorganismos presentan una
relacion dosis-efecto que define su respuesta al tratamiento. En S. aureus, la concentracion
minima inhibitoria (CMI) fue de 350 mg/ml y la concentracion minima bactericida (CMB) de
450 mg/ml, mientras que en S. pyogenes, la CMI fue de 300 mg/ml y la CMB de 350 mg/ml.
Esto indica que el extracto etanolico del epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose
(Ayrampo) tiene un efecto bacteriostatico a concentraciones cercanas a la CMI en ambos casos,
pero requiere una dosis mayor para alcanzar el efecto bactericida completo. Estos resultados
subrayan la importancia de ajustar la dosis en funcién del patdgeno para lograr un tratamiento

eficaz y evitar la persistencia bacteriana o el desarrollo de resistencia.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere seguir con estudios experimentales usando cepas nativas aisladas de pacientes, que
puedan presentar resistencia a los antibidticos, para obtener resultados mas efectivos.

Se recomienda recolectar la muestra vegetal en lugares que tenga una condicion climatica
apropiada y suelo fertilizado, para obtener mejores concentraciones de metabolitos secundarios
y a futuro hacer estudios in vivo en modelos de animales.

Realizar estudios en cromatografia de capa fina para poder identificar con mejor presion y aislar
los metabolitos secundarios. Asi como se podria usar concentraciones mas altas de extracto
etandlico del epicarpio para tener mejores resultados en las pruebas de susceptibilidad Kirby-
bauer.

Realizar estudios con medicamentos que tengas alta sensibilidad a las cepas de estudio para tener
una mejor comparacion y usar medio Muller Hinton para Streptococcus pyogenes en la prueba

de Kirby Bauer, ya que esta puede producir hemolisis.
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Diametros de inhibicion en mm
Microorganismo . .
90% 50% 25% Ciprofloxacino | Etanol 96°
S ng
Staphylococcus
aureus
ATCC 25923
90% 50% 25% Eritromicina | Etanol 96°
15 ug
Streptococcus
pyogenes
ATCC 19615
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TUBO ENSAYOS METABOLITO RESULTADO
Nel Borntrager Antraquinonas
N°2 Cloruro férrico Compuestos fenolicos
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides
N° 4 Dragendorff Alcaloides
N°5 Mayer Alcaloides
N° 6 Wagner Alcaloides
Ne7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas
Ne° 8 Gelatina Taninos
N°9 Gelatina-sal Taninos
N°10 NaOH 10% Antocianinas
Ne 11 Benedict Azlcares reductores
Ne 12 Fehling Ay B Azlcares reductores
Ne° 13 Espuma Saponinas
Ne 14 Shinoda Flavonoides
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JOSE R. CAMPOS DE LA CRUZ
CONSULTOR BOTANICO
C.B.P. 3796

Cel: 963689079
Email: jocamde@gmail.com

CERTIFICACION DE IDENTIFICACION BOTANICA

JOSE RICARDO CAMPOS DE LA CRUZ. BIOLOGO COLEGIADO. CBP 3796 ~ INSCRITO EN EL REGISTRO DE PROFESIONALES QUE
REAUZAN CERTIFICACIONES DE IDENTIFICACION TAXONOMICA DE ESPECIMENES Y PRODUCTOS DE FLORA ~ RESOLUCION
DIRECTORAL N.2 0311-2013- MINAGRI-DGFFS-DGEFFS.

CERTIFICA:

Que, las Bachilleres CHAMBI MAMANI JIMENA LIZET y MARYORI ELIZABETH TITO
PALACO, egresadas de la Universidad Catolica de Santa Maria, Facultad de Ciencias Farmacéu-
ticas, Bioquimica y Biotecnolégicas, Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica, con fines
de investigacion para el desarrollo de la tesis titulada: EFECTO ANTIBACTERIANO In Vitro
DEL EXTRACTO ETANOLICO DEL EPICARPIO DE Opuntia soehrensii Britton & Rose
(AYRAMPO) FRENTE Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Streptococcus pyogenes ATCC
19615, han solicitado la identificacién y certificacion botdnica de la planta de cocona procedente
del departamento de Arequipa, provincia de Arequipa, distrito de Santa Isabel de Siguas, la
muestra ha sido estudiada y determinada como: Opuntia soehrensii Britton & Rose, que es un
sinénimo de Airampoa ayrampo (Azara) Doweld. Segin la base de datos de W*Tropicos del
Missouri Botanical Garden que sigue el sistema modemo de clasificacion de las angiospermas
(APQG), publicado en 1998 por el Grupo para la Filogenia de las Angiospermas, este sistema evita
el uso de la nomenclatura taxonémica cldsica por arriba de orden. Mark W. Chase & James L.
Reveal (2009 —~ APG IlI) consideran a todas las plantas verdes en la Clase Equisetopsida. Te-
niendo en cuenta los datos de la base de W*Tropicos, APG Il y APG IV, la especie identificada
tiene las siguientes categorias taxondmicas y clados:

Reino: Plantac
Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Subclase: Magnoliidae
Superorden: Caryophyllanae
Orden: Cryophyllales
Familia: Cactaceae
Género: Opuntia
Especie: Opuntia soehrensii Britton & Rose

Nombre vulgar: “ayrampo”
Sin6nimos: Airampoa ayrampo (Azara) Doweld.
Tunilla soehrensii (Britton & Rose) D.R.Hunt & I1iff

Se expide la presente certificacion para fines de investigacion.
Lima, 13 de junio del 2024

BIOLOGO
C.B.P. 3796

Jr. Sdnchez Silva 156 — Piso 2-Urb. Santa Luzmila —1.ima 07 -Lima
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' Santa Rosati.

LABORATORIO BIOLOGICO Y ANALISIES CLINICO

“ARa del Bicentenario, de Iz consolidacidn de nuestra Independenciz, v de |z conmemoracion

de lzz heroicas batallas de Junin y Ayscucho”

Informe de Resultados

Solicitado por:  Chambi Mamani Jimena Lizet

Maryori Elizabeth Tito Palaco
Muestra: Extracto de epicarpio de Opuntia soehrensii Britton & Rose
Fecha 10-12-2024
Digmetros de inhibicion en mm
Microorganisma Ciprafloxacin
90% | s50% | 25% S ug ® | Etanol 96°
9.96 8.45 B 259,80 &
Staphylococcus 985 8.40 6 30,10 6
aureLs 9.87 3.42 6 25985 6
ATCOC 25823 992 3.37 B 30.05 [
9.95 8.39 6 25,95 6
0% | so% | o253 | EMEOMNGNG ol 960
15ug
Streptococcus 13.52 11.40 b 27.95 &
pyogenes 13.90 | 11.45 6 28.05 &
ATCC 19615 13.80 11.35 B 27.90 [
13.85 11.42 B 2810 &
13.50 11.37 5 28.02 ]

*Tamafio de pozo: émm, por lo que al reportarse & mm es indicativo que no
existe formacion halo de mhibicion
*Concentracion del inoculo: 1.5 x 108 UFC/mL
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Concentracion minima imhibitoria y concenfracion minima bactericida
Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Concentracion minima mhibitoria y concenfracion minima bactericida
Streptococcus pyogenes ATCC 19615

Concentracion (mg'ml) | Turbidez | Observacion Crecimiento
en placa
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Leyvenda
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CMI : Concentracion Mimma Inlabitona
CMEB : Concenfracion Minmma Bactenmda

~Lic. T.M. Walter A Sir Rodriguez

CTMP. 10208
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ANEXO 4. CERTIFICADO DE AGAR MUELLER HINTON
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
Duabe Printed
PRODUCT CMO3ITHE 2023.06.30
MUELLER HINTON AGAR S Dielivery MNo.
LOT NUMBER 1681362 Ciustarmer
Customer Order Number
EXPIRY DATE 2028.06.05
DATE OF
MANUFACTURE 2023.06.07
Physical Characteristics Riesults Specification
Appearance Straw powder Straw powder
Colour on econstitution Straw 2-3 Straw 2-3
pH (25°C) 73 72-74
Clarity Clear Clear

Microbiological Performance

Amtibiotic susceptibility tests are performed in accordance with, and meet the acceptance limits of, the current 15(0TS 16782,
Performance is assessed using EUCAST methodology.

Seapliylococcus aureus ATCCHR2ISIZZ WDCMO0034
Incubation at 3% £ 1°C for 16-20 howrs in ambient air

ZLone Size Limits
(mm) ()

Erythromycin E15 29 22- 30
Tetrscycline TE3Q g 4 - 30
Ciprofloxacin CIPS 26 22- 30
Avnocicillin-clavulanate AMC30 i4 28- 36
Aumpicillin-sulbactam SAM20 Ex - 37
Linezolid LZD30 25 25-32
Cefoxitin FOX30 29 231- 29
Gentamicin CHN 10D 26 19- 27
Penicillin P10 35 X6- 37
Seapliylococcus aureus ATCOCHR2ZIZ13 WDCMO0131

Incubation at 3% £ 1°C for 16-20 howrs in ambient air

Penicillin P1 15 12- 18
Cefoxitin FOX30 28 24 - 30
Ciproflosacin CIPS 22 - 27
Erythromycin E15 25 23- 29
Gentamicin CHN 10D 12 19- 25
Linezolid LZDND 2 2-27
Tetracycline TE30 26 13- 31

Q Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8FW. England

oxoidi@ thermofisher.com www.oxold.com FEIA Flag No. 10058
Cartificats Mo. FM 0904
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Page 2 of 3
CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMO33TE
MUELLER HINTON AGAR Shig
LOT NUMBER I6R1362
Seaphptococeus aureus ATCOCEAIIMN WDOMOO21T
Incubation at 35 £ 1°C for 24 hours in ambient air
Laone Size Limits
(mm) ()
Cefoxitin FOX30 11 =2]
Seaphylococeus aureus NCTC 12493 WDOMOM212
Incubation at 35 £ 1°C for 24 hours in ambient air
Cefoxitin FOX30 20 14 - 20
Escherichin coli ATCCEIZ02E WDOMO0013
Imcubation at 35 £ 1°C for 16-20 howurs in ambient air
Ampicillin AMPLOD 16 15- 22
Chloramplenicol C30 24 21- 27
Gentamicin CN 10 20 19- 26
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT2S 9 13- 2%
Amoxicillin-clavulanate AMC30 20 18- 24
Ciprofloxacin CIPS 33 30- 40
Sulfisoxazole SF300 21 15- 23
Tetracycline TE30 n 18 - 25
Cefotaxime CTXS 2R 25- 31
Tigecyeline TGC15 n - 27
Escherichin coli ATCOR3S2IE
Incubation at 35 £ 1°C for 16-20 hours in ambient air
Amonicillin-clavulanate AMC30 20 17- 22
Preudomonas aernginosa ATCC®ITER WDHCMOGOLS
Incubation at 3% £ 1°C for 16-20 hours in ambient air
Gentamicin CN 10 19 16 - 21
Imipenem IPMI10 n - 28
Agtreonam ATM3D 24 13-
Ciprofloxacin CIPS 25 25- 33
Tobramycin TOR 10 3 19- 25
Ceftazidime CAZID 24 21-27
Piperacillin-tazobactam TZP36 25 13-29
Enterococcus foecalis ATCCEIZIE6 WDNCMM210
Imcubation at 35 £ 1°C for 16-20 hours in ambient air
Trimethoprim-sulfamethoxazole SXT235 25 0 -
Enterococcus foecalis ATCCEIIZLE WDNCMMMET
Incubation at 35 £ 1°C for 16-20 hours in ambient air
Ampicillin AMP2 18 15- 21
Imipenem IPMI0 26 4 - 30
Linezolid LZD 10D n 19- 25
Mitrofurantoin F100 n 18- 24
Q Tested by the Quality Control Laboratory
OXNMD LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8FW. England
oxoidir thermofisher.com www.oxoid.com FEuA Frag ha. 010080
Cartificate Mo, FM 0904
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Page 3of 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT CMO33THE

MUELLER HINTON AGAR Sl
LOT NUMBER I6E1362
Trimsethoprim W3 kL 4- 32
Trimsethoprim-sulfamethoxazole SXT25 3l 26- 34
Vancomycin WAS 13 1o- 16

Srreptococcus preumonine ATCOCRA9619
Enriched with 5% v/v horse bload and 20mg/L B-MNAD
Incubation at 35 = 1°C for 18-20 houors in 5% C0O2

Fone Size Limits
{mm) {mm)
Vancomycin VAS 2] L
Haemophilis influesnzoe ATOCEA024T
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L B-NAD
Incubation at 35 = 1°C for 18-20 howrs in 5% C0O2
Ampicillin AMP2 10 G- 12
Haenophilis infTuenzoe ATOCE4IT6G
Enriched with 5% v/v horse bload and 20mg/L B-NAD
Incubation at 358 = 1°C for 18-20 howrs in $% C02
Cefixime CFM3 il 9. 35

Control Medium: Mueller-Hinton Agar
Refer to product specification for full details.

The information given is believed to be correct, all results reported inthis certificate relate only to the product and
lot stated in this certificate of analysis. However, both the information and the product are offered without warranty
for any application other than that specified in the current Oxoid Manwal. This centificate shall not be reproduced
except in full, without written approval of the Quality Control Laboratory, Oxoid Limited, Basingstoke.

The results reported were obiained at the time of release.

Lot Accepted. 2023.06.16

'C“sl"'-nw}"‘ljg

Carizsa Courtney
Director Quality, EMEA

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

Q Tested by the Quality Control Laboratory

OXOID LIMITED
Wade Road, Basingstoke, Hampshire RG24 8PW. England

oxoidi thermofisher.com www.oxoid.com Fié Fleg ho. B1100%6
Carttficat Mo Fld 09014
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ANEXO 5. CERTIFICADO DE ANALISIS DE CEPA Streptococcus pyogenes
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Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Releasa

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Mame: Streplococcus pyogenss (group A) Cuality Control Technologlst: Jacob A Lohman
Catalog Number: 0385 Release Date: 20221215

Lot Number: 385-250"

Reference Number: ATCC® 10615™*
Passage from Reference: 3
Expiration Date: 2024/10/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Two colony bypes, both are circular, convex, entire edge; one is medium & beta hemolytic, SBAP
othar is small and alpha hemaolylic, turning to bela as cullure ages.

Microscopic Features: Method:
Gram positive cocci Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

Sae altached ID System rasults documant.

Other Features/ Challenges: Results

(1) Catalasa{3% Hydrogen Peroxide ): negative %“’L—/“V"{F&‘"

Bacitracin differential: Sensitive Amanda Kuperus

Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

“*Disclaimer: The lasi digiljs) of the lol number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging evenl number. The lol number displayed
on this carlificate is the actual base lol numbser.
Baoter to the enclosed product insert for | i i dod wss and b dis af
Individual products are raceable o a recognized cullure collection.
(1) These lests are accredited 1o ISVIEC 17025,

CCR ED
TESTING GERT 655,01

ATCC Lissnsed 4° (¥} Tha ATCL Licensed Dersivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC calalog marks are iradamarks of
Dersative } ATCC. Microbiclogics, Inc. is lioensed io use thess rademarks and ta sell products derived from ATCC® cullures.
A

WMEFEWENCE HATERLAL PROGUCES
LAY # THYRAT

D 012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MM 58303 Page 1 aT1 DOC 256
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
1.70-199 Low-confidence identification (+) Yellow
0.00-1.69 (=) Red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical to the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is identical to the best match or (2) a non-identification.

(C) Mo consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2022-12-068T10:20:21.906 JAL
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample 1D Organism (best match) Score Value
C11 (+++) (A) 385-250 Streplococcus pyogenes
Comments:
Species canis [ dysgalactiae / pyogenes of the genus Streplococcus have very similar patterns: Therefore
distinguishing their species is difficult.
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ANEXO 6. CERTIFICADO DE ANALISIS DE CEPA Staphylococcus aureus
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Microbiologics

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorgani=m Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:
Product Mame: Staphylococcus aureus subsp. swrews Cuality Contral Technologlst: Jackie L Mackedanz
Catalog Mumber: 0360 Release Date: 202200815

Lot Number: 360-571

Reference Number: ATCCE 25023™°

Passape from Reference: 3

[7) Mean Assay Value (MAV): 4.9E203 CFU per pellet
Expiration Date: 2024/07/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:

Medium to large, convex, entire edge, both white and pale while colonies, smoath, SBAP
opaque, bela hemalytic

Microscopic Features: Method:
Gram posilive cocci occurring singly, in pairs and in imegular clusters Gram Stain (1)
ID System: MALDI-TOF (1)

See atlached ID System results documeant.

%J—fdf&“

Amanda Kupearus
Direclor of Quality Confral
AUTHORIZED SIGMATURE

**Disclaimer: The |2st digil(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lol number displayed
on this carlificate is the achual bass lal numbsr.

Fip o

d prog nepart for instructions. intended

Individual products are raceable b a recognized culture colleclion.
[1) These lests are accredited 1o ISOVIEC 17025,

CCR ED
TESTING GERT #2655.01

ATCC Licensed 1* [*) The ATCC Licensed Derivalive Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are rademarks of
Deriative } ATCC. Micrabiclogics, Inc. is licensed lo use these rademarks and Lo sell products derived from ATCOE cullures.

A

BETEREHCE HATERLAL PROGULES
CEAT #THYE AT

[7) The Mean Assay Value (MAV) stated above may deviabe from the and-user's MAV basad on variables inherant 1o sach laberatory
ernironment, such as methods, media lype, equipment, pipeties, and individual techinician lechnigue.

& 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Averue North Saint Cloud, MM 58303 Page 1af1 DOC 266
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

B R
Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
2.00-3.00 (+++) Green
1.70-1.99 Low-confidence identification (+) Yellow
0.00 - 1.69 (= Red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

is (1) a highconfidence identification in which the species is identical to the best match, (2) a
low-confidence identification in which the species or genus is identical lo the best match, or (3)
a non-identification.

(B) Low consistency: The requirements for high consistency are not met. The best match is a high-
or low-confidence identification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus is idenlical to the best match or (2) a non-identification.

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.

Run Creation Date/Time: 2022-08-11T11:50:06.462 JLM
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
E12 (+++) (A) 360-571 Staphylococcus aureus
Comments:
nla I
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ANEXO 7. CERTIFICADO DE SANGRE ESTERIL DE CARNERO
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o8 de
e/ S

Certificado de Andlisis ot

Cédigo Producto: SC001
Descripcion: Sangre de Carnero, Estéril.

Lote: B01834
Fecha de Coleccién:  05/04/2024
Fecha de Vencimiento: 05/05/2024

El producto fue colectado empleando técnica aséptica y se comprobé la esterilidad por cultivo
en medio nutritivo.

Rosa Ramirez Heredia
CQFP 23650

AREZ E.LR.L www.arezperu.com - email: correo@arezperu.com

Teléfono: 994534088
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ANEXO 8. EVIDENCIAS FOTOGRAFICAS
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1. Recepcion de muestra

2 kg de Opuntia soehrensii Britton & Rose (Ayrampo)

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

alcoholico, se realizaron las siguientes operaciones previas:

a. Seleccion y Limpieza

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
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¢. Secado

DE SANTA MARIA

Proceso de secado

d. Molienda

Proceso de molienda
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2.2 Extraccion

a. Macerado

Proceso de maceracion y agitacion

b. Filtrado
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c. Obtencion extracto seco

Proceso de secado de macerado hasta extracto seco
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INFORME ENSAYO MICROBIOLOGICO
I. DETERMINACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO

Preparacion de Medio de Cultivo

1.1. Agar Mueller Hinton
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2.  Reactivacion de la cepa: Kwik-Stik Microbiologics — Streptococcus pyogenes

y Staphylococcus aureus

3.  Método de preparacion del indculo
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4. Inoculacion de placas

Rotulado de placas
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Pozos en agar con ayuda de un sacabocado

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-3#%,. UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE Qs CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

5. Preparacion de sustancias experimentales

(% & & & & & & & 8 8 88 se S

6. Incubacion
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7. Lectura de resultados

Staphylococcus aureus

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-v==2 . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE e eRTOTICN

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Streptococcus pyogenes
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II. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI)

1. Macrodilucion

Extractos experimentales

e Cepas bacterianas

Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes
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2. Dilucion del indculo estandarizado para pruebas de CIM

Streptococcus pyogenes

Tubo N° 1 Tubo N° 2 Tubo N° 3
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Tubo N° 4 Tubo N° 5 Tubo N° 6

Tubo N° 7 Tubo N° 8 Tubo N° 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Caldo 2 1
MH 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 mL mL
Extracto | M | ;m | m | m | m| mL mL mL | m | mL Cal Cal
LlpL|lL|Li|L L do do
MH MH
Inéeulo | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1mL
m|im{|{m|{m|m mL mL mL m mL
L L L L L L

Conc.
45 1 40 | 35| 30 | 25 | 200 150 100 | 50 25 - -

Final 0 0 0 0 0
mg/mL
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Tubo N° 1 Tubo N° 2 Tubo N° 3
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Tubo N° 7 Tubo N° 10
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Caldo 2 1
MH 1 1 1 1 1 1 1 1 1mL 1mL mL mL
Extracto | ML | qmL | mL | mL | mL | mL | mL | mL Cal Cal
do do
MH MH
Indculo | 1 1 1 1 1 1 1 1 1mL | 1mL - 1mL
mL mL mL mL mL mL mL mL
Co
nc. 450 400 350 300 250 200 150 100 50 25 - -
Fin
al
mg/mL
CMI
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Incubacidn de placas

S. aureus
1 2 3 4 5 6 7 8 |9(10 | 11 | 12
Conc.
Final | 450 | 400 | 350 | 300 | 250 | 200 | 150 (100 |50 |25 - -
mg/mL
CMB CMI
\ J

CMB

Resultados de CMB frente S. aureus
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S. pyogenes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12
Conc.
Final 450 [ 400 | 350 [ 300 | 250 [ 200 | 150 | 100 [ 50 25 - -
| mg/mL
CMB | CMI
\ }

Resultados de CMB frente S. pyogenes
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