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Resumen

Con el proposito de aportar un enfoque terapéutico diferente y natural, se efectué una
investigacion en la que se evalu6 dicha diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el
extracto etanolico del Azadirachta indica comparado con la clorhexidina al 0,12% con CPC al
0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis. Cabe resaltar que la muestra estuvo
conformada por 15 de muestra por sustancia de prueba; fraccionadas en grupos: tres grupos
con el extracto etandlico al 25%, 75% y 100% y dos grupos con los respectivos controles tanto
positivo como negativo que, en total se emplearon 75 placas de agar Schaedler enriquecido Es
una investigacion hipotética/ deductivo, desde un enfoque cuantitativo, de tipo aplicada,
disefio experimental in vitro. Los resultados demostraron que existe accion antibacteriana
significativo en relacion con la medida de Duraffourd. Tratdndose en el caso de la
clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05% los valores medios después de transcurridas 24 h
(14,34 mm), 48 h (14,22 mm) y 72 h (14,11mm); en cuanto al extracto etandlico al 100%
presentd promedios, a las 24 h (11,38 mm), 48 h (11,27 mm) y 72 horas (11,15 mm); el
extracto etandlico al 75% registré valores estadisticos, en 24 h (9,19 mm), 48 h (9,08 mm) y
72 h (8.97 mm); a la vez el extracto etanolico al 25% no presento accion antibacteriana. Se
llegd a la conclusion, que el gluconato de clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05% presenta

mayor actividad antibacteriana en contraste con los extractos etandlicos en estudio.

Vil



Palabras clave: Clorhexidina, cetilpiridinio, periodontitis, Azadirachta indica, Porphyromonas

Gingivalis.

Abstract

With the purpose of providing a different and natural therapeutic approach, an
investigation was carried out in which this difference in the antibacterial action in vitro was
evaluated between the ethanolic extract of Azadirachta indica compared to chlorhexidine at
0.12% with CPC at 0. 05% on Porphyromonas gingivalis strains. It should be noted that the
sample consisted of 15 samples per test substance; fractionated into groups: three groups with
the ethanolic extract at 25%, 75% and 100% and two groups with the respective positive and
negative controls that, in total, 75 plates of enriched Schaedler agar were used. It is a
hypothetical/deductive investigation, since a quantitative approach, applied type, in vitro
experimental design. The results demonstrated that there is significant antibacterial action in
relation to the Duraffourd measure. In the case of 0.12% chlorhexidine and 0.05% CPC, the
mean values after 24 hours (14.34 mm), 48 hours (14.22 mm) and 72 hours (14.11 mm) were
used. ; As for the 100% ethanolic extract, it presented averages at 24 hours (11.38 mm), 48
hours (11.27 mm) and 72 hours (11.15 mm); the 75% ethanolic extract recorded statistical
values, in 24 h (9.19 mm), 48 h (9.08 mm) and 72 h (8.97 mm); At the same time, the 25%
ethanolic extract did not present antibacterial action. It was concluded that chlorhexidine
gluconate at 0.12% and CPC at 0.05% presents greater antibacterial activity in contrast to the

ethanolic extracts under study.
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Introduccién

La investigacion actual tuvo como lugar el Pert debido a que se ha observado que la
periodontitis es uno de los principales problemas y cuestiones muy frecuentes dentro la regién
oral. Esta afeccion inflamatoria resulta de la accion de distintos microorganismos,
principalmente de la incipiente bacteria anaerobia gramnegativa Porphyromonas gingivalis (P.
gingivalis), que provoca cambios cronicos e irreversibles en el tejido periodontal. Hasta el
momento, la clorhexidina (CHX) es ampliamente utilizada y estudiada en el &mbito de la
odontologia, junto con el cloruro de cetilpiridinio (CPC) para combatir microorganismos
orales con éxito, no obstante, la aplicacion prolongada podria ocasionar efectos secundarios
indeseables. Por eso, existe el interés por hallar opciones que proporcionen una eficacia
antimicrobiana equivalente con una reducida o casi nula de probabilidades de efectos

adversos.

Este informe final se encuentra organizado en un total de cinco capitulos distintas que
cada una, proporciona la descripcion de su contenido y del proceso realizado para la ejecucion
del estudio. En el primer capitulo, se centra en la situacion problematica asociado con las
variables de estudio, que lleva un andlisis de los entornos a nivel mundial, nacional y local,
ademas de plantear las incégnitas fundamentales o las principales cuestiones como define el
objetivo de la investigacidon y se expone la justificacion que respalda la realizacion de la

investigacion, ademas de sefialar sus delimitaciones. El foco del capitulo dos concentra su



atencion en la base tedrica donde respalda y fundamenta a las variables, también menciona y
toma como referencia trabajos similares como sustento. El tercer capitulo relata la
metodologia utilizada, que explica y argumenta la tipologia de la investigacion y detalla el
enfoque y disefio empleado en el estudio, ademas, incluye la explicacion detallada de las
variables y los instrumentos utilizados para recopilar la informacion. Como cuarto capitulo,
ilustra los resultados hallados, analiza y constata las hipotesis, debate los hallazgos, ademas de
presentar las correspondientes conclusiones al igual que exponer las recomendaciones para los
futuros estudios. En dltima instancia, el quinto capitulo, se afiaden las referencias
bibliograficas usadas y una secuencia de anexos como datos extra e informacion

complementaria.

A través del estudio desarrollado y los resultados alcanzados existe la posibilidad y
condicion de aportar una nueva alternativa terapéutica periodontal mas eficaz y garantizada

para la exterminacion de dichos microorganismos empleando un producto de origen natural.



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1 Planteamiento del problema

La enfermedad periodontal se caracteriza clasicamente por la destruccion progresiva de
los tejidos blandos y duros del complejo periodontal, mediada por una interaccion entre
comunidades microbianas disbidticas y respuestas inmunes aberrantes dentro de los tejidos
gingivales y periodontales. (1). Los datos brindados por la entidad sanitaria global, la cual es la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) revela que dicha enfermedad periodontal, origina un
impacto, dafio y deterioro a la salud bucodental (2). Esta patologia tiene su origen por la
presencia de patdgenos periodontales, principalmente bacterias anaerobias, estas bacterias logran
colonizar y formar un biofilm subgingival, lo que provoca una disbiosis en el huésped
susceptible. Uno de los microorganismos patdgenos mas comunes en este biofilm y una de las
principales responsables tanto del inicio como de la progresion de esta enfermedad es la

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) (3).

Los factores principales que aumentan la posibilidad vinculada a esta condicién es la
ausencia de medidas adecuadas de higiene bucodental y el tabaquismo (4). Existe la conviccion
de que esta patologia repercuta negativamente en la capacidad de masticacion, la situacion de
nutricién y la condicién de vida de los individuos afectados (5) y su incidencia tiende a aumentar

con la edad y se observa con mayor frecuencia en grupos socioecondmicos desfavorecidos (6).

De acuerdo con estudios realizados la enfermedad periodontal es la segunda afeccion oral
mas comun después de la caries dental a nivel mundial en el afio 2021(6). Segun las estimaciones
de la OMS, alrededor del 35-50% de la poblacion a nivel global se ve afectada por las

periodontopatias, lo cual equivale a una cifra de casos que supera los 1000 millones (7).



En los Estados Unidos, se ha calculado que alrededor del 47.2% de los adultos mayores
de 30 afios presentan periodontitis (8) y en América Latina se esta mostrando tasas preocupantes
de entre el 15% y el 18% (6). En Pert, segun un estudio epidemioldgico a nivel nacional
realizado en 1990 y citado por el Ministerio de Salud (MINSA) en 2019, se encontrd que la
enfermedad periodontal tuvo una prevalencia del 85% (9), y que la ciudad de Lima presenta una

prevalencia del 70,91% de enfermedad periodontal (10).

El 75% de los recursos economicos destinados a enfermedades odontoldgicas se emplea
en la atencién y tratamiento de la periodontitis (11,12). Se dispone de una amplia gama de
agentes antibacterianos para el abordaje terapéutico de la enfermedad periodontal, incluyendo los
enjuagues bucales (1). A través de diferentes estudios se ha demostrado que los enjuagues
bucales con clorhexidina (CHX) y el cetilpiridinio (CPC) y la mezcla de ambos son utilizados
comunmente como un complemento de la terapia periodontal mecanica, conduciendo a una
reduccién de la acumulacion de placa dental, actuando contra la halitosis, la gingivitis y
periodontitis (13). La CHX es probablemente la molécula méas utilizada en diversas disciplinas
de la salud oral. No obstante, estos medicamentos presentan efectos secundarios, es por ello que
se esté llevando a cabo investigaciones sobre la utilizacion de productos naturales (14). Se han
empleado varios extractos de plantas y hay evidencia clinica que respalda su potencial y

resultados positivos para controlar la progresion de la periodontitis (15).

Se ha propuesto el uso de la planta medicinal de Neem como una alternativa en el
tratamiento de trastornos periodontales debido que puede ser efectivo contra los
microorganismos anaerobios (16). Dado esto, resulta apropiado desarrollar una indagacion

investigativa con el objetivo de efectuar una comparacion de actividad antibacteriana de extracto



etanolico del Azadirachta indica (Neem) y clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% frente a las

cepas de Porphyromonas gingivalis.

1.2 Formulacién del problema

1.2.1 Problema general
¢Cual es la diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el extracto etanélico del
Azadirachta indica (Neem) comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio al 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima-

20237

1.2.2 Problemas especificos

v' ¢Cual es la accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, ;48 y 72 horas?

v' ¢Cual es la accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

v' ¢Cual es la accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, ;48 y 72 horas?

v' ¢Cual es la accion antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de Cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima-
2023 dentro las 24, ;48 y 72 horas?

v' ¢Cual es la accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al
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0,12% con cloruro de cetilpiridinio al 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas

gingivalis, Lima- 2023 dentro las 24, ;48 y 72 horas?

1.3 Objetivos de la investigacion

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el extracto etandlico
del Azadirachta indica (Neem) comparado con el gluconato de clorhexidina al
0,12% con CPC al 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis. Lima-

2023.

1.3.2 Objetivos especificos

v

Determinar la accion antibacteriana in vitro del extracto etanolico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accion antibacteriana in vitro del extracto etanolico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accion antibacteriana in vitro del extracto etanolico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accion antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12%
con cloruro de Cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis,
estudio in vitro, Lima- 2023 dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al
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0,12% con cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente las cepas de Porphyromonas

gingivalis, - estudio in vitro, Lima- 2023 dentro las 24, 48 y 72 horas.

1.4 Justificacion de la investigacién

1.4.1 Teorica

Teniendo en cuenta que la enfermedad periodontal se trata de una de las patologias mas
comunes y con consecuencias graves para la salud bucal en general, fue importante identificar y
evaluar cualquier tratamiento potencial que pueda ser efectivo y a la vez que no presente efectos
secundarios. Asi mismo, la importancia de investigar fue determinar la efectividad de estes dos
productos en el control de las cepas de la Porphyromonas gingivalis. Ademas, de proporcionar
informacion relevante que contribuye a las teorias cientificas actuales y a la ciencia sobre la
planta analizada. Ademas, convierte los conocimientos empiricos en conocimientos cientificos
por medio del estudio realizado. También posibilita la evaluacién de si la planta seleccionada
tiene propiedades antibacterianas y puede aplicarse en enfoques terapéuticos alternativos. Este
proceso fomenta la busqueda de nuevos resultados en el ambito de la medicina tradicional, con el
objetivo de lograr beneficios sanadores y abordar infecciones contra la multitud de patégenos
que afectan a la salud humana mostrando una amplia eficacia contra microorganismos tanto

Gram + como Gram —, en especial frente a la Porphyromonas gingivalis.

1.4.2 Metodologica

La justificacion metodoldgica de este estudio hace empleo de una ficha de observacién de
datos como instrumento, el cual registro la formacion y el control de los halos de inhibicion en
tres diferentes horarios a partir del procesado de las muestras. Esta ficha fue validada por el

método conocido como juicio de expertos que fueron tres profesionales quienes corroboraron la



viabilidad de la herramienta de estudio (instrumento) para tales analisis estadisticos rigurosos

que se realizaron, lo que permiti6 obtener resultados confiables y relevantes.

1.4.3 Préctica

Debido a la necesidad del estudio se pretende buscar cambios, explorar alternativas
efectivas, pero sobre todo seguras para el tratamiento de enfermedades periodontales,
especificamente contra las cepas de Porphyromonas gingivalis. Actualmente, la clorhexidina es
ampliamente utilizado en el &mbito odontolégico debido a su accion antibacteriana eficaz contra
diversas especies bacterianas. No obstante, la utilizacion continua de CHX podria tener efectos
no deseados, como la decoloracion dental y alteracion del sabor. Por lo tanto, surge la necesidad
de investigar y encontrar alternativas terapéuticas que sean igualmente efectivas, pero con un
perfil de seguridad y tolerabilidad mejorado. Asi mismo, permitira expandir las opciones
terapéuticas disponibles y explorar una nueva alternativa natural para el tratamiento de las
infecciones periodontales, promoviendo asi el bienestar oral y el nivel de vida en los individuos

con tratamiento.

1.5 Delimitaciones de la investigacion

1.5.1 Temporal:

— Inicid su evolucidn en julio de 2023 y se extendio hasta diciembre de ese mismo

periodo anual.

1.5.2 Espacial:
— Este estudio experimental realizd su ejecucion dentro del laboratorio Scientific
Quality S.A.C. en Villa el Salvador- Lima por el biélogo microbi6logo

parasitélogo Oniel Elias Juarez Vilcapuma.



1.5.3 Poblacion o unidad de andlisis:
— Dichas unidades analizadas del estudio fueron las cepas de Porphyromonas

gingivalis.



CAPITULO II: MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Nayak (2023) en Bangalore — India, presentaron como objetivo central con respecto a su
investigacion en “Determinar y comparar la actividad antimicrobiana de extractos acuosos y
etanolicos de A. paeoniifolius sobre patdgenos periodontales”. Para el presente estudio se
utilizaron cepas estandar de P. gingivalis (ATCC 33227), P. intermedia (JCM 11150) y F.
nucleatum (ATCC 25886). Ademas, se empled un hidrocloruro de tetraciclina para realizar las
pruebas. Se aplicaron las pruebas de concentraciones en niveles minimos tanto inhibitoria y
bactericida. Después en Excel se registraron y se sometieron a un analisis todos los datos
utilizando el software SPSS 20.0. Ademas, llevaron a cabo anélisis estadisticos descriptivos y se
empleo el test de Mann-Whitney que permite contrastar diferencias entre grupos, con un grado
de significancia establecido en P < 0,05%. Los hallazgos obtenidos durante la determinacion de
la MIC se encontraron que todos los organismos probados fueron sensibles al extracto acuoso de
A. paeoniifolius con una concentracion del 0,4 miligramo por mililitro. Ademas, se comprobd en
el que P. gingivalis y F. nucleatum registré sensibilidad ante la concentracién del extracto
etandlico del 0,2 mg/ml. En los valores de MBC los extractos acuosos y etandlicos junto con el
clorhidrato de tetraciclina, tuvieron un efecto bactericida contra F. nucleatum en todas las
concentraciones evaluadas. El extracto acuoso mostré una actividad bacteriostatica, mientras que
el extracto etanolico y el clorhidrato de tetraciclina exhibieron una actividad bactericida contra
Pg con un porcentaje de 0,2 mg/ml. Ademas, se constatd que los dos extractos demostraban
actividad bacteriostatica contra P. intermedia. Como conclusion, el extracto de A. paeoniifolius
en forma de etanol evidenci6 una actividad antibacteriana significativa en comparacion con el

extracto acuoso de la misma planta. (17)



Alarcon (2022) en Arequipa — Peru, enfocd su proposito en “Determinar si el extracto
hidroalcohélico de coca, el gluconato de clorhexidina y la sangre de grado son efectivos para
reducir el diametro del halo inhibitorio alrededor de cepas aprobadas de Porphyromona
gingivalis”. La prueba de sensibilidad frente a discos Kirby-Bauer se utilizé a fin de evaluar
dicha susceptibilidad de P. gingivalis después a la aplicacidn de el extracto de coca en solucién
hidroalcoholica en concentraciones de 25%, 50% y 100%, clorhexidina al 0,12%, sangre de
drago al 100% vy bicarbonato sédico. Posteriormente, se realizd la aplicacion radial del agar en
respuesta a los estimulos y filtros mencionados anteriormente. Fue realizado e incluyeron varios
estudios estadisticos utilizando estadisticas como centralizacion, frecuencia y dispersion. Se
aplico el analisis ANOVA unidireccional como método de evaluacion. Segun los resultados
obtenidos, se encontrd que P. gingivalis manifest6d una susceptibilidad elevada (0,12%) tanto a la
clorhexidina al igual que al extracto de coca en solucion hidroalcoholica, alcanzando una
sensibilidad del 100% en este Gltimo caso. En resumen, se llegd a la conclusion que se comprobd
una diferencia estadistica relevante sobre los resultados de los compuestos segun el tamafio de la

zona inhibida a la Pg. (18)

Saquib et al (2022) en Dammam — Arabia Saudita, centraron el objetivo principal en
“Determinar el efecto antibacteriano sinérgico de los extractos etandlicos de Punica granatum
(pericarpio), Commiphora molmol, Azadirachta indica(corteza) en combinacion con
amoxicilina, metronidazol, tetraciclina y azitromicina en bacterias periodontopéticas:
Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola y Aggregatibacter
actinomycetemcomitans”. Se utilizé un disefio experimental in vitro en el estudio. En el estudio,
se recolectd biofilm de pacientes con periodontitis y se aislaron cepas bacterianas

periodontopaticas. Se examinaron el efecto sinérgico del extracto de las plantas combinado con



antibidticos y la capacidad de las bacterias a estos empleando la técnica de agar. Ademas, se
determinaron tanto MIC y la MBC de extractos de plantas contra cada bacteria y calibrar la
extensién del area o halo de inhibicion (ZOl). Se descubrié que todos los extractos de plantas
evaluados inhibieron el crecimiento de bacterias periodontopaticas. El extracto de C. molmol
mostré el maximo efecto antibacteriano contra Pg manifestando que ZOI tiene un valor de 20
con un margen de error de mas o menos 0,55 mm, mientras que MIC se sitla en 0,53 con una
variabilidad de 0,24 mg/mL, y MBC muestra un resultado de 5,21 con una fluctuacion de 1,81
mg/mL (pag<0,05), mientras que el extracto de P. granatum no mostré actividad antibacteriana
contra T. forsythia. Se observo un efecto sinérgico cuando se combinaron los extractos de plantas
con antibidticos, destacando la sinergia entre el extracto de P. granatum y la amoxicilina contra
A. actinomycetemcomitans (24 £ 1,00 mm) (pag<0,05). En conclusiones, se pudo demostrar que
la combinacidén de extractos de plantas con antibidticos tiene una actividad antibacteriana

significativa en todas las bacterias probadas durante la prueba sinérgica. (19)

Stigler (2021) en Lima — Per(, centr6 como finalidad “Determinar la efectividad
antibacteriana del extracto etandlico del Equisetum giganteum L, sobre la cepa de
Porphyromona gingivalis”. De acuerdo al propdsito del objetivo, el disefio del estudio fue
experimental, prospectivo, transversal. La muestra consistio en 36 placas Petri que contenian
cepas de Porphyromonas gingivalis. Divididos en tres grupos: 1 grupo con el extracto de E.
giganteum, 2 grupos con los controles. Se empled un enfoque de observacional. Para llevar a
cabo el procedimiento, se utilizé una serie de enfoques estadisticos, que abarcaron desde la
evaluacion de Shapiro-Wilk para la normalidad, test (T de Student), (ANOVA) y una evaluacion
post hoc HSD Tukey. Todos estos procedimientos analiticos fueron ejecutados empleando

programa informatico estadistico SPSS, en su edicion #25. Los resultados encontrados fueron
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que el extracto al 25% no mostro resultados significativos, pero el extracto al 100% demostro un
efecto sensible. A las 24 horas, el extracto al 100% presentd halos de inhibicién de 13,50 mm, a
diferencia de la CHX exhibi6 halos de 12,50 milimetros. Para los 2 dias, la solucion completa al
100% continué exhibiendo rendimientos superiores de 13,80 mm, en comparacion con los halos
de 12,50 mm de la clorhexidina. Se concluyd, que a las 48 horas se observo el extracto etandlico
al 100% mostré una mayor eficacia, con una diferencia de 13,40 + 0,30 de tamafio de halos entre

ambas muestras de referencia como el de estudio. (20)

Midller et al. (2022) en Mainz — Alemania, enfocaron el proposito de su estudio en
“Cuantificar la eficacia antimicrobiana de los extractos de plantas crudas contra
Porphyromonas gingivalis, un patégeno asociado con la periodontitis”. Se realizaron pruebas de
diluciones microbianas en liquidos (caldos) para determinar la concentracion de inhibicion
minima (MIC) de los extractos de cada planta frente P. gingivalis ATCC® 33277. Para los
resultados las CIM para los extractos de E. globulus, A. indica y G. glabra oscilaron en un rango
de 64 mg/L a 1024 mg/L. Se llevaron a cabo pruebas de los extractos en bruto utilizando un
sistema Agilent Infinity 11 1260. En los resultados se observd que los extractos de hoja de E.
globulus, hoja de A. indica y raiz de G. glabra presentaron concentraciones inhibitorias minimas
(CIM) mas bajas cuando se utilizaron acetona como solvente en comparacion con el etanol
acuoso al 70%. Especificamente, los extractos de raiz de G. glabra mostraron una CIM promedio
16 veces menor en el extracto de acetona en comparacion con el extracto de etanol al 70%.
Ademas, se encontré que el extracto de R. palmatum disuelto en etanol acuoso al 50% y la
Antraquinona rhein tuvieron las CIM mas bajas de todos los extractos, con valores de 4 mg/L y
0.125 mg/L. En conclusion, los extractos de E. globulus, A. indica, G. glabra, R. palmatum y A.

rhein demostraron actividad antimicrobiana contra P. gingivalis y cabe resaltar la importancia de
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llevar a cabo una investigacion mas exhaustiva de los extractos de raiz de R. palmatum para

comprender su potencial terapéutico. (15)

Algahtani (2021) en Riad, - Arabia Saudita, en su estudio tuvieron como finalidad
“Formular colutorios de nim al 2% y regaliz al 2% y comparar la eficacia antimicrobiana de
estos colutorios con el colutorio estandar de clorhexidina al 0,2%”. Este estudio fue de tipo
experimental. Se realizé un analisis de una serie de diluciones escalonadas para identificar el
minimo nivel inhibitorio requerido (CIM) de A. indica al 2%, G. glabra al 2% y clorhexidina al
0,2% contra Lactobacillus, A. naeslundii, S. sanguis y S. mutans. Los resultados demostraron que
el S. mutans era sensible a las tres soluciones bucales con una cantidad de dosificacion minima
del 0,2 pg/ml. El Lactobacillus fue sensible a la A. indica y clorhexidina a una minima
concentracion del 1,6 pg/ml, mientras que el G. glabra mostro efectividad a partir de una
concentracion minima de 3,125 pg/ml. El S. sanguis fue sensible a la clorhexidina 'y G. glabra a
partir de 25 pg/ml, y al Neem a partir de 50 pg/ml. El A. naeslundii fue sensible a la clorhexidina
y A. indica a partir de 1,6 pg/ml, y al G. glabra a partir de 3,125 pg/ml. En conclusidn, el efecto
de los enjuagues bucales formulados sobre los colonizadores primarios demostro una que la MIC

era semejante a la de la clorhexidina al 0,2%. (13)

Neira (2019) en Lima- Pert, expuso como propdsito fundamental en su estudio
“Comparar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales Schinus molle L. (molle) y
Thymus vulgaris (tomillo) con el gluconato de clorhexidina al 0.12% frente a Porphyromona
gingivalis”. Dicha informacion se caracterizO por ser practico, prospectiva, descriptiva de
caracter transversal. Utilizando una muestra compuesta que consistia en 40 placas conteniendo
bacterias de Pg, con el fin de examinar los efectos relacionados a los aceites esenciales y su de T.

vulgaris y S. molle en concentraciones del 100% y 50%. Se confrontaron en comparacién con la
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CHX al 0,12%, también se utilizd dimetilsulfoxido en funcion de control (-). Se recurrio al
enfoque de difusién mediante discos, seguido de una incubacion a una temperatura de 37° C
durante un lapso de 15 dias. Con fines de andlisis para el informe y las estadisticas, se hizo uso
de la plataforma estadistica SPSS en su edicion 22, y aplicaron pruebas estadisticas Pos Hoc
Duncan junto con la aplicacién de herramientas en Excel. De acuerdo con los resultados, se
observo una media de 7,5 mm para los halos de inhibicion en el caso de S. molle L., cuando la
concentracion alcanzé el 50%, y 9,15 mm al 100% de concentracion, mientras que para T.
vulgaris fue de 11,27 mm al 50% de concentracion y 12,43 mm al 100% de concentracion.
Ademas, se encontrd que ambos aceites esenciales demostraron una actividad antibacteriana
superior a la del gluconato de clorhexidina al 0,12%. Se identificaron disparidades con
relevancia estadistica (p <0,05) mediante la aplicacion del test de Student. En conclusion, se
evidencio acerca del que el aceite de tomillo tuvo un resultado y efectividad mas pronunciado

para la P. gingivalis en comparacion con el molle en la presentacion de aceite esencial (21)

Pardo et al (2019) en Lima — Perd, tuvieron como propésito “Evaluar la actividad
antimicrobiana, mediante el método de difusion en agar con pocillos, de camu camu (CC) contra
microorganismos bucales”. El estudio se realiz6 de manera experimental, in vitro. Las bacterias
de estudio se pusieron en los recipientes de cultivo. En los compartimentos que presentaban un
didmetro (6 mm) se dispusieron los extractos etanolicos de los derivados de la fruta en
experimento, junto con las respectivas comprobaciones que comprendian la clorhexidina 0,12%,
solucion de alcohol al 70% y agua purificada incubados a 35°C durante 24-48 horas y 11 dias, y
posterior a esos dias, se estudio la eficacia antibacteriana a través de la aparicion de regiones que
inhibe el crecimiento de microorganismos. Se utilizé un examen estadistico que comprende tanto

el analisis de descripcion e inferencia, con p<0,05. Se utiliz6 el software para investigacion de
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informacion estadistica Stata v. 14.0 compatible con el sistema operativo Windows para analizar
los datos. Se aplic6 ANOVA para determinar la variabilidad y realizar la comparacién de la
actividad de todos los efectos experimentales y de cada control. Se aplic6 el método de Scheffe y
para verificar la asuncion de normalidad, se efectudé con aplicacion del test de Shapiro-Wilk con
un valor critico de probabilidad que (p) que excedia o igualaba 0,10011. Adicionalmente, para
analizar la uniformidad en las variabilidades, aplicando el test de Bartlett, donde el valor de p es
igual o excede 0,89. De acuerdo con los hallazgos del extracto disuelto en etanol de la semilla
demostrd capacidad de inhibicién contra las cuatro cepas investigadas. En relaciéon con cada
bacteria, se registro una destacada variacion en términos de accion contra microorganismos en
comparacion con el conjunto en experimentacion (p <0,0000), asi como entre las distintas
agrupaciones de grupos (p <0,0010). Como resultado final, el CC mostr6 un potencial
antimicrobiano prometedor contra las bacterias bucales, mostrando similitud o superioridad a los

productos antisépticos orales. (22)

BinShabaib et al. (2022) en Riad - Arabia Saudita, tuvieron como finalidad en su trabajo
de investigacion “Comparar la efectividad antibacteriana in vitro de dos extractos de hierbas
Saussurea-costus (S. costus) y Melaleuca alternifolia (M. alternifolia) contra Porphyromonas
gingivalis, Streptococcus mutans y Enterococcus faecalis”. Las cepas de P. gingivalis, E.
faecalis y S. mutans fueron divididas en tres grupos. En los grupos 1 y 2, se aplicaron extractos
acuosos de S. costus y M. alternifolia a las cepas bacterianas, respectivamente. En el grupo de
control, las cepas fueron expuestas a agua destilada. fueron evaluados aplicando la técnica de
agar. Se utilizaron métodos estadisticos, como el ANOVA junto con la correccion de Bonferroni,
haciendo uso del programa SPSS 20. Los valores de p que fueron <0,01 consideraron como

indicativos de significancia estadistica. Como resultados, se encontraron que los extractos
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acuosos de M. alternifolia mostraron una fuerte actividad antimicrobiana contra las cepas de Pg
se observo un valor de p inferior a 0,001, para E. faecalis, se obtuvo un valor de p menor a 0,01,
asi mismo, para S. mutans, se identificé un valor de p <0,001, superando a los extractos de S.
costus. M. alternifolia también mostré una mayor actividad antibacteriana contra E. faecalis y S.
mutans. La concentracién inhibitoria minima (CMI) fue mas baja para M. alternifolia en
comparacion con S. costus en todas las cepas bacterianas. Sin embargo, la CMI para P. gingivalis
fue més alta en comparacion con las cepas de E. faecalis y S. mutans tratadas con M. alternifolia.
Por lo tanto, se concluyé que la eficacia antibacteriana in vitro de M. alternifolia es mayor que la
de S. costus, sin embargo, la CMI es mayor con S. costus en comparacién con M. alternifolia.

(23)

2.2.Bases tedricas

e Azadirachta indica (Neem)

El Neem es una planta originaria del subcontinente indio, es miembro de la familia
Meliaceae, y se encuentra presente en amplias zonas geograficas como el sudeste asiatico,
Australia, Africa oriental y varios paises de América Latina, donde se cultiva (24). Es reconocido
como una planta medicinal extremadamente versatil, con un amplio rango de aplicaciones
terapéuticas. Los compuestos activos presentes en el Neem y sus derivados se utilizan tanto en
terapias alternativas como en tratamientos modernos para diversas enfermedades infecciosas,
metabolicas y cancerosas. Estudios anteriores han demostrado las multiples actividades
biolégicas y farmacoldgicas del Neem, incluyendo propiedades antiinflamatorias y

antibacterianas. (25, 26)
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e Extracto etandlico del Neem

Se han realizado estudios que demuestran que el extracto etandlico del Neem posee una
actividad antibacteriana efectiva tanto contra especies bacterianas Gram-positivas como Gram-
negativas. Esta observacion sugiere que la planta del Neem podria ser una fuente prometedora
para la busqueda de compuestos con propiedades antibacterianas, ademas de ser efectivo en
virus, hongos y protozoos (27). Se evidencio que la ingestion oral de una cantidad inferior a 2000
mg/kg en relacion a la masa corporal proveniente de un concentrado de hoja del Neem en etanol
no provoco la muerte de los ratones. Sin embargo, al aplicar un concentrado de corteza de tallo
de Neem en etanol a ratas en dosis de 50 a 200 mg/kg se notd que alteraba los marcadores
bioguimicos de toxicidad, lo que podria tener efectos consecuentes en la funcion de los érganos.
Tambien existen pruebas que indican que A. indica muestra actividad contra cepas que forman
biopeliculas de algunos de estos patdgenos. Por ejemplo, se descubrid que un extracto etanol de
hojas de Neem inhibia la adherencia del biofilm de S. aureus y S. aureus meticilinorresistente

(MRSA) a concentraciones del 62,5 y 125 pg/ml. (20)

e Periodontitis

La alteracidn de las estructuras de soporte dental se caracteriza por ser una afeccion
inflamatoria persistente ocasionando la deterioracion de los tejidos que mantienen en su lugar a
los dientes (28), eventualmente llevando a la extraccidn dental pero que principalmente presenta
bolsas periodontales y recesion gingival como caracteristicas distintivas. Este trastorno
inmunoinflamatorio surge a partir de la formacion de un biofilm complejo subgingival y de la
disbiosis del microbiota periodontal (29). Desde que se describio por primera vez la enfermedad
periodontal, se han implementado varios sistemas de clasificacion para organizarlas segun su

etiologia, patogenia, localizacion y progreso. Sin embargo, siempre surgen particularidades o
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complicaciones que dificultan realizar un diagnostico adecuado y personalizado para cada
paciente. Segun la clasificacion de enfermedades y alteraciones periodontales y periimplantarias
del 2017, e establece que el diagndstico periodontal debe fundamentarse en una anamnesis
médica y dental exhaustiva, acompafiada de examenes intraorales y extraorales, asi como de una
serie de radiografias periapicales verticales. Este enfoque integral es esencial para identificar la
enfermedad periodontal y distinguir las causas de la reabsorcion 6sea que son independientes de
la periodontitis. EI diagndstico diferencial también incluye la consideracion de signos y sintomas
especificos que son indicativos de enfermedades periodontales necrosantes, asi como la
evaluacion de la presencia o ausencia de comorbilidades sistéemicas que pueden modificar la

respuesta inmunologica del paciente. (30)

La reciente definicion de la periodontitis también fue objeto de discusion. Se consensué que la
periodontitis se caracteriza fundamentalmente por la pérdida de soporte de los tejidos
periodontales, consecuencia de un proceso inflamatorio: habitualmente se utiliza como umbral
una pérdida de insercion clinica interproximal de > 2 mm o > 3 mm en dos o mas dientes no
adyacentes 0 si hay un perdida de insercion clinica de > 3 mm y una profundidad de bolsa (PD)
>4 mm en sentido vestibular o lingual en al menos dos dientes, disminucién de las crestas 6seas

evaluada por medio de radiografias y sangrado gingival. (31)

e Fisiopatologia

Las bacterias comensales de la cavidad oral desempefian un papel crucial en la iniciacion y
progresion de la enfermedad mediante un proceso de disbiosis, es decir, un desequilibrio
microbiano. La patologia evoluciona de manera ciclica, alternando entre fases de actividad y
remision, hasta que se implementan intervenciones terapéuticas. Si estas medidas no se adoptan,

el diente y las estructuras adyacentes pueden sufrir destruccidn debido al proceso patologico, lo
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que podria culminar en la pérdida dental. A medida que la enfermedad periodontal avanza de
gingivitis a periodontitis, se observa una colonizacion incrementada de organismos anaerobicos
en las bolsas periodontales mas profundas, incluyendo especies como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, lo que provoca una respuesta inflamatoria
en el huésped. Esta reacciéon inmunoldgica se caracteriza por la produccion y liberacion de
proteina C reactiva (PCR), un importante biomarcador de inflamacién, junto con diversos
compuestos liberados por neutrofilos y macrofagos, tales como el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a), las metaloproteinasas de matriz (MMP), y las interleucinas (IL-1 e IL-8). (32)

e Nueva clasificacion de la periodontitis

La reciente clasificacion ha distinguido tres formas distintas de periodontitis, fundamentadas en
su fisiopatologia. Ademas, el proceso de estadificacion se determina en funcion de la gravedad
de la enfermedad y la magnitud del tratamiento necesario, asignando una etapa especifica de
acuerdo con factores como la pérdida de insercion clinica, la pérdida Osea observable en

radiografias y la pérdida dental. (33)

— Periodontitis necrosante.

— Periodontitis como manifestacion directa de enfermedades sistémicas.

— Periodontitis, a cual debe ser caracterizada adicionalmente mediante un enfoque de
clasificacion que considere tanto los estadios como los grados de la enfermedad.

e Estadio y extension de la periodontitis

El estadio y extensidon hacen referencia tanto a la severidad de la enfermedad como a la
complejidad del tratamiento. La severidad se evalua a partir de la pérdida de insercion, la

destruccion 6sea observable en radiografias y la ausencia de piezas dentales relacionada con
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estos factores; Por otro lado, la complejidad del tratamiento contempla la profundidad de las
bolsas periodontales y el tipo de defectos dseos presentes, ya sean horizontales o verticales,
compromiso de furca, abanicamiento dental, trauma oclusal, colapso de mordida, entre otros. La
extension de la periodontitis se establece mediante el anélisis de la proporcion de piezas dentales
afectadas con defectos 6seos y el nivel de insercién clinica en comparacién con areas sanas. Si
mas del 30% de los dientes presentan estos criterios, se clasifica como periodontitis generalizada;

en caso de que estas caracteristicas se observen en menos del 30%, se considera localizada. (30)

Tabla A. Clasificacion de periodontitis por estadios, segun la gravedad del diagnéstico inicial y

la complejidad, sobre la base de factores locales. (34)

Etapa de la Estadio | Estadio Il Estadio Il Estadio IV
periodontitis
CAL 1-2mm 3-4 mm >5 mm >5 mm
(perdida de
insercién
clinica)
interdental
Gravedad  con la mayor
pérdida
Perdida 6sea Tercio coronal Tercio coronal Extension a Extension a
radiografica (< 15 %) (15-33 %) tercio medio tercio apical
Perdidas Sin  peérdidas dentarias por Pérdida de Pérdida de
dentarias razones periodontales dientes por dientes  por
Sin pérdidas dentarias por periodontitis  periodontitis

razones periodontales

de <4 dientes

de >5 dientes

Complejidad Local

Profundidad
de sondaje
maxima < 4
mm

Profundidad

maxima de
sondeo <5
mm.

Profundidad
de sondaje
6-7 mm

Profundidad
de sondaje
> 8 mm

Pérdida Osea
principalmente
horizontal

Pérdida Osea
principalmente
horizontal

Ademas de
complejidad
Estadio Il:
Pérdida 6sea
vertical > 3
mm

Ademas de la
complejidad
del estadio Il1:
Disfuncion
masticatoria,
Trauma
oclusal
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secundario;
movilidad
dentaria > 2

Afectacion Colapso  de
de furca mordida,
grado Il o Il migraciones,
abanicamiento
dentario
21-28 < 20 dientes
dientes residuales
residuales
Defecto de Defecto de
cresta cresta grave
moderado

Extensiony  <30% de los dientes afectados (localizado), >30% de los dientes afectados

distribucion  (generalizado) o patron molar/incisivo.

Fuente: Basado en lo propuesto por Tonetti y cols. (2018).

e Grado de la periodontitis

El avance de la periodontitis puede variar significativamente entre pacientes, y la

respuesta al tratamiento puede resultar menos predecible o estar influenciada por condiciones

sistémicas subyacentes. El grado proporciona informacion sobre las caracteristicas biologicas de

la enfermedad, dado su origen multifactorial, lo cual influye en la respuesta del huésped,

considerando factores genéticos, ambientales y conductuales. Se toman en cuenta variables como

el porcentaje de pérdida dsea, la edad del paciente y factores de riesgo, tales como el tabaquismo

y la diabetes, entre otros. (30)
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Tabla B. Clasificacion de la periodontitis por grados que se fundamenta en factores modificados,

asi como en pruebas indirectas y directas. (34)

Grado de Grado A: Grado B: Grado C: tasa
periodontitis velocidad lentade  Tasa moderada répida de
progresion de progresion
progresion
Evidencia directa Radiografias o No evidencia de Pérdida <2 mm Pérdida > 2 mm
evaluacion pérdida
periodontal De hueso/
en los 5 afios insercion
anteriores
Pérdida oOsea vs. <0,25 0,25-1,0 >1,0
edad
Grandes depdsitos Destruccion El grado de
Fenotipo de proporcional alos  destruccion supera
biofilm con depdsitos de las expectativas
niveles bajos biofilm teniendo en
de destruccién cuenta los
depositos de
biofilm;
Evidencia patrones clinicos
indirecta especificos  que
sugieren periodos
de progresion
rapida ylo
patologia de
aparicion
temprana.
Factores Tabaquismo No fumador <10 cigarros/dia > 10 cigarros/ dia
modificadores
Diabetes Normal  con/sin HbAlc < 7 con HbAlc > 7 con
~ diabetes diabetes ~ diabetes

Fuente: Basado en lo propuesto por Tonetti y cols. (2018).

e Tratamiento de periodontitis: Estadios I, 11, 111

Los pacientes, tras ser diagnosticados, deben seguir un enfoque terapéutico gradual que se
ajusta a la etapa de la enfermedad, integrando diferentes intervenciones en cada fase del

tratamiento. Un prerrequisito fundamental y esencial comunicar al paciente el diagndstico,
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causas, factores de riesgo y opciones terapéuticas, asi como los riesgos y beneficios, incluyendo

la opcion de no tratar la enfermedad. Posteriormente, se debe establecer un acuerdo sobre un

plan de atencion personalizado, que puede ajustarse segun preferencias del paciente, hallazgos

clinicos y cambios en la salud. (35, 36)

1) La fase inicial de la terapia busca promover un cambio conductual, incentivando al

paciente a eliminar el biofilm dental supragingival y controlar los factores de riesgo, a

través de diversas intervenciones especificas:

Control del biofilm dental supragingival

Intervenciones destinadas a optimizar la eficacia de la higiene bucal, que incluyen
la motivacion del paciente y la provision de instrucciones detalladas sobre
técnicas adecuadas de cuidado oral.

Terapias complementarias para la inflamacion gingival

La eliminacion mecénica profesional de la placa (PMPR) es un procedimiento
realizado por profesionales para eliminar la placa supragingival y el sarro, y tratar
los factores que facilitan la retencion de placa y dificultan la higiene bucal.

El control de los factores de riesgo implica intervenciones para modificar
conductas de salud, con el fin de reducir o eliminar los factores asociados con la
aparicion y progresion de la periodontitis. Esto incluye dejar de fumar, mejorar el
control de la diabetes y, posiblemente, incorporar ejercicio, asesoramiento

dietético y pérdida de peso. (35,36)

La fase inicial de la terapia periodontal debe aplicarse a todos los pacientes,

independientemente del estadio de la enfermedad. Es crucial reevaluar regularmente para

mantener la motivacion y el cumplimiento, o explorar alternativas. Ademas, es importante
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desarrollar y ajustar las habilidades en la eliminacion de biopeliculas dentales segin sea

necesario. (35,36)

2) La segunda fase de la terapia, estd relacionada con la causa, se enfoca en controlar,
reducir o eliminar el biofilm subgingival y el sarro mediante la instrumentacion
subgingival, complementada con las siguientes intervenciones:

— Se pueden considerar antisépticos coadyuvantes, especificamente enjuagues
bucales con clorhexidina durante un periodo de tiempo limitado como
complemento.

— Se puede considerar la administracién local de clorhexidina de liberacion
sostenida como complemento.

— Uso complementario de agentes antisepticos en aquellos sujetos que no son
capaces de eliminar eficazmente las biopeliculas supragingivales mediante el uso
exclusivo de procedimientos mecanicos.

— Se pueden considerar antibioticos especificos de liberacion sostenida
administrados localmente como complemento a la instrumentacion subgingival.

— Administracion local subgingival de antimicrobianos: el uso de antibidticos
(doxiciclina y clorhidrato de minociclina) de liberacion sostenida aplicados
localmente puede considerarse como complemento a la instrumentacién
subgingival).

— El uso de antimicrobianos sistemicos como tratamiento complementario puede
considerarse en pacientes seleccionados para casos especificos (por ejemplo,

periodontitis generalizada en estadio 111 en adultos jovenes). (35,36)
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Esta segunda fase de la terapia debe aplicarse a todos los pacientes con periodontitis,
independientemente del estadio, pero Gnicamente en los dientes que presenten pérdida de soporte

periodontal y/o formacion de bolsas periodontales. (35,36)

La respuesta al segundo paso de la terapia se debe evaluar tras la cicatrizacion de los
tejidos mediante una reevaluacion periodontal. Si no se cumplen los objetivos (ausencia de
bolsas periodontales >4 mm con sangrado al sondaje o ausencia de bolsas periodontales
profundas [>6 mm]), se debe considerar el tercer paso de la terapia. En caso de que el
tratamiento haya tenido éxito, los pacientes deben ingresar a un programa de mantenimiento

periodontal. (35,36)

3) La tercera fase de la terapia aborda areas que no respondieron al segundo paso, con
bolsas de >4 mm con sangrado o bolsas profundas de >6 mm. Su objetivo es mejorar el
acceso a la instrumentacion subgingival y tratar lesiones complicadas, como las
intradseas y de furcacion, mediante intervenciones especificas:

— Instrumentacion subgingival repetida con o sin terapias complementarias

— Cirugia periodontal con colgajo de acceso (en pacientes con periodontitis en
estadio 11, si después de los primeros pasos del tratamiento persisten bolsas
profundas ( > 6 mm), se recomienda realizar una cirugia de colgajo de acceso.
Para bolsas moderadamente profundas (4-5 mm), se sugiere repetir la
instrumentacion subgingival.

— Cirugia periodontal resectiva (en pacientes con periodontitis estadio 11l y bolsas
residuales profundas (> 6 mm), se recomienda la cirugia periodontal resectiva,

aunque debe tenerse en cuenta el riesgo de aumentar la recesion gingival.
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— Cirugia periodontal regenerativa (se recomienda tratar los dientes con bolsas
profundas residuales y defectos intradseos de 3 mm o mas mediante cirugia

regenerativa periodontal.)

Las intervenciones quirdrgicas deben contar con el consentimiento explicito del paciente

y ser precedidas por una evaluacion exhaustiva de riesgos y contraindicaciones médicas. (35,36)

La respuesta al tercer paso de la terapia debe reevaluarse con una revision periodontal.
Idealmente, se deben cumplir los objetivos terapéuticos y los pacientes deben ingresar a un
programa de mantenimiento. No obstante, en periodontitis grave estadio 111, no siempre se logran

los objetivos en todos los dientes. (35,36)

El tratamiento de la periodontitis en estadio Il debe seguir un enfoque escalonado.
Primero, se asegura que el paciente adopte una buena higiene bucal y controle los factores de
riesgo. Luego, en la segunda fase, se elimina profesionalmente el biofilm y sarro supra y
subgingival, con o sin terapias complementarias. En pacientes con periodontitis, la eliminacién
total del biofilm y sarro subgingival en dientes con sondajes profundos o superficies complejas
puede ser dificil, lo que podria requerir tratamientos adicionales si no se logran los objetivos

terapéuticos. (35,36)

4) El cuidado periodontal de mantenimiento busca mantener la estabilidad periodontal en
pacientes tratados por periodontitis mediante intervenciones preventivas y terapéuticas de
las fases uno y dos, ajustadas al estado de la denticién. Debe realizarse a intervalos
regulares, y se puede requerir un nuevo tratamiento si se detecta recurrencia de la
enfermedad. Ademas, incluye el seguimiento de la higiene bucal y la adopcién de estilos

de vida saludables (35,36).
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— Para el control de la inflamacién gingival en pacientes con periodontitis en
cuidado de mantenimiento, se sugiere el uso complementario de dentifricos
antisépticos que contengan clorhexidina, triclosan con copolimero, o fluoruro de
estafio-hexametafosfato de sodio (37).

— Se recomienda el uso de enjuagues bucales con clorhexidina, aceites esenciales y
cloruro de cetilpiridinio como complemento para controlar la inflamacién
gingival en pacientes con periodontitis con cuidado periodontal de apoyo (37).

e Tratamiento de periodontitis: Estadio 1V

La periodontitis en estadio IV, segun la nueva clasificacion, se diferencia de la
periodontitis en estadio 11, la cual presenta inflamacion periodontal y pérdida de insercion que
afecta al tercio medio de la raiz o méas. El estadio IV se caracteriza por requerir una

rehabilitacion compleja debido a la presencia de uno o mas factores especificos. (37):

— Traumatismo oclusal secundario o hipermovilidad dental causado por una reduccion

en la insercion periodontal atribuible a periodontitis.

— La migracién dental, el desplazamiento y la aparicién de diastemas estan relacionados

con una severa pérdida de insercién en los dientes afectados.
— Pérdida de cinco 0 més dientes debido a periodontitis.
— Pérdida de soporte en los dientes posteriores y/o expansion de los dientes anteriores

como resultado de periodontitis.

— Disminucion de la funcion masticatoria (disfunciéon masticatoria) derivada de una

combinacion de los factores previamente mencionados.
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El tratamiento de la periodontitis en estadio IV debe contemplar la obtencion de
resultados exitosos tras la implementacion de las intervenciones de las fases 1, 2 y 3 de las
directrices clinicas de la EFP para los estadios I-lll, pero incluye intervenciones adicionales
especificas para este estadio, ya que alcanzar los resultados terapéuticos esperados es de suma
relevancia en los casos de periodontitis en estadio 1V, de modo que, esto es esencial para poder
proceder con las intervenciones restauradoras u ortoddncicas previstas. Ademas, justifica la
considerable inversion de recursos necesarios para continuar con el tratamiento. Es crucial
planificar y a menudo implementar simultineamente la rehabilitacion de la funcién, la
restauracion del confort masticatorio, el tratamiento del trauma oclusal secundario vy, si es
necesario, la restauracion de la dimension vertical de la oclusién. Hay diversas herramientas

terapéuticas disponibles para la rehabilitacion en distintos tipos de casos (37):

Control temporal del trauma oclusal secundario, como la ferulizacién
extracoronal.

— Uso de ferulizacién protésica con protesis dentales fijas.

— Intervenciones de ortodoncia.

— Prétesis parciales fijas o removibles soportadas o retenidas por dientes.

— Protesis parciales fijas o removibles soportadas o retenidas por implantes.

— Prétesis de arcada cruzada soportadas o retenidas por dientes, prétesis completas

convencionales, o protesis completas soportadas o retenidas por implantes.

Al finalizar el tratamiento periodontal activo, es fundamental evaluar si un diente puede
funcionar como pilar para una protesis fija o removible. Aunque los dientes con un periodonto

reducido pero estable pueden ser adecuados como pilares, el soporte periodontal residual minimo
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necesario (10%-20%) es discutido y depende del disefio de la protesis, el namero de pilares y la

estabilidad de la restauracién (37).

Para tratar la periodontitis en estadio IV, al igual que en los estadios I a Ill, es
fundamental informar al paciente sobre el diagnostico, la etiologia, los factores de riesgo, las
opciones de tratamiento y sus riesgos y beneficios, incluyendo la opcion de no recibir
tratamiento. Tras esta explicacion, se debe acordar un plan personalizado, que puede ajustarse
segun los resultados iniciales y la evolucion del paciente. En el estadio 1V, no se recomienda la

opcidn de no tratar la enfermedad debido al alto riesgo de perdida dental que conlleva (37).

e Porphyromonas gingivalis

Se trata de un microorganismo bacteriano en forma de cocobacilar, Gram (-)
estrictamente anaerobia. Pertenece al filo Bacteroidetes y tiene una longitud de 1 a 3,5 pum y un
ancho de 0,5 a 0,8 um. Su pared celular contiene lipopolisacaridos en la membrana externa. La
bacteria presenta una capsula, numerosas fimbrias y vesiculas en su superficie que contienen
enzimas relacionadas con su virulencia, asi como enzimas proteoliticas. No posee flagelos ni
forma esporas. Si bien la placa subgingival humana alberga mas de 500 especies bacterianas, se
ha demostrado que la Porphyromonas gingivalis, es el principal agente etiol6gico que contribuye
a la periodontitis. Este patdgeno si bien se encuentra comunmente en el microbiota oral, pero en

cantidades controladas o raramente esté frecuente en un tejido periodontal en buen estado. (38).

Este organismo microscopico se une y establece colonias sobre la superficie dental y la
encia, creando capas compuestas por microorganismos llamadas biopeliculas presente alrededor
del diente y dentro las bolsas periodontales. Estas biopeliculas constituyen complejas

formaciones microbianas cumpliendo un papel en la destruccion gradual del aparato de sostén
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dental a medida que persiste la inflamacion o infeccion. (39). Por consiguiente, es de suma
importancia controlar la presencia de P. gingivalis en la boca como parte fundamental para
prevenir y tratar la afeccién del tejido de soporte. Por esta razén y situacion se debe mantener la
higiene bucal de manera adecuada, que incluye cepillarse los dientes de manera regular y
adecuada, utilizar hilo dental y acudir periddicamente al dentista para someterse a una profilaxis

dental y una evaluacion para el control de la salud periodontal. (40).

e Simbiosis y disbiosis de Porphyromonas gingivalis

La boca alberga en su interior al segundo grupo microbiano méas grande del cuerpo, con
mas de 700 especies diversas identificadas que colonizan las superficies duras de los érganos
dentales y los tejidos blandos de la mucosa oral. EI complicado equilibrio que existe entre estas
especies bacterianas influye en el estado saludable (eubiosis) o en un estado asociado a
enfermedad (disbiosis). En diversos estudios se ha observado que la composicion cualitativa del
microbiota oral en individuos sanos se mantiene en un equilibrio constante y, por lo general, el
ambiente no se considera patdgeno. Por el contrario, la simbiosis de las bacterias comensales
induce una respuesta inmune proporcionada a la biomasa escasa, aunque en algunos casos este
desequilibrio puede volverse dafiino y contribuir a la inflamacién, hasta la aparicion de
enfermedades orales, como la periodontitis (42,43).

Algunas bacterias patogenas, como las que forman parte del complejo rojo
(Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans), evaden el sistema inmune y se ocasiona una respuesta inmune
desregulada a causa de los factores de virulencia asociados a dafio, o que ocasiona la disbiosis
franca patogénica e hiperinflamacion por la alteracion de procesos como estrés oxidativo,

secrecion de citocinas proinflamatorias, prostaglandinas y metaloproteinasas, eso provoca fallo
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en la resolucion de la inflamacion y la pérdida de la homeostasis, 1o que conlleva un dafio al
tejido conectivo, el hueso (44,45). Desafortunadamente, algunas de esas especies bacterianas
Gram negativas, anaerdbicas subgingivales, son resistentes a algunos antibiéticos como la
clindamicina (46). Por ello, la eliminacion mecénica habitual de todos los depositos bacterianos
de las superficies bucales no descamativas es un requisito fundamental para prevenir
enfermedades (47).

La transicién desde un estado de salud periodontal hacia las fases avanzadas de la
periodontitis estd vinculada con un cambio microbiano desde las principales bacterias
simbidticas conocidas como “simbiontes" a la disbiosis, con altas proporciones de bacterias
patdgenas, los llamados "patobiontes”. Este proceso de cambio estd modulado por diversos
factores estresantes, entre los cuales destacan la respuesta inmunoinflamatoria del huésped, la
susceptibilidad individual y factores de riesgo conductuales como el tabaquismo (48).

Entre las bacterias odontopatégenas implicadas en la periodontitis, Porphyromonas
gingivalis destaca como uno de los principales responsables en la patogénesis de la
enfermedad, transformando una comunidad microbiana benigna en un estado de disbiosis. (46).
Su participacion en la dishiosis no se basa Unicamente en su abundancia, sino también en su
capacidad para alterar el equilibrio microbiano y modificar la respuesta inmune del huésped. Su
presencia puede desencadenar un cambio en la comunidad microbiana oral, favoreciendo la
proliferacion de otras bacterias patdgenas y promoviendo un ambiente inflamatorio causando
destruccion de los tejidos periodontales. (49,50)

Asi mismo, la cantidad de Porphyromonas gingivalis en una simbiosis depende del
contexto, el ambiente y el tipo de simbiosis que se esté considerando. En situaciones de

equilibrio saludable o simbiosis, la cantidad de Porphyromonas suele ser menor y controlada
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por otras bacterias del microbioma, manteniendo una relacion que no causa dafio al hospedador.
Si nos referimos a una simbiosis en el cuerpo humano, como en la cavidad oral, el equilibrio de
bacterias es dinamico y depende de muchos factores, como la dieta, la higiene y el estado de
salud del hospedador (48).

Sin embargo, cuando las condiciones cambian, como en casos de mala higiene oral,
tabaquismo o enfermedades sistémicas, puede producirse una dishiosis (un desequilibrio
bacteriano), lo que permite que P. gingivalis se multiplique y aumente su numero. En la
enfermedad periodontal, esta bacteria puede proliferar en las bolsas periodontales alrededor de
los dientes. La cantidad de P. gingivalis puede variar ampliamente, pero estudios han reportado
que, en bocas con enfermedad periodontal en estadios graves, el porcentaje de esta bacteria
puede llegar a representar hasta el 10-15% de las bacterias presentes en las bolsas
periodontales. En condiciones saludables, este porcentaje es significativamente menor,
generalmente por debajo del 1% (49). En otros estudios se detectd en el 85,75 % de la placa
subgingival de pacientes con periodontitis crénica. La prevalencia de P. gingivalis esta
relacionada con la gravedad de la enfermedad periodontal (51). En otro estudio, se reporta que
P. gingivalis puede ser identificada mediante un ensayo de PCR altamente sensible y especifico
en el 25% de los individuos con salud periodontal o periodontitis leve, caracterizada por
profundidades de sondaje de bolsas de 5 mm o menos. En contraste, la bacteria se detecta en el
79% de los sujetos con bolsas periodontales profundas. Es probable que las interacciones con
otras especies microbianas en las biopeliculas subgingivales, junto con los productos
inflamatorios liberados por el huésped, jueguen un papel determinante en la capacidad de P.

gingivalis para colonizar con éxito el entorno subgingival. (52).

31



e Gluconato de clorhexidina al 0.12%

Considerado y destacado por ser un antiséptico que presenta una mejor y maxima
efectividad entre los deméas y se le considera el gold estandar en su categoria. A un pH mayor
que 3,5, este compuesto exhibe propiedades de base fuerte dicationica bicargado positivamente
localizadas por ambos extremos constituido por un enlace hexametilénico. Estas caracteristicas le
otorgan una alta capacidad de interaccion con los aniones presentes en el medio. La forma mas
estable de la clorhexidina se encuentra en su forma de sal, siendo la sal de digluconato la méas

comunmente utilizada debido a su alta solubilidad en agua. (53)

Efectividad antibacteriana

Impide que una capa adquirida se forme de nuevo al reducir la union de glucoproteinas
situados dentro del fluido salival lo largo de la parte superficial del diente. Esto se consigue al
inhibir unidades de acidos sin enlace, al igual que los compuestos sulfato, grupos carboxilo y
componentes de fosfato (53). Ademas, al prevenir la adhesion bacteriana al biofilm previamente
establecida al interferir con los elementos perjudiciales presentes en la capa exterior de las
células bacterianas, como moléculas teicoicos acidos, también desorganiza las estructuras del
biofilm dental existente la clorhexidina (54). Esto se logra mediante la eliminacién del calcio de
los grupos sulfato presentes en la placa, lo que resulta en una desorganizacion de su estructura y
evita tal adherencia entre las bacterias y el biofilm (55, 56). En un estudio se demostré que el
enjuague bucal con clorhexidina resulté una ganancia significativa del nivel de insercion clinica,
reduccion de la profundidad de la bolsa de sondaje, el indice de placa, el indice gingival y accion
microbiana cuando se utiliz6 como complemento del raspado y alisado radicular en el
tratamiento como complemento del raspado y alisado radicular en el tratamiento de la

periodontitis grado B en estadio 11 y estadio 111 (57).
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Sustantividad

La CHX se libera de manera gradual una vez adsorbida y se activa en un periodo de 8-12
horas. Incluso despueés de las 24 horas, es posible identificar niveles bajos, lo que impide formar
colonias de microbios en ese periodo de tiempo. Su elevada capacidad de permanencia se debe a
su rapida adsorcion sobre las superficies bacterianas, facilitada por el nivel de acidez neutro y
con una ligera alcalinidad (53). Esta sustancia permite adherirse a los elementos bacterianos
presentes en el biofilm oral, al esmalte y todas las estructuras que conforman al diente,
liberdndose gradualmente consiguiendo consecuencias desfavorables en el interior de las
bacterias exactamente en el citoplasma, lo cual obstaculiza la viabilidad de las bacterias orales
(58). Mediante el enlace de grupos radicales carboxilo que se encuentran en la capa mas interna
0 de mucina que se halla alrededor de la mucosa. Después, como resultado de la secrecion de
particulas ionicas de calcio desde el sistema glandular salival, se produce una dinamica lenta

gradual para liberar particulas de la sustancia mencionada anteriormente. (59)

Efectos secundarios

El efecto adverso mas prevalente de la clorhexidina es la aparicion de pigmentacion en
los dientes, material para obturacion, al igual que en tejidos mucosos, especialmente al dorso
lingual. Estos efectos pueden darse a través de la interrelacion de sustancias ionicas de
clorhexidina presentes en el interior oral, conjuntamente con compuestos taninos que se
encuentran por toda una amplia seleccién de productos comestibles, aunque la concentracion y
dosis del compuesto también pueden tener un papel en este fendmeno (53,60). A pesar de ello,
parece que la coloracion se limita a la superficie y puede eliminarse facilmente mediante una
limpieza profesional. Otro efecto frecuentemente mencionado es la alteracién del sentido del

gusto, la cual puede minimizarse prescindiendo al usar agua tras utilizar el antiséptico a base de
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clorhexidina. Es importante destacar que esta alteracion del gusto desaparece por completo al

concluir el tratamiento (53,57).

e Cloruro de Cetilpiridinio 0,05% (CPC)

Antiséptico que presenta una accién abarcadora y amplia contra microorganismos gram
(+), gram (-), patégenos viricos y fangicos; mas eficaz contra gram positiva. Se clasifica como
un amonio cuaternario monocationico, caracterizado por tener nitrégeno cuaternario conectado a
una o mas cadenas laterales hidrofébicas (61). La molécula del CPC incluye amonio cuaternario
(quacs) que se encuentra dentro de la categoria de los tensoactivos, tiene una carga positiva
monovalente, posee la capacidad de mezclarse con alcohol, ademas de soluciones con base
acuosa; puede funcionar como un agente desinfectante y de limpieza, no exhibe propiedades
oxidantes ni corrosivas y mantiene un nivel de pH neutral. Demuestra una efectiva permeabilidad
en el pH de la cavidad oral y muestra una permanencia en la cavidad bucal de aproximadamente
3 a 5 horas. Adicionalmente, muestra una accion contra el biofilm y en respuestas a sustancias

toxicas que promueven la inflamacion secretada por los microorganismos bacterianos. (53).

Efectividad antibacteriana

Su estructura quimica le confiere propiedades surfactantes cationicas, gracias a las
regiones polar y no polar presentes en la molécula, lo que resulta en una carga positiva. Estas
propiedades permiten que las moléculas se adhieran a la capa externa de la membrana celular
que esta electronicamente cargada en forma negativa. La zona molecular apolar, con propiedades
analogas con los lipidos anfipaticos que componen la membrana, puede introducir la membrana
celular bacteriana, perturbando su estructura y generando una inestabilidad en la regulacion

osmética (61). Esto conduce el dafio del contenido citoplasmatico y, en uUltima instancia, a la
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muerte celular de las bacterias afectadas. Ademas, exhibe actividad antigingival al neutralizar las
toxinas bacterianas proinflamatorias. Al interactuar con los liposacaridos presentes en estas
toxinas, altera su estructura y neutraliza su efecto perjudicial. Asi mismo, se ha comprobado la
actividad antimicrobiana del CPC al 0,05 % contra diversos microorganismos aerobios y
anaerobios, como A. actinomycemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia (62). De igual manera,
se ratifica la efectividad del enjuague bucal con cloruro de cetilpiridinio (CPC) al 0,05 % sin
alcohol en su accion antiplaca y antigingivitis como complemento del cepillado dental. Cuando
se emplea dos veces al dia, su eficacia ha demostrado ser equiparable a la de la clorhexidina
(CHX), especialmente en individuos con gingivitis leve. Ademas, el CPC presenta notablemente
menos efectos adversos, 1o que lo posiciona como una alternativa viable a la CHX, un compuesto

ampliamente utilizado en el &mbito odontoldgico. (63).
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2.3.Formulacion de hipdtesis

2.3.1. Hipotesis general

Hi: El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) tiene mayor accion
antibacteriana in vitro comparado con el gluconato de Clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas Gingivalis, Lima.
2023

Ho: El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) no tiene mayor accién
antibacteriana in vitro comparado con el gluconato de Clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas Gingivalis, Lima.

2023

2.3.2. Hipotesis especificas

Hi': Existe accién antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi% Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,

dentro las 24, 48 y 72 horas.
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Ho: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi®: Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi*: Existe accion antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima-
2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accién antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12%
con cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis,
Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi®: Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al
0,12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al
0,12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas

gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.
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CAPITULO I1I: METODOLOGIA

3.1. Método de la investigacion

La actual investigacion fue desarrollada utilizando un enfoque de tipo deductivo de
hipdtesis (hipotético/ deductivo), por el hecho que se planted hipotesis y que, mediante el
proceso de recolectar y analizar la informacion de los datos, se comprob6 o refutd estas mismas,
que finalmente se llegd a conclusiones basada en los resultados obtenidos del analisis de datos

(64).

3.2. Enfoque de la investigacion

Presentd un abordaje basado de indole cuantitativa, la cual destacd por dar prioridad a la
I6gica basada en la observacion y el razonamiento deductivo, mediante la implementacion de
rigurosos procedimientos, métodos experimentales y la aplicacién de técnicas para recopilar

datos estadisticos (65).

3.3. Tipo de investigacion

Fue explicada con una orientacion aplicada porque propuso buscar y adquirir un
conocimiento novedoso con miras a hallar respuestas aplicables a situaciones problematicas

practicas, pero, sobre todo, entregar soluciones que causen impacto social.

3.4. Disefio de investigacion

Investigacion experimental- in vitro: Debido a que permitié recolectar datos vy

comprobd hip6tesis de manera precisa, por otro lado, permitié al investigador manipular o
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controlar, observar y medir una o mas variables independientes y observo la variable
dependiente, buscando una posible variacion que coincida con la manipulacién de las variables

independientes (66).

3.4.1. Corte:
= Longitudinal: Se observo el analisis durante un periodo de tiempo y para recopilar
los datos fueron tomados en diferentes horas e identificar la evolucion de los
resultados (67).
= Prospectivo: Se le denominé asi puesto que es una investigacion en el tiempo que
se planifico y empezd en el momento actual, pero los datos se examinaron
después de un periodo especifico, en el futuro (67), y que las hipdétesis tienen
como objetivo interpretar los posibles futuros de una linea de investigacion
especifica.
3.4.2. Nivel o alcance:
= Explicativo: Se tratdé de explicar un fendmeno mediante el experimento
planteando el uso de dos variables independientes; extracto etandlico del
Azadirachta indica y Gluconato de clorhexidina méas cloruro de cetilpiridinio, otra
dependiente la Accion antibacteriana y una interviniente el tiempo, donde se
produce un cambio debido a la intervencion durante el experimento.
3.5. Poblacion, muestra y muestreo

3.5.1. Poblacién
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Placas Petri con agar Schaedler enriquecido con cepas de Porphyromonas
gingivalis.
3.5.2. Muestra
La muestra estuvo conformada por placas de agar Schaedler enriquecido con

cepas de Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) segun la siguiente formula:

Z?. 0%
EZ

En el que:

n: tamafio de muestra.

Z: factor de confiabilidad. Es 1,96 para un 95% de nivel de confianza.

E% representa el rango de error aceptable que el investigador ha establecido (E=5).

o :9.997, obtenido analizando resultados de investigaciones anteriores.

(1.96)2.9.9972
n=
EZ

n=15
Se tomo6 como final n=15 de muestra por sustancia de prueba. En total, se emplearon 75 placas

de agar Schaedler enriquecido.

3.5.3. Muestreo

Se realizd un muestreo aleatorio simple de variables cuantitativas para

poblaciones infinitas, cuya formula se expresa en la muestra (3.5.3)

GRUPOS DE CONTROL
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Grupo de experimentacion: Constituido de 15 placas de cultivo Petri que contenian cepas de
la bacteria en estudio expuestas al extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 25%.
Grupo de experimentacion: Constituido de 15 placas de cultivo Petri que contenian cepas de
la bacteria en estudio expuestas al extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 75%.
Grupo de experimentacion: Constituido de 15 placas de cultivo Petri que contenian cepas de
la bacteria en estudio expuestas al extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100%.
Grupo control +: Constituido de 15 placas de cultivo Petri que contenian cepas de la bacteria
en estudio expuestas con gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro de cetilpiridinio
0,05%.

Grupo control -: Constituido por 15 placas de cultivo Petri que contenian cepas de la bacteria

en estudio con suero fisiologico al 0,9%.

3.5.4. Criterios de inclusién

v' Las placas de agar contenian cepas de Porphyromonas gingivalis.
v" Las placas de agar libres de contaminantes.
v' Los discos de cultivo en agar se incubaron dentro un lapso de tiempo determinado

a una temperatura especifica.

3.5.5. Criterios de exclusion

v Las placas de agar que se manipularon de forma incorrecta, se dafiaron o se
contaminaron durante el almacenamiento o el transporte.
v’ Las placas de agar que se encontraron visiblemente microbios contaminantes

v’ Las placas de agar que no mostraron crecimiento de Porphyromonas gingivalis.
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3.6.Variables y operacionalizacion

Variable
independiente

Variable
dependiente

Variable
interviniente

Variables

Extracto etandlico de
Azadirachta indica

Gluconato de
clorhexidina con
cloruro de
cetilpiridinio

Accion antibacteriana

Tiempo

Fuente: Elaboracion propia

Definicién operacional

Accién del agente

antibacteriano adquirido de

la planta del Neem

macerado en etanol (alcohol

etilico)

Accion del antiséptico bucal
especialmente utilizado para

la eliminacién de las
bacterias patogenas
causantes de las

enfermedades periodontales.

La inhibicion del
crecimiento del

Porphyromonas gingivalis

se produce debido a la
accion antibacteriana que
gjerce sobre esta bacteria.

Magnitud fisica que

establece la duracién de la

exposicion del agar de la

Porphyromonas gingivalis al

producto antibacteriano

Dimensiones

Concentracion
del extracto
etanolico

Concentracion
de la solucion

Halo de
inhibicion

Horas

Indicadores

2506, 75% y
100%

0,12% + 0,05%

Didmetro de
halo de
inhibicion
(seguin la escala
de Duraffourd)

Tiempo de
exposicion

Escala de dimensién

Nominal

Nominal

Ordinal

Nominal

Escala valorativa

-Tuvo accién antibacteriana

-No tuvo accién
antibacteriana

-Tuvo accioén antibacteriana

-No tuvo accion
antibacteriana

<8mm (nula/-)

9 a 14 mm (sensible/ +)
15 a 19 mm (muy
sensible/ ++)

> 20 mm (sumamente

sensible/ +++)

24 horas
48 horas
72 horas
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3.7.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.7.1. Técnica

- Observacional:

Fue empleada con fines de examinar detenidamente y de manera meticulosa un fenémeno
dentro un espacio, recopilar informacion y documentarlos con el fin de analizarlos
posteriormente. En esta investigacion, dado que es fue un estudio con escenario de
experimentacion - in vitro, se contd con la colaboracién del Biélogo Microbidlogo para el

analisis y evaluacion de las muestras.

3.7.2. Descripcion de los instrumentos

- Ficha de recoleccion de datos

Este formato (Anexo 2) fue corroborado y validado a través de una evaluacion conocido
como juicio de expertos, donde fue llenado desde el inicio hasta el final de la observacion de los
resultados de la efectividad antimicrobiana de cada sustancia a prueba en agar (n=15), los cuales
se obtuvieron de los halos de inhibicion producidos por la clorhexidina al 0,12% con CPC al
0,05%, extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 25%, extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 75%, extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100% y
suero fisiologico al 0,9% a las 24, 48 y 72 horas, los cuales fueron medidos por un Pie de Rey

(Regla Vernier) calibrado. (Anexo 4)

3.7.3. Validacién

Fue validada mediante el método establecido conocido como juicio de expertos que
consto de tres docentes. Esto se evidencio en el documento Validacion de instrumento (Anexo

3), la cual fue calificada y firmada individualmente por cada docente experto. Este instrumento
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validado sirvio para registrar el tamafio del halo en cada una de las muestras evaluadas contra la

Porphyromonas gingivalis.

3.7.4. Confiabilidad

En esta investigacion, se realizd la medicion del tamafio del halo de inhibicion de cada
sustancia a prueba del antibiograma con una regla Vernier calibrada. Ademas, dichas cepas
bacterianas de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 cont6 con Certificado de andlisis (Anexo
6) donde se describid sus caracteristicas macroscépicas y microscopicas. Asimismo, el proceso
de elaboracion de las concentraciones de extracto etandlico de Azadirachta indica (Anexo 9), los
resultados del ensayo microbioldgico de las muestras evaluadas contra la Porphyromonas
gingivalis (Anexo 5. Informe de resultados) y la correcta eliminacion del material de ensayo

biocontaminado (Anexo 8) fue supervisado por un microbiologo colegiado y habilitado.

% Obtencion de las sustancias de prueba

Clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05%, extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 25%, extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 75% y extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 100% y suero fisiolégico al 0,9%. EIl primer antiséptico oral se
consiguié de manera comercial, mientras que los extractos etanolicos y suero fisiologico se

realizara en un laboratorio especializado (Scientific Quality S.A.C.).

% Preparacion del agar para el ensayo antibiograma

Para el ensayo antibiograma, es decir, para medir la accion antibacteriana de las
sustancias de prueba, se realizo pocillos (orificios) en el agar Schaedler enriquecido, y se utilizo
sacabocado estéril para realizar dichos orificios en el agar. En estos pocillos se inocularon:

clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05%, extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al
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25%, extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 75% y extracto etanolico de

Azadirachta indica (Neem) al 100% y suero fisiolégico al 0,9%.

% Cepa bacteriana seleccionada para el proyecto de investigacion.

El tipo de cepa utilizada para este proyecto fue Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,
producida por Lab. MICROBIOLOGICS de Estados Unidos e importada a través de la Empresa

GENLAB DEL PERU S.A.C.

% Preparacion y esterilizacion del Agar Schaedler enriquecido

Para preparar de Agar Schaedler enriquecido, se pes6 en una balanza la cantidad empled
en el ensayo antibiograma en un frasco de vidrio para luego combinarlo con la adecuada
proporcion de agua destilada. Se homogenizd el agar Schaedler hidratado con el calor de un
microondas por unos minutos. Luego, fue esterilizado en autoclave a 121°C, 15 PSI, durante el
periodo de un cuarto de hora. Posterior a lo anterior, se enfri a bafio de Maria a 452C por 20
minutos. En la sala de andlisis, frente al mechero de Bunsen, se agregd Sangre desfibrinada al
5% y vitamina K en el frasco de agar Schaedler e inmediatamente se deposito en placas Petri
estériles. Para terminar, se dejé enfriar el agar por unos minutos, para posteriormente utilizarse
en el ensayo de antibiograma. Se realizé un control de esterilidad introduciendo una placa Petri a

la incubadora con agar Schaedler enriquecido a 37°C por un dia.

% Reconstitucion de cepa liofilizada

La cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 fue reconstruido en medio Tioglicolato
fluido frente a la llama de un mechero de Bunsen, el cual fue colocado de una jarra anaerobica.

Luego, junto a dicha jarra, se incub6 por 24 horas a 37°C. Posterior a la incubacidn, se realizé el
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estriado de la cepa en estudio en placas Petri de agar Schaedler enriquecido, para verificar la

morfologia en placa de las colonias jovenes y tincién Gram de Porphyromonas gingivalis.
% Estandarizacion del indculo de la cepa en estudio

Se procedié a colocar una fraccion de colonia aislada en el agar Schaedler enriquecido y
se traslad6 a medio Tioglicolato fluido, el cual se colocé en una incubadora por 24 horas a 37°C.
Este medio Tioglicolato fluido con Porphyromonas gingivalis se estandarizé a un nivel de
concentracion del 1,5 x10® UFC/ml, utilizando una solucién estandar de sulfato de Bario al 0,5

en la Escala de McFarland.
+ Realizacion de los pocillos para el ensayo de antibiograma

Con un sacabocado estéril, se realizo pocillos antibiograma de un didmetro de 5,5mm en

las placas con agar Schaedler enriquecido.

R/

% Inoculacion de la cepa objeto de estudio en el agar Schaedler enriquecido.

Las Porphyromonas gingivalis, cultivado en medio Tioglicolato fluido y estandarizado al
0,5 de McFarland, se inocul6 mediante hisopo estéril en las placas con Agar Schaedler
enriquecido con los pocillos antibiograma a ensayar. Para dicha inoculacion de la cepa se
procedié con hisopo, en la totalidad de la placa, en dos direcciones perpendiculares y
sobrepuestas, ademas de una diseminacion circular en los bordes del agar para reafirmar el
cultivo de Porphyromonas gingivalis. Luego de la inoculacion, se realizé la rotulacion de los
grupos de placas Petri con las sustancias de ensayo como el extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 75%, extracto
etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100%, Clorhexidina al 0,12% mas CPC al 0,05%

(control +) y suero fisiol6gico al 0,9% (Control -).
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% Colocacion de las sustancias de prueba

Se procedié a trabajar con los grupos de placas y las sustancias de prueba, las cuales
fueron rotulados en dichas placas. Se inocularon 15uL, con micropipeta, de las sustancias de
ensayo en cada pocillo antibiograma y las mencionadas sustancias eran: Extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 25%, extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 75%,
extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 100%, clorhexidina al 0,12% mas CPC al
0,05% y suero fisiologico de 0,9%. Estas sustancias se dejaron difundir 20 minutos en el agar
antes de ser colocadas en la jarra de anaerobiosis, en la cual se extrajo el oxigeno interno por la
combustién de una vela (generacion de CO2). Luego de haberse extraido el oxigeno, este sistema

anaerobico se incubd en tres periodos distintos de 24, 48 y 72h a 37°C.

R/

+» Resultados. Medicion de halos de inhibicion

Posterior al tiempo de incubacion, se midieron en milimetros con Regla Vernier, cada
sustancia de ensayo fue formando halos de inhibicion sobre los cultivos y placas con agar
Schaedler enriquecido. Se procedieron a medir a las 24, 48 y 72h de incubacién la actividad
antimicrobiana frente a Porphyromonas gingivalis con la ayuda de un instrumento con lupa y
que brinda iluminacién en la base de la placa (Contador de colonias). Los resultados se

expresaron en milimetros.

3.8. Plan de procesamiento y analisis de datos

Cuando se concluyo6 las evaluaciones microbioldgicas del antibiograma junto con la
recopilacidn de la informacidn resultante; y con miras de verificar la veracidad y confiabilidad,

se procesO y organizo la base de datos con asistencia del programa de céalculo Excel 2016 y la
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aplicacion IBM.SPSS en su edicion 25. Mediante el software inicialmente sefialado, se halld la
media muestral, desviacion estandar, valores minimo y maximo con la finalidad de describir
cada conjunto de resultados por sustancia de prueba. Con el segundo programa estadistico se
realizo la estadistica inferencial, la cual, se dio comienzo con la aplicacion del test de Shapiro-
Wilk con la finalidad de verificar la normalidad de los resultados obtenidos de las sustancias de
prueba, los cuales no presentaron una distribucion normal. Por lo tanto, se utilizé estadisticas no
paramétricas como la prueba U de Mann Whitney y Kruskal Wallis para comparar los resultados
de las sustancias. Luego, se analizd los resultados entre tiempos o datos estadisticos
dependientes, para ello se aplicaron las pruebas de Friedman y Wilcoxon. Se trabajo con un

grado de significacién del 0,05y con un nivel de confianza del 95%.

3.9. Aspectos éticos

A fin de asegurar el nivel y calidad de este proyecto, en lo que respecta a sus conceptos
tedricos como a las conclusiones y resultados experimentales obtenidos mediante la explicacién
de técnicas y el empleo de una herramienta que recopila los datos e informacion, se siguid un
registro basado en el manual que ofrece instrucciones sobre como elaborar tesis utilizando una
perspectiva cuantitativa, asi como la seccidn de la guia que trata sobre citacion y referencias al
estilo Vancouver de nuestra casa de estudio UPNW. Esta eleccion de formatos de citacion y
referencia tiene como proposito respetar y acatar las normativas de derechos de autor y proteger
los conceptos y las partes teoricas utilizadas. De igual modo, para fomentar la transparencia y el
mejoramiento del rendimiento del estudio, se utiliz6 como herramienta para la prevencién de
plagio el PROGRAMA TURNITIN®, el cual verifico la similitud diversas fuentes de
informacidn anexadas como articulos cientificos y bases de datos. Se realizo la validacion de la

ficha a través de un juicio de expertos, que asegurd asi el cumplimiento de los criterios técnicos
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que garantizo la fidelidad y precision de la investigacion. Como altimo paso, todos los criterios
mencionados anteriormente fueron sujetos de observacion por las bases del Manual de
Procedimientos del Comité Institucional de Etica para la Investigacion (CIEI-UPNW). Una vez
concluido la actividad dentro las instalaciones del laboratorio, se siguieron con los protocolos y

regulaciones para la gestion a los residuos bioldgicos, asegurando el adecuado tratamiento de los

residuos contaminados.
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CAPITULO IV: PRESENTACION DE LOS RESULTADOS
4.1. Resultados

4.1.1. Analisis descriptivo de los resultados

Tabla n® 1. Diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el extracto etandlico del
Azadirachta indica comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% sobre
Porphyromonas gingivalis.

Periodo de Tiempo X Min Max.

mm Duraffourd*

Extracto etandlico de
Azadirachta indica al 100% 11,26 (+) 8,40 14,40

Gluconato de clorhexidina
al 0,12%y CPC 0,05% 14.22 (++) 979 1970
(Control positivo) ' ' ’

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: <8 mm (nula / -); 8 a 14 mm (sensible/ +);
14 a 20 mm (muy sensible/ ++); 20mm a mas (sumamente sensible / +++)

Fuente: Elaboracion propia

Figura n° 1. Diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el extracto etanélico del
Azadirachta indica comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05%
sobre Porphyromonas gingivalis.

14.22

Diferencia: 11.26
2,96mm

16.00
14.00
12.00
10.00
8.00
6.00
4.00
2.00
0.00

Halo de inhibiciéon (mm)

CHX al 0.12% y CPC 0.05% Extracto etanélico de
Azadirachta indica al 100%

Fuente: Elaboracion propia

Segun la tabla n° 1 y la figura n° 1, se observo, como diferencia en la accion antibacteriana,
que Porphyromonas gingivalis fue muy sensible (++) frente a la clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% y sensible (+) con el extracto etanolico de Azadirachta indica

(Neem). Esta observacion se obtuvo comparando el tamafio en milimetros de cada halo de
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inhibicion recopilado mediante cada sustancia de prueba utilizando la escala de sensibilidad

de Duraffourd.

Tabla n®° 2. Accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta indica al 25% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

Periodo de Tiempo X DE Min Max.
mm Duraffourd*

24 horas 0,00 ) 0,00 0,00 0,00

48 horas 0,00 ) 0,00 0,00 0,00

72 horas 0,00 ) 0,00 0,00 0,00

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: : <8 mm (nula / -); 8 a 14 mm (sensible/ +);
14 a 20 mm (muy sensible/ ++); 20mm a mas (sumamente sensible / +++)

Fuente: Elaboracion propia

Figura n°® 2. Accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta indica al 25% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

1.00
E
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©  0.60
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T A - 4
0.00
24 horas 48 horas 72 horas

Fuente: Elaboracion propia

Segun la tabla n° 2 y la figura n® 2, se comprobd que el extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 25% a las 24 (0,00mm), 48 (0,00mm), y 72 horas (0,00mm) no presentd accion

antibacteriana in vitro sobre Porphyromonas gingivalis.
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Tabla n° 3. Accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta indica al 75% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

Periodo de Tiempo mm X DE Min Max.
Duraffourd*

24 horas 9,19 (+) 1,196 7,01 11,45

48 horas 9,08 (+) 1,194 6,90 11.34

72 horas 8.97 +) 1,198 6,79 11.25

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: : <8 mm (nula / -); 8 a 14 mm (sensible/ +);
14 a 20 mm (muy sensible/ ++); 20mm a mas (sumamente sensible / +++)

Fuente: Elaboracion propia

Figura n° 3. Accion antibacteriana del extracto etanolico de Azadirachta indica al 75% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

9.19

9.20
9.15
9.10
9.05
9.00
8.95
8.90
8.85

Halo de inhibicién (mm)

24 horas 48 horas 72 horas

Fuente: Elaboracion propia

Segun la tabla n° 3 y la figura n° 3, manifestd que el extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 75% a las 24 (9,19mm), 48 (9,08mm) y 72 horas (8.97mm) si present0o accion
antibacteriana in vitro sobre Porphyromonas gingivalis, es decir esta bacteria es sensible (8mm a
14mm) segun escala de Duraffourd frente a esta concentracion de extracto etanolico de

Azadirachta indica.
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Tabla n® 4. Accion antibacteriana del extracto etanolico de Azadirachta indica al 100% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

X
Periodo de Tiempo mm DE Min Max.
Duraffourd*
24 horas 11,38 ) 1,383 8,64 14,40
48 horas 11,27 +) 1,382 8,51 14,31
72 horas 11,15 +) 1,374 8,40 14,16

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: : <8 mm (nula / -); 8 a 14 mm (sensible/ +);
14 a 20 mm (muy sensible/ ++); 20mm a méas (sumamente sensible / +++)

Fuente: Elaboracion propia

Figura n° 4. Accion antibacteriana del extracto etanolico de Azadirachta indica al 100% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

11.38
11.40

11.35
11.30
11.25
11.20
11.15
11.10
11.05
11.00
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11.15

Halo de inhibicién (mm)

24 horas 48 horas 72 horas

Fuente: Elaboracion propia
Segun la tabla n°® 4 y la figura n°® 4, se infirié que el extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 100% a las 24 (11,38 mm), 48 (11,27 mm) y 72 horas (11,15 mm) si presentd accion
antibacteriana in vitro sobre Porphyromonas gingivalis, es decir esta bacteria es sensible (8mm a
14mm) segun escala de Duraffourd frente a esta concentracion de extracto etanolico de

Azadirachta indica.
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Tabla n° 5. Accion antibacteriana del gluconato de clorhexidina al 0.12% y CPC 0.05% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

Periodo de Tiempo mm X DE Min Max.
Duraffourd*
24 horas 14,34 (++) 3,769 9,95 19,70
48 horas 14,22 (++) 3,758 9,88 19,59
72 horas 14,11 (++4) 3,756 9,79 19,47

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: : <8 mm (nula / -); 8 a 14 mm (sensible/ +);
14 a 20 mm (muy sensible/ ++); 20mm a mas (sumamente sensible / +++)

Fuente: Elaboracion propia

Figura n° 5. Accion antibacteriana del gluconato de clorhexidina al 0.12% y CPC 0.05% frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 (n=15) a las 24, 48 y 72 horas en agar Schaedler enriquecido

14.34

14.35
14.30
14.25
14.20
14.15
14.10
14.05
14.00
13.95

14.22

14.11

Halo d einhibicién (mm)

24 horas 48 horas 72 horas
Fuente: Elaboracion propia
Segln la tabla n® 5 y la figura n° 5, se evidencio que la clorhexidina al 0,12% con CPC al
0,05% a las 24 (14,34 mm), 48 (14,22 mm) y 72 horas (14,11 mm) si presentd accion

antibacteriana in vitro sobre Porphyromonas gingivalis, es decir esta bacteria fue muy

sensible (14mm a 20mm) segun escala de Duraffourd frente a este colutorio oral.

54



Tabla n° 6. Accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta indica al 25%, 75% y
100% comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% frente a Porphyromonas
gingivalis dentro las 24, 48 'y 72 horas.

Prueba de Mann Whitney (Valor p)

Sustancia de prueba

24 horas 48 horas 72 horas
Extracto etandlico de Azadirachta indica 25%0 vs.
idi [0)
Gluconato decglﬂg?sig;jr:ir:)aa?lo%lsi/f y cloruro de 0,000 0,000 0,000
Extracto etandlico de Azadirachta indica 75%o vs.
idi 0,
Gluconato deccetiﬁ;)ri\ﬁg;dr:ir:)aa?lo(’)élsi/f y cloruro de 0,000 0,000 0,000
Extracto etandlico de Azadirachta indica 10090 vs.
i o
Gluconato decce:iﬁ:)ri]?i)g?r:irl)aa?lo?(’)lsi/f y cloruro de 0,237 0,074 0,074
PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS 0,000 0,000 0,000

Nivel de significancia estadistica: a= 0,05

Fuente: Elaboracion propia

Grafico n° 6. Accidn antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica al 25%,
75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% frente a
Porphyromonas gingivalis dentro las 24, 48 y 72 horas.
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Fuente: Elaboracion propia

Segun la tabla n° 6 y la figura n° 6, se demostré que los extractos etandlicos de Azadirachta
indica (Neem) al 25% (p<0,05) y 75% (p<0,05), fue inferior la accion antibacteriana comparado

con clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% a las 24, 48 y 72 horas. Sin embargo, el extracto
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etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 100% (p>0,05) tuvo efecto similar a la accion
antibacteriana de la clorhexidina al 0,12% con CPC 0,05% in vitro sobre Porphyromonas

gingivalis a las 24, 48 y 72 horas.
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4.1.2. Prueba de normalidad de resultados

Se realiz6 para determinar qué andlisis estadistico (paramétrico o no paramétrico) usar

en los objetivos de la investigacion.

Tabla n° 7. Anélisis de Normalidad por Shapiro Wilk (n=15) de los extractos etandlicos de
Azadirachta indica frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a las 24, 48 y 72 horas

de estudio
Valor p
Sustancia de prueba 24 48 horas 72 horas
horas
Extracto etandlico de
Azadirachta indica al 100% 0,599 0,574 0,578
Extracto etandlico de 0,900 0,910 0,929

Azadirachta indica al 75%
Gluconato de clorhexidina
al 0,12%y CPC 0,05% 0,042 0,041 0,039
(Control positivo)

Nivel de significancia (a =0,05)

Fuente: Elaboracion propia

Segln la tabla n° 7, infirié que todos los resultados de los halos de los dos extractos
etandlicos de Azadirachta indica tanto del 100%, como del 75% frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 presentaron una distribucién normal (p>0.05) a las 24, 48 y 72
horas de incubacién. Sin embargo, el control positivo, clorhexidina al 0,12% con CPC al
0,05% no presentd distribucion normal (p<0.05) a las 24, 48 y 72 horas de incubacion en
agar Schaedler enriquecido. Se pudo determinar que, ya que existen agrupaciones de
datos tanto de distribucion normal como no normal, se decidié emplear herramientas
estadisticas no paramétricos como, por ejemplo, los tests Kruskal Wallis, U de Mann

Whitney, Friedman y Wilcoxon, orientado al analisis de los resultados.
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4.1.3 Pruebas de U de Mann Whitney y Kruskal Wallis (Analisis de muestras

independientes)
Se utilizo este analisis para evaluar la existencia de diferencias significativas en el grupo de los
extractos etanolicos de Azadirachta indica de 25%, 75% y 100% vy el control positivo,
clorhexidina al 0,12% con CPCP al 0,05% a las 24, 48 y 72 horas de estudio.

Tabla n° 8. Comparaciones multiples de las acciones antibacterianas de extractos etanolicos de

Azadirachta indica 25%, 75%, 100%0, gluconato de clorhexidina al 0,12% y cloruro de cetilpiridinio al

0,05% vy el suero fisiolégico al 0,9%

Sustancia de prueba Prueba de Mann Whitney (Valor p)

24 horas 48 horas 72 horas
Extracto etandlico de Azadirachta indica 75%o vs.

Extracto etandlico de Azadirachta indica 100% 0,000 0,000 0,000
N Extracto etandélico de Azadirachta indica 75% vs.
i Gluconato de Clorhexidina al 0,12%y cloruro 0,000 0,000 0,000
Vv de cetilpiridinio al 0,05%
e Extracto etanélico de Azadirachta indica 100%
I vs. Gluconato de Clorhexidina al 0,12%y 0,237 0,074 0,074

cloruro de cetilpiridinio al 0,05%

Extracto etandlico de Azadirachta indica 100%

g vs. Extracto etanélico de Azadirachta indica 25% 0,000 0,000 0,000
Extracto etandlico de Azadirachta indica 75%0 vs.

Extracto etandlico de Azadirachta indica 25% 0,000 0,000 0,000
S Extracto etandlico de Azadirachta indica 100%
! vs. Suero fisioldgico al 0,9% 0,000 0,000 0,000
0 Extracto etandlico de Azadirachta indica 75% vs.
n Suero fisiol6gico al 0,9% 0,000 0,000 0,000
i Extracto etandlico de Azadirachta indica 25% vs.
f Gluconato de Clorhexidina al 0,12%y cloruro 0,000 0,000 0,000
i de cetilpiridinio al 0,05%
c PRUEBA DE KRUSKAL WALLIS 0,000 0,000 0,000

ancia estadistica: a= 0,05
Fuente: Elaboracion propia

Tabla n°8: Demostrd que la accion antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis del extracto
etandlico de Azadirachta indica al 100 % es significativamente superior a las siguientes sustancias de
prueba: Extracto etandlico de Azadirachta indica 75%, Extracto etandlico de Azadirachta indica

25% vy suero fisioldgico al 0,9% a los 24, 48 y 72 horas de incubacion (p<0,05). Sin embargo, la
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accion antibacteriana de la clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% fue similar al del extracto

etandlico de Azadirachta indica 100 % para los tres tiempos de incubacion. (p>0,05).

4.1.4. Pruebas de Friedman y Wilcoxon (Analisis de muestras dependientes)

Se ejecutd para demostrar la existencia de diferencias significativas con respecto a las observaciones
y resultados obtenidos a las 24h , 48h y 72 h de incubacién a efectos de una misma sustancia

experimental.

Tabla n° 9. Analisis de varianzas de los extractos etandlicos de Azadirachta indica 25%0, 75%0, 100%b,

gluconato de clorhexidina al 0,12% y cloruro de cetilpiridinio al 0,05% vy el suero fisioldgico al 0,9%

Valor p
Sustancia de prueba Prueba de 24y 48 PruebazcllleyV\?flzlcoxon 48y72
Friedman horas horas horas
Extractos etanélicos de
Azadirachta indica 75% 0,000 0,001 0,001 0,001
Extractos etanélicos de
Azadirachta indica 100% 0,000 0,001 0,001 0,001
Gluconato de clorhexidina al
0,12% y cloruro de cetilpiridinio 0.000 0.001 0.001 0.001

al 0,05% (Control positivo)

Nivel de significancia estadistica: a= 0,05

Fuente: Elaboracion propia

Segun la tabla n° 9, infiri6 presencia de diferencias significativas en la accion antibacteriana a los 24
y 48 horas, 48 'y 72 horas y 24 y 72 horas (p<0,05) de incubacién para cada sustancia de prueba como
Extracto etanolico de Azadirachta indica al 75%, el extracto etanolico de Azadirachta indica al 100%
y para el control positivo, clorhexidina al 0,12% mas CPC al 0,05%. Por lo tanto, la mayor accion
antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis fue en 24 h de estudio para los extractos etandlicos

de Azadirachta indica al 75%, 100% y clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05%.
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4.1.5. Comprobacién de hipdtesis
Prueba de hipdtesis- Hipotesis general

e Hi: El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) tiene mayor accién antibacteriana in
vitro comparado con el gluconato de Clorhexidina al 0,12% con cloruro de cetilpiridinio

0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima. 2023.

e Ho: El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) no tiene mayor accion antibacteriana
in vitro comparado con el gluconato de Clorhexidina al 0,12% con cloruro de cetilpiridinio
0,05% sobre las cepas Porphyromonas gingivalis, Lima. 2023.

Tabla n°10. Prueba de Mann Whitney de la comparacion del extracto etandlico de
Azadirachta indica frente al Gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro de

cetilpiridinio 0,05%

Prueba de Mann Whitney
Sustancia de prueba Valor p
24 horas 48 horas 72 horas

Extracto etandlico de Azadirachta indica
100% vs. Gluconato de Clorhexidina al
0,12% y cloruro de cetilpiridinio al 0,05% 0,237 0,074 0,074

Nivel de significancia (o =0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:
Los valores de "p" encontrados fueron de 0,237; 0,074 y 0,074 a las 24, 48 y 72 horas,
respectivamente y mayores al valor alfa (0=0,05), los cuales quisieron decir que no existié
diferencia significativa con el control positivo en los tres periodos de tiempo sefialados. Dado
lo anterior, la hipotesis nula general (HO) fue corroborada con el 95 % de confianza, se pudo
afirmar que la sustancia del extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) no tuvo mayor
accion antibacteriana in vitro comparado con la clorhexidina al 0,12% mas CPC 0,05% sobre

las Porphyromonas gingivalis, Lima. 2023.
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Prueba de hipétesis - Hipotesis especifica 1

e Hi': Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica (Neem)
al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72
horas.

e Ho': No existe accién antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 25% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y
72 horas.

Tabla n°11. Prueba de Mann Whitney de extracto etanolico de Azadirachta indica 25%
comparado con Suero fisiologico al 0,9%

Prueba de Mann Whitney
Sustancia de prueba Valor p
24 horas 48 horas 72 horas

Extracto etandlico de Azadirachta indica
25% vs. Suero fisiologico al 0,9% 1,000 1,000 1,000
(Control negativo)
Nivel de significancia (o = 0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:
El valor "p" encontrado fue de 1,000 a las 24, 48 y 72 horas y mayor al valor alfa (¢=0,05) lo
cual quiso decir que no existié diferencia significativa con el control negativo en los tres
periodos de tiempo sefialados. Por ello, se aceptd la hip6tesis nula (Ho') y con el 95 % de
confianza, se pudo afirmar que no existio accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico

de Azadirachta indica (Neem) al 25% frente las Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,

dentro las 24, 48 y 72 horas.
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Prueba de hipdtesis - Hipdtesis especifica 2

Hi%: Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica (Neem)
al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72

horas.

Ho?: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 75% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y
72 horas.

Tabla n°12. Prueba de Mann Whitney de extracto etanolico de Azadirachta indica 75%
comparado con Suero fisiolégico al 0,9% (Control negativo)

Prueba de Mann Whitney
Sustancia de prueba Valor p
24 horas 48 horas 72 horas
Extracto etanélico de Azadirachta indica
75% vs. Suero fisioldgico al 0,9% 0,000 0,000 0,000
(Control negativo)
Nivel de significancia (a =0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:

El valor "p" encontrado fue de 0,000 a las 24, 48 y 72 horas y menor al valor alfa (0=0,05), lo
cual quiso decir que existio diferencia significativa comparado con el control negativo en los
tres periodos de tiempo sefialados. Por ello, se acepté la hipétesis alternativa (Hi®) y con el 95
% de confianza, se pudo afirmar que existié accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico
de Azadirachta indica (Neem) al 75% frente las Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro

las 24, 48 y 72 horas.
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Prueba de hipétesis - Hipdtesis especifica 3

e Hi®: Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica (Neem)
al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72
horas.

e Ho® No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica
(Neem) al 100% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48
y 72 horas.

Tabla n°13. Prueba de Mann Whitney de extracto etanolico de Azadirachta indica 100%
comparado con Suero fisioldgico al 0,9%

Prueba de Mann Whitney
Sustancia de prueba Valor p
24 horas 48 horas 72 horas

Extracto etanodlico de Azadirachta indica
100% vs. Suero fisioldgico al 0,9% 0,000 0,000 0,000
(Control negativo)

Nivel de significancia (a =0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:
El valor "p" encontrado fue de 0,000 a las 24, 48 y 72 horas y menor al valor alfa (o =0,05), lo
cual quiso decir que existio diferencia significativa comparado con el control negativo en los
tres periodos de tiempo sefialados. Por ello, se aceptd la hipétesis alternativa (Hi®) y con el 95
% de confianza, se pudo afirmar que existié accion antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100% frente las Porphyromonas gingivalis, Lima-

2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.
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Prueba de hipdtesis - Hipodtesis especifica 4

e Hi*: Existe accién antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro
de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las
24,48 y 72 horas.

e Ho* No existe accién antibacteriana in vitro del gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,

dentro las 24, 48 'y 72 horas.

Tabla n°14. Prueba de Mann Whitney de Gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio 0,05% comparado con Suero fisiolégico al 0,9%

Prueba de Mann Whitney
Sustancia de prueba Valor p
24 horas 48 horas 72 horas
Gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% vs. Suero 0,000 0,000 0,000
fisiologico al 0,9% (Control negativo)

Nivel de significancia (a =0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:
El valor "p" encontrado fue de 0,000 a las 24, 48 y 72 horas y menor al valor alfa (o =0,05), lo
cual quiso decir que existié diferencia significativa comparado con el control negativo en los
tres periodos de tiempo sefialados. Por ello, se acept6 la hipotesis alternativa (Hi*) y con el 95
% de confianza, se pudo afirmar que existid accion antibacteriana in vitro de la clorhexidina al
0,12% mas CPC al 0,05% sobre las Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48

y 72 horas.
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Prueba de hipdtesis - Hipdtesis especifica 5

Hi°: Existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica (Neem)
al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24,

48 y 72 horas.

Ho®: No existe accion antibacteriana in vitro del extracto etanélico de Azadirachta indica
(Neem) al 25%, 75% y 100% comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Tabla n°15. Prueba de Mann Whitney de las concentraciones de extracto etandlico de
Azadirachta indica comparado Gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio 0,05% a las 24, 48 y 72 horas

Prueba de Mann Whitney

Sustancia de prueba Valor p

24 horas 48 horas 72 horas

Extracto etandlico de Azadirachta indica 25%
vs. Gluconato de Clorhexidina al 0,12%y

cloruro de cetilpiridinio al 0,05% 0,000 0,000 0,000
Extracto etandlico de Azadirachta indica 75%
idi [0)
Extracto etandlico de Azadirachta indica 100%
vs. Gluconato de Clorhexidina al 0,12%y 0,237 0,074 0,074

cloruro de cetilpiridinio al 0,05%

Nivel de significancia (a =0,05). Estadistico de prueba: U de Mann Whitney

Toma de decision:
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Extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 25%: El valor "p" encontrado fue de
0,000 a las 24, 48 y 72 horas y menor al valor alfa (o =0,05), lo cual quiso decir que existié
diferencia significativa con el control positivo en los tres periodos de tiempo sefialados.

Extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 75%: EIl valor "p" encontrado fue de
0,000 a las 24, 48 y 72 horas y menor al valor alfa (a =0,05), lo cual quiso decir que existio
diferencia significativa con el control positivo en los tres periodos de tiempo sefialados.

Extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) al 100%: Los valores de "p" encontrados
fueron de 0,237; 0,074 y 0,074 a las 24, 48 y 72 horas, respectivamente y mayores al valor alfa
(0=0,05), los cuales quisieron decir que no existio diferencia significativa con el control

positivo en los tres periodos de tiempo sefialados.

Por lo anterior, se aceptd la hip6tesis alternativa (Hi°) y con el 95 % de confianza, se pudo
afirmar que existié accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem)
in vitro al 100% comparable con la clorhexidina al 0,12% mas CPC al 0,05% sobre las cepas de

Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.
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4.1.6. Discusion de resultados

Este estudio consistié en una investigacion hipotética y deductiva que adopta un enfoque
cuantitativo. Se clasificd como una investigacion aplicada y siguié un modelo experimental in-
vitro y longitudinal desde una perspectiva prospectiva; ademas fue disefiado para evaluar la
diferencia en la accion antibacteriana in vitro entre el extracto etanolico del Azadirachta indica
(Neem) comparado con el gluconato de clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% sobre las cepas

de Porphyromonas gingivalis. Peru- 2023.

De acuerdo con los resultados, se evidencio que las dos sustancias en estudio mostraron
la presencia de accion antibacteriana con halos de inhibicion con valores distintos (segun Escala
de Duraffourd) tanto el extracto etanolico del Azadirachta indica (Neem) como el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05% sobre las cepas de Porphyromonas gingivalis. En lo
que respecta al gluconato de clorhexidina al 0,12% y CPC al 0,05% los valores promedios, a las
24 horas (14,34 mm), 48 horas (14,22 mm) y 72 horas (14,11mm); lo cual de acuerdo a la escala
con la que se estd midiendo, la clorhexidina con el CPC se clasifican como muy sensible/ ++; en
tanto al extracto etandlico al 100% presentd promedios, a las 24 horas (11,38 mm), 48 horas
(11,27 mm) y 72 horas (11,15 mm); en tanto, el extracto etandlico al 75% registré valores
estadisticos, a las 24 horas (9,19 mm), 48 horas (9,08 mm) y 72 horas (8.97 mm) en ambas
concentraciones segun la escala se clasifica como sensibles; mientras que el extracto etandlico al
25% no presento accién antibacteriana o0 como nula. En consecuencia, la clorhexidina al 0,12%

con CPC al 0,05% presenta mejor accion antibacteriana y superior sensibilidad que los extractos
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con etanol del 75% e igualmente del 100% contra la P. gingivalis. Del mismo modo, guarda
similitud con lo expresado por Pardo et al. (22) en Peru, dispusieron extractos etanolicos de los
derivados de la Myrciaria dubia (Camu-camu) (pulpa, semilla, cascara) vs la clorhexidina 0,12%
a las 24-48 horas y 11 dias, donde identificaron que la actividad antibacteriana de los tres
extractos etandlicos contra la P. gingivalis fueron inferiores a la de la clorhexidina al 0,12%. Asi
mismo, Alarcén (18) en Per0, reporta en su tesis que los resultados obtenidos son variables, la
clorhexidina al 0,12% demostrd que tuvo una alta sensibilidad con un diametro de halo de (31,2
mm) frente a la P. gingivalis; mientras con el extracto de coca al 100% fue sensible con un
didmetro de (16,6 mm); al 50% se manifestd como poco sensible con un diametro de (10,2 mm)
y, en cambio, no respondié de manera efectiva al extracto del 25%, ni a la corteza de Croton
lechleri (sangre de drago), ni con el control (-) mediante el uso del bicarbonato sodico. Por lo
tanto, asi como en el presente estudio realizado se descubrio que la P. gingivalis manifesto
notable susceptibilidad, tanto a la CHX 0,12% como al extracto hidroalcohdlico de coca al

100%.

No obstante, con lo encontrado por Stigler (20) en Per(, evalud a una sustancia natural distinta,
en este caso, extracto etanolico del Equisetum giganteum L en porcentajes de 25%, 50%, 75% y
100% vs Clorhexidina al 0,12% sobre P. gingivalis a dos horas diferentes, Coincidiendo con lo
encontrado en este estudio en el porcentaje del 25% no tuvo efecto, y de lo contrario al presente
trabajo, el extracto etandlico del Equisetum giganteum L al 100% tuvo mayores resultados y fue
mas eficaz a las dos horas estudiadas demostrando halos de (13,50 mm) vs Clorhexidina que
presentd halos de (12,50 mm) a las 24 horas, y a las 48 horas continué ofreciendo resultados
superiores con halos de (13,80 mm) vs clorhexidina con diametros (12.50 mm). Estos hallazgos
se encuentran en coincidencia con lo encontrado por Neira (21) en Per(, evalué la actividad

antibacteriana contra la P. gingivalis en esencias naturales de aceite de Schinus molle L. y
68



Thymus vulgaris al 50% al igual que al 100% vs CHX de 0,12%, y concluyo que ambos aceites
esenciales demostraron una actividad antibacteriana superior a la clorhexidina frente a este

microorganismao.

Por otro lado, también existe hallazgos sobre la planta del Neem que fueron descubiertos por
Saquib et al. (19) en Arabia Saudita, revelaron una buena accion antibacteriana exhibida por el
extracto etandlico de A. indica (13 £ 0. 36 mm) y una actividad antibacteriana mayor contra la P.
gingivalis, los valores de MIC fueron 0. 64 + 0. 24 mg/mL, y los de MBC fueron 10. 42 + 3. 61
mg/mL con relevancia estadistica (p <0,05); asi mismo, A indica mostrd sinergismo en
combinacion con metronidazol, tetraciclina y amoxicilina contra P. gingivalis. Del mismo modo,
se asemeja a lo que menciona Mduller et al. (15) en Alemania, evidenciaron actividad
antimicrobiana del extracto de hoja de A. indica, la cual mostré en una concentracion minima
inhibitoria de 1024 mg/L con etanol acuoso al 70% contra P. gingivalis ATCC 33277 y 256 mg/L

para el extracto de acetona.

Por otra parte, se encontraron trabajos de diferentes plantas y extractos contra la bacteria en
estudio. En el trabajo realizado por Nayak et al. (17) en India, evaluaron y determinaron la MIC
y MBC del extracto etandlico y acuoso del A. paeoniifolius. Los resultados derivados de la
evaluacion de la MIC mostraron que todos los microorganismos examinados demostraron
sensibilidad al extracto acuoso de A. paeoniifolius a un grado de concentracion del 0,4 mg en
cada mililitro. Pero, al ser expuesto al extracto etanolico con menor concentracion al 0,2 mg en
cada mililitro, evidencid que la P. gingivalis y F. nucleatum fue sensible y al ser combinado con
clorhidrato de tetraciclina exhibié una actividad bactericida contra Pg con un porcentaje de 0,2
mg/ml. Por lo que se concluye que el extracto de A. paeoniifolius en etanol demostré una

actividad antibacteriana notable en contraste con el extracto acuoso procedente de la misma
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planta. De la misma manera al trabajo anterior, lo expuesto por BinShabaib et al. (23) en Arabia
Saudita, elaboraron extractos acuosos de S. costus y M. alternifolia, donde este Gltimo exhibio
una notable actividad antimicrobiana significativamente alta contra P. gingivalis (P < 0, 001), en

relacion con el extracto de S. costus.

Finalmente, Algahtani (13) en Arabia Saudita, elabord soluciones de enjuague bucal para ver la
sensibilidad a bacterias anaerobias, dichas soluciones estuvieron compuestas por una
concentracion minima inhibitoria del 2% de Neem, un 2% de regaliz y como control positivo
utilizé 0,2% de clorhexidina. Dando como resultado y comparando los productos utilizados en el
presente trabajo manifestd que S. mutans es susceptible al de Neem y clorhexidina a un
porcentaje del 0,2 pg/mL o superior, no obstante, Lactobacillus es receptivo a los enjuagues de
Neem y clorhexidina cuando la concentracion es de 1,6 pg/ml o mas. Sanguis fue sensible a los
colutorios de clorhexidina desde de 25 pg/ml, y al Neem desde 50 pg/ml en adelante. A.
naeslundii es susceptible a los enjuagues de clorhexidina y Neem desde una concentracién de 1,6

pg/ml en adelante.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Primero:

El extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem) no demuestra mayor accion
antibacteriana que el gluconato de Clorhexidina al 0,12% con cloruro de cetilpiridinio
0,05% frente a Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas de estudio.
Segundo:

El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 25% no demuestra accion
antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas de
estudio.

Tercero:

El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 75% si demuestra accion
antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas de
estudio. Segun Escala de sensibilidad de Duraffourd, Porphyromonas gingivalis fue
sensible (+) al extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 75%.

Cuarto:

El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100% si demuestra accion

antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas de
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estudio. Segun Escala de sensibilidad de Duraffourd, Porphyromonas gingivalis fue
sensible (+) al extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100%.

Quinto:

El gluconato de Clorhexidina al 0,12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05% si presenta
accion antibacteriana frente a Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas
de estudio. Segun Escala de sensibilidad de Duraffourd, Porphyromonas gingivalis
mostré mucha sensible (++) a la Clorhexidina de 0,12% con cloruro de cetilpiridinio
0,05%.

Sexto:

El extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem) al 100% presenta accion
antibacteriana similar a la Clorhexidina de 0,12% mas CPC 0,05% frente a
Porphyromonas gingivalis, in vitro, las 24, 48 y 72 horas de estudio. Sin embargo, los
extractos del Azadirachta indica (Neem) del 75% y 25% manifestaron accion
antibacteriana inferior que la Clorhexidina 0,12% mas CPC 0,05% frente a

Porphyromonas gingivalis, in vitro, en los tres tiempos evaluados.
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5.2. Recomendaciones

Se sugiere continuar con mas estudios de la planta de Azadirachta indica (Neem) para
seguir comprobando la accion antibacteriana, antifungica, si se desea conseguir un
producto o una alternativa potencialmente natural y eficaz contra microorganismos

orales.

Se sugiere desarrollar adicionalmente estudios destinadas a evaluar la eficacia de este
extracto etandlico del Neem en diferentes presentaciones y varias concentraciones,
porcentajes, con el fin de encontrar y establecer la cantidad 6ptima requerida para

combatir cepas periodontales en especial la P. gingivales.

Se recomienda realizar investigaciones in vivo con el fin de evaluar la citotoxicidad de
manera precisa. Asi mismo, se debe examinar las posibles reacciones adversas y efectos
secundarios y como el uso prolongado, alteracién en el gusto y la cavidad oral, tales

como los efectos de la Clorhexidina.

Se recomienda ampliar el alcance del trabajo, abordando la exploracion de la posibilidad
de una accion sinérgica entre las sustancias del extracto etandlico del Azadirachta indica,
la clorhexidina mas CPC, incorporando otras opciones terapéuticas o farmacos destinados

a detener el avance de la enfermedad periodontal.
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Anexo N° 1: Matriz de consistencia

Titulo “ACCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Azadirachta indica (NEEM) EN COMPARACION CON

EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% CON CLORURO DE CETILPIRIDINIO 0,05% FRENTE A LAS

CEPAS DE Porphyromonas gingivalis. ESTUDIO IN VITRO. LIMA. 2023”

Formulacion del problema Obijetivos Hipotesis Variables Disefio metodoldgico
Problema general Objetivo general Hipotesis general
¢Existe diferencia en la accidn antibacteriana in | Evaluar la diferencia en la accién Variable Tipo de investigacion

vitro entre el extracto etan6lico del Azadirachta
indica (Neem) comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio al 0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023?

Problemas especificos

¢Cual es la accién antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem)
al 25% sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72
horas?

¢Cual es la accién antibacteriana in vitro del
extracto etanolico de Azadirachta indica (Neem)
al 75% sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72
horas?

¢Cual es la accién antibacteriana in vitro del
extracto etanélico de Azadirachta indica (Neem)
al 100% sobre las cepas de Porphyromonas

antibacteriana in vitro entre el extracto
etanolico del Azadirachta indica (Neem)
comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con CPC al 0,05%
sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis. Lima- 2023.

Objetivos especificos

Determinar la accion antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 25% sobre
las cepas de Porphyromonas gingivalis,
Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accién antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 75% sobre
las cepas de Porphyromonas gingivalis,
Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Determinar la accién antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de

Hi: El extracto etan6lico de Azadirachta
indica (Neem) tiene mayor accion

antibacteriana in vitro comparado con el
gluconato de Clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las

cepas de Porphyromonas Gingivalis, Lima.

2023

Ho: El extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) no tiene mayor accion
antibacteriana in vitro comparado con el
gluconato de Clorhexidina al 0,12% con
cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre las

cepas de Porphyromonas Gingivalis, Lima.

2023
Hipotesis especificas

Hi': Existe accion antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

independiente:

Extracto
etanolico de
Azadirachta
indica.

Gluconato de
clorhexidina con
cloruro de
cetilpiridinio.

Variable
dependiente:

Accion
antibacteriana

Variable
interviniente:

Aplicada.

Método de investigacién
Hipotético — deductivo
!Enfoq_ue d_e la
investigacion

Cuantitativo

Disefio de la investigacion

Experimental in vitro,
transversal y longitudinal.

Poblacion
Placas agar con cepas de
Porphyromonas gingivalis

Muestra

Constituida por 15 réplicas
de cada una de las cinco
sustancias de prueba para
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gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72
horas?

¢Cual es la accidn antibacteriana in vitro del
gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro
de Cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023 dentro
las 24, 48 y 72 horas?

¢Cual es la accién antibacteriana in vitro del
extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem)
al 25%, 75% y 100% comparado con el
gluconato de clorhexidina al 0,12% con cloruro
de cetilpiridinio al 0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023 dentro
las 24, 48 y 72 horas?

Azadirachta indica (Neem) al 100%
sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48
y 72 horas.

Determinar la accion antibacteriana in
vitro del gluconato de clorhexidina al
0,12% con cloruro de Cetilpiridinio
0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, estudio in
vitro, Lima- 2023 dentro las 24, 48 'y 72
horas.

Determinar la accion antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de
Azadirachta indica (Neem) al 25%, 75%
y 100% comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio al 0,05% frente las cepas de
Porphyromonas gingivalis, - estudio in
vitro, Lima- 2023 dentro las 24,48 'y 72
horas.

Ho: No existe accidn antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi% Existe accion antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accidn antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 75% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi?: Existe accion antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accion antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 100% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Hi*: Existe accion antibacteriana in vitro
del gluconato de clorhexidina al 0,12%
con cloruro de cetilpiridinio 0,05% sobre
las cepas de Porphyromonas gingivalis,
Lima- 2023, dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accidn antibacteriana in
vitro del gluconato de clorhexidina al

Tiempo

la efectividad
antimicrobiana frente a
Porphyromonas gingivalis
(ATCC 33277) con un
total de 75 réplicas.
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0,12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05%
sobre las cepas de Porphyromonas
gingivalis, Lima- 2023, dentro las 24, 48 y
72 horas.

Hi®: Existe accion antibacteriana in vitro
del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100%
comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.

Ho: No existe accion antibacteriana in
vitro del extracto etandlico de Azadirachta
indica (Neem) al 25%, 75% y 100%
comparado con el gluconato de
clorhexidina al 0,12% con cloruro de
cetilpiridinio 0,05% sobre las cepas de
Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023,
dentro las 24, 48 y 72 horas.
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Anexo N° 2: Instrumento

Medicion de halos de inhibicion de las sustancias de prueba frente a
Porphyromonas gingivalis a las 24 horas

Gluconato
de
Clglrgelegi/lona Azadirachta | Azadirachta | Azadirachta Suero
N° Replica | con éloruro indica al indica al indica al fisiol6gico
> & 25%. 75%. 100%. al 0,9%
cetilpiridinio (control -)
0,05%
(control +)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
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Medicion de halos de inhibicién de las sustancias de prueba frente a
Porphyromonas gingivalis a las 48 horas

Gluconato
de
clg:’gefzug%na Azadirachta | Azadirachta | Azadirachta Suero
N° Replica | con éloruro indica al indica al indica al fisiolégico
P 25%. 75%. 100%. al 0,9%
o (Control -)
cetilpiridinio
0,05%

(control +)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
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Medicion de halos de inhibicion de las sustancias de prueba frente a
Porphyromonas gingivalis a las 72 horas

Gluconato
de
Clglrgeletg/lona Azadirachta | Azadirachta | Azadirachta Suero
N° Replica | con éloruro indica al indica al indica al fisiol6gico
> . 25%. 75%. 100%. al 0,9%
cetilpiridinio (Control -)
0,05%
(control +)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
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Anexo N° 3: Certificados de validez del instrumento

VALIDACION DEL INSTRUMENTO

Wy

Universidad
Norbert Wiener

L. DATOS GENERALES

VALIDACION DE INSTRUMENTO

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Mg. Esp. Marroquin Garcia Lorenzo Enrigue
1.2 Cargo e Institucién donde labora: Docente de la UPNW.
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos.
1.4 Autor{es) del instrumento: Viviangelli Vanessa Rosas Benites.
1.5 Titulo de ia Investigacion: “"Accidon antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta Indica (Neem)

en comparacion con el gluconato de clorhexidina al 0.12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05% frente a

las cepas de Porphyromona Gingivalis. Estudio in vitro. Lima. 2023"

Il. ASPECTO DE LA VALIDACION

Deficiente Baja Regular | Buena Muy
CRITERIOS 1 2 3 4 buena
5
Es1a formulado con lenguaje
1. CLARIDAD apropiado. X
Esia expresado en conductas
2. OBJETIVIDAD chaanrablas: X
Adecuado al avance de la dencia
3. ACTUALIDAD y tecnologia X
4. ORGANIZACION Existe Una organizacion 10gca. X
SUFICIENC Compeende los aspectos de
= i cantidad y calidad en sus lems. =
Adecuado para valorar aspectos
6. INTENCIONALIDAD | del desarrolio de capacdades X
vas
Alineado a los objetivos de la
7. CONSISTENCIA Investinaciin v metodolonia. X
Entre los indices, indicadores y
8. COHERENCIA tia cRmanelonad’ X
9. METODOLOGIA La satrainpia feaporida 3 X
- propésito del estudio
El mstrumento es adecuado al tipo
10. PERTINENCIA de Investigacion. X
CONTEO TOTAL DE MARCAS
(realice el conteo en cada una de |as calegorias de 10
la escala)
A B c D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + {2xB) + {3xC) + (4xD) + (SxE) = 4{10)/50=0.8

II. CALIFICACION GLOBAL (Ubique el cosficiente de validez oblenido en el Intervalo respectivo y marque con un
aspa en el circulo asocado)

.

Categoria Intervaio
Desaprobade <> | 000-050]
Obsarvado o <0,60 - 0,70}
Aprobado ._/ <0,70 - 1,00]

OPINION DE APLICABILIDAD: Aplicable

24 de julio del 2023

AR wrf.

Firma y sello
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N/

Universidad

Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO

I. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Dr. CD. Rail Rojas Ortega

1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docente de la Universidad Norbert Wiener
1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacion: Ficha de recoleccion de datos
1.4 Autor del Instrumento: Viviangelli Vanessa Rosas Benites

1.5 Titulo de la Investigacion: Accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachta indica (NEEM) en
comparacion con el Gluconato de Clorhexidina al 0.12% con cloruro de Cetilpiridino 0.05% frente a las
Ceps de Porphyromonas gingivalis. Estudio in vitro.Lima.2023

Il. ASPECTO DE LA VALIDACION
CRITERIOS Deficiente | Baja | Regular | Buena | Muy buena
1 2 3 4 5
1. CLARIDAD Esta formutado con lenguaje aproplado X
2. OBJETIVIDAD Esta expresado en conductas observables. %
Adecuado al avance de la cencia y
3.ACTUALIDAD tecnologia X
4. ORGANIZACION Existe una organizacion gica. x
Comprende los aspecios de cantidad y
5. SUFICIENCIA calidad en sus tems %
Adecuado para valorar aspectos ded
& NTERANALIMD desarrollo de capacidades cognoscitivas. A
Alineado a los cbjetivos de ka investigacion
7. CONSISTENCIA y metodologia X
Entre los Indices, ndicadores y |as
8. COHERENCIA dim . X
9. METODOLOGIA La esftoabegla responde al propbeito del p
El Instrumento es adecuado al tipo de
10. PERTINENCIA Investigacis X
CONTEO TOTAL DE MARCAS (realce el conleo en
cada una de |as categorias de la escala) A 8 c b €

Coeficiente de Validez = {1xA) + (2xB) + (3xC) + (4xD) + (SxE) = 48=0,96
50
lIl. CALIFICACION GLOBAL {Ubigue & cosficiente de validez abtanido en &l intervalo respective y marqus con un

Bspa en &l circulo asociado)

Categoria Intervalo
Desaprobado > [0,00-0,60
Observado D <0,60-0,70
Aprobado < <0,70-1,00

IV. OPINION DE APLICABILIDAD:

Instrumento aplicable

25 de Julio del 2023

oy

» ! 4

/54

IO’

Firma y sello
COP: 14%6
DNI: 07761772
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W

Universidad
Norbert Wiener

VALIDACION DE INSTRUMENTO
L. DATOS GENERALES

1.1 Apellidos y Nombres del Experto: Mg. CD. Edwin R. Chumpitaz Jauregui

1.2 Cargo e Institucion donde labora: Docenta de la UPNW.

1.3 Nombre del Instrumento motivo de evaluacién: Ficha de recoleccion de datos.

1.4 Autor(es) del Instrumento: Viviangelli Vanessa Rosas Benites.

1.5 Titulo de la Investigacion: "Accion antibacteriana del extracto etandlico de Azadirachla indica (Neem)
en comparacion con el gluconato de clorhexidina al 0.12% con cloruro de cetilpiridinio 0,05% frente a
las cepas de Porphyromona Gingivalis. Estudio In vitro. Lima. 2023"

Il. ASPECTO DE LA VALIDACION

Deficiente | Baja | Regular | Buena | Muy
CRITERIOS 1 2 3 4 buena
5
Esta formwlado con lenguaje
1. CLARIDAD aavteads X
Esia expresado en conductas
2. OBJETIVIDAD dhéervabiis’ X
Adecuado al avance d2 la clencia
3. ACTUALIDAD { Jecnogle
4. ORGANIZACION Existe una organizacion logica. X
Comprende os aspectos de
5 SUFCENGIA cantidad y calidad en sus Rems. *
Adecuado para valorar aspectos
6. INTENCIONALIDAD | del desarrolio de capacidades X
cOoQnoscitivas.
Alineado a los objetivos de 1
7. CONSISTENCIA | i1 catigacion y metodologia. X
Entre los indices, indicadores y
8. COHERENCIA kgl X
La estialega responde &l
9. METODOLOGIA inplelis dal sikto X
El nstrumento es adecuado al tipo
10. PERTINENCIA 8 Inveiicién X
CONTEOQ TOTAL DE MARCAS
(realice el conteo en cada una de kas categorias de
la escala)
A B c D E

Coeficiente de Validez = (1xA) + (2xB) + {3xC)  (4xD) + (SXE) = 4{4)+5(6) = 9.2
50

1IL. CALIFICACION GLOBAL (Ubigue el cosficiente de validez obtenido en el intervalo respectivo y margue con un
aspa en el circulo asecado)

Categoria Intervalo

Desaprebado CD [0.00-0,60]
Observado < | <b60-070]

Aprobado X <0,70-1,00}

IV.  OPINION DE APLICABILIDAD:

24 de julio del 2023

Firma y sello




Anexo N° 4: Constancia de exoneracion de revisién

‘ ' COMITE INSTITUCIONAL DE ETICA PARA LA

Universidad INVESTIGACION
Norbert Wiener

Lima, 17 de setiembre de 2023

Investigador(a)
Viviangelli Vanessa Rosas Benites
Exp. N°: 0961-2023

De mui consideracion:

Es grato expresarle mi cordial saludo y a la vez informarle que el Comité Institucional de
Etica para la investigacion de la Universidad Privada Norbert Wiener (CIEI-UPNW)
acuerda la Exoneracion de revision del siguiente protocoloe de estudio:

e Protocolo titulado: “ACCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE AZADIRACHTA INDICA (NEEM) EN COMPARACION
CON EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% CON CLORURO
DE CETILPIRIDINIO 0,05% FRENTE A LAS CEPAS DE
PORPIHIYROMONAS GINGIVALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA. 2023"
Version 01 con fecha 23/08/2023.

El cual tiene como investigador principal al Sr(a) Viviangelli Vanessa Rosas Benites
Es cuanto informo a usted para su conocimiento y fines pertinentes.

Alenlamente,

Yenny Marisol Bellido Fuentes
Presidenta del CIEI- UPNW

Avenids Arequipa 430

Universidad Privada Norbert Wiener

Teléfono: T06-5555 anexo 1286.3287 Cel. 981000698
Correo-gomite etica@ uwicnoredy pe

7
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Anexo N° 5: Informe de resultados

,"'f" Scientific

o

-~

Quality

We penverove It

INFORME DE ENSAYO N2 $SQ231020.01

SOLCITUD DE ENSAYD

DIRECOON DEL SOLCITANTE
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA
PROCEDIMENTO DE MUESTREQ

DENTIRCACKN DE LA MUESTRA

CANTIDAD ¥ DESCRPCION DE LA MUESTRA

: SOE 231006.01

¢ VIVIANGELLI VANESSA ROSAS BENITES

: Nondc2

¢ Proporcicnado por el laboratodo Scentfic Qualty SAC

¢ Nospics

¢ M1 Guconato de dorhaxding al 0,12% y CPC 0,05% 1V
M2: Exiracio etandhoo de Aradivrachfa indica ol 25% 12
M3 Extracio standico de Azadiracha ndice 8l 75% @
M4 Extracio efandiicn de Arsdirachs indics &) 100% &
M5: Suero fsiolégoo o 0,9%

¢ M1 Un (01) ¥asco de 150mL
M2: Un {01) #asco de 20mL
M3; Un {01) ¥asco de 20ml
M4: Un {01) frasco de 20ml
M5: U (01) frasco de 100mL

LUGAR, FECHA Y HORA DE MUESTRED ¢ Noapica

FECHA Y HORA DE RECEPCION : D6 de octutre dof 2023/ 10:3Ch

CONDICIONES A LA RECEPCION ¢ Temparatum ambiens

FECHAS DE INICI0 DEL ANALSE ;06 de ochutee dof 2023

FECHAS DE TERMIND DEL ANALISS t 19 de octubve del 2023

FECHAS DE EMISION 4 20 de octubve del 2023

RESULTADOS DE ENSAYD NICROSIOLOGICO: ANTESOORAMA
mbtm-hsnm:mtn:.;w*ﬂﬁlmwn
rm- ¥ Shcoun & iz Skt e o o By el - Sare.
LRy CPC AN u::‘-.: _;l“!lm- “i‘&l o

1 1394 100 13 144 8,80
2 1954 0.08 % 1202 .20
3 17.86 .00 16 1044 2,80
4 16.34 0.08 [0 11,38 .20
5 1167 .00 958 10,39 2,80
3 12% 008 1.4 354 9,20
T 19,70 000 928 1428 050
8 1138 008 823 10.5¢ 130
9 1005 000 818 14,58 250
" 15,78 000 969 13 850
1 10,49 008 10.03 1148 130
12 335 000 528 1478 2,00
1 1024 000 a3 384 050
" 118 008 938 1140 8,20
13 17.36 000 10.82 1346 280

L M 3 L S CORMIGOCTNA SO 3 M R Syl | L SELN e O e SSI TG sk LTRACOA D6 SO WD G ST BN TS § GO0E OB 38 S G5 Se20C M 4
SLEAL S & Padoe Ouade EEDGS B OOGEGON M G DAE SN et AR W aoncma st oo BOCNTEIC QUALITY AAL s S s & #0 OG0 3 Swern M CAlleS & Wi et e
WP 5 NGRSO A BASARLEN G RN el & B A

AO1-PI3-A. Ve O Pigna 1603

P numtuu-u-a'amuixa' Pactacarsat Vil El Sabeasee. Lista.
Lo M5 AT, 3 | wewscunilicgualty oy
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Anexo N° 5:

."a‘

Informe de resultados

Scientific
Quality

We gemerane rruer

INFORME DE ENSAYO N2 5Q231020.01

Halo de lndabicidn de lad sustascies e prochs besls & Poplyromones glegrals ATCC 33277 e
§* Reples on e atros (men] & les &3 borks e agar Schaddier srviguecdn
gl T O T I
8.47% y OPC B2vs e -~ s gl 't
1 1878 0.00 630 1431 0.09
2 8.4 0.00 (L] 120 000
3 1715 0.00 7,78 10,33 0.00
4 16.04 0.00 799 1.9 0.09
3 11,53 0,00 3.5 10.2% 1.9
[ 12.33 0.00 1134 534 i
T 19.59 L) 8,16 1,13 0.00
L} 1,24 om 518 1047 a0
9 998 em 808 1"e L
10 1561 .00 958 1.9 0.00
1" 3w om a9 1 .00
12 938 em 8,16 1,67 .99
13 1043 0.0 372 am .08
14 15,40 om 386 1.2% e
15 1781 o 1063 13322 a0
Haks e inbibicitn fa las watancies e prushid frente 8 Farpiyrancess gingiveds ATCC 33277 en
. e
placa Pyt | Wt Ghcanalade wacs % P S, ooy
lml:l v mbcs s ntca st | domtractes b o e i
1 1868 200 8,79 14.% 250
2 19,32 200 328 118 200
3 1741 208 152 1027 880
4 1595 200 156 19,08 2,00
5 11,46 0208 344 1.9 2,00
& 1222 .00 1128 3,70 280
7 1947 200 905 10 8,60
8 1.9 000 806 10.% 200
9 3,85 e 734 1nu 290
® 1552 108 947 1158 £.50
1 3,26 i a5 1126 .00
n 37 e 305 1.9 290
13 nun 200 981 840 20
“ 1328 200 978 1.4 3,00
13 178 e 10,53 1220 250

L TS G A MG SOMMINETIN GG 8 L] W L) S | L3 MATATY IO G WIS e DPICAGAD G SN TAEAD GO0 ROTHE 3 PG § M SMTACHD) 4 haSeTE 06 LMAZ 3 4
ST g U s Cuadh PTIRLE B NP IOLE S L R S et KA S RECATE A 50 HANTEIC QAT GAL U G ¢ e OO M s ST SIS & B SER R
PO ) gt e SAGOACEOME P ) O B TR

FOL-PO3AL. Ve 01 Plgraloe?

fo o M2 Nlow t Bacio 4 Sector 2. Parceis-Scbparcels B.
Teoe 9835647 larres simt e

Pachacamas Vile E Satwadec. Lima
sy 0 weesckeSicguaity sy
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Anexo N° 5: Informe de resultados

Scientific
Quality

W grwerane rrusy

INFORME DE ENSAYO N2 SQ231020.01

NETODOS DE ENSAYD

ANTEI00RAMA SO-100 TECNACA OE DIFUGHON SN AGAS EN PLACAS »
CESERVACIONES:

(1) Mantn Pade Ad - ntaasive cans” F Y OS2005

12] S proath segin o Procedwrent S¢ SEboace S0 LVt wledico dé AneSidhl ndcs N° S0 001 062015 Fecha de prgaaciin 0109202

(31 S prepash a0 o boakvo Scundfc Qually SAC. wgle s procedomnion
(4) Banay et M8cu0 08 Escalivie N [20%5) Senadbaad cv Lt GOpes y Lt Mbooes fante o 20000 el 08 Covos coclen. REBIOL 38(1) 38-44

Ermse - Ana

L MAAAE 30 D OB TGO MG 3 AL Ml AT | L AN T DO e AR SO S DT 08 ORI e e 3 T (AT S5 S8 MR R 6 el B R
SR G B POACS D PONEGE B MO0 ST O DOE 3 ete (AETA W R eetn 5t WAMTETU QAT SAL 4 a0 i & i il 30 et (T ialied £ BE.CETIA
D L o R ST R )

FOLPIIL Vet 01 Pigralded

T Me N Lok 1. Banio 4 Sectoe 2. Parcela Subpaceels B. Pachacarsac. Vila E1 Baleader. Lina
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Anexo N° 6: Certificado de bacteria en estudio Porphyromonas gingivalis

Cestéicate of Analysis: Lyophiized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Porpiyromonas gingrvalis Quality Control Technologist: ¥iashia L Negen
Catalog Number: 0512 Roloase Date: 202212112

Lot Number: 912.76**

Reference Number: ATCCE 33277V
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 202410731

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, transparent colonies that become brown with age. AR SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative rod, pleomorphic baciBary to coccosd forms. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)
See attached |D System results document.

“[Lw‘«»i—/vﬁfﬁ

Amanda Kuperus
Dérector of Quality Contral
AUTHORIZED SIGNATURE

“Dedamer The last digit(s) of he jot number appeanng on the product labe and packing sip ane menely & packaging event number. The kot number displayed
o0 this cortficaie i he actual base ot ramber

Refor 10 the endlosed uct insort for iInstroctions, tended wse and information.
Indnddual products ane traceatse (o 3 recognied culiure collection
(1) These lests are accredited o SESONEC 17025

TESTING CEHT #20355.00

ATCC L . ") The ATCC Licensed Dervative Emblam, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademaris of
\ m:’m"“'u ’ ATCC. Microbiologics, Inc is licensed 10 use these Yadersarks and 10 sel products derved from ATOO® oultures.

MASARE L AN RLAL MRO DR
s e

© 2012 Microbiclogics, Ine. Al Rights Resened. 200 Cooper Avenue North Saint Cioud, MN 55303 Faga 1ol 1 DOCZes
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Anexo N° 6: Certificado de bacteria en estudio Porphyromonas gingivalis

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 (+) Yeliow
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 |dentical to the best match, (2) a
iow-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 malch is a high-
or low-confidence |dentification. The second-best match is (1) a high- or low-confidence
identification in which genus s identical 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:

2022-12-07T10:55:25.430 MCV

Applied MSP Library(les): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Fllamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
D5 (+++) (A) 912-76 Porphyromonas ginglivalis
Comments:
[N/A |
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Anexo N° 7: Constancia de recoleccion de datos

‘\.0

Scientific
Quality

We penerote truss

CONSTANCIA

Dra. Brenda Vergara Pinte

Directora

EAP. Odontologia — Universidad Norbert Wiener
Presente.

Estimada Doctora:
Es grato dirigirme a usted para comunicarle gue 1a sefiorita VIVIANGELLI VANESSA ROSAS BENITES

con DNI 73690641, bachiller en Odontologia de la EAP. que Ud. dirige, realizd las pruebas
microbiolégicas del estudio experimental in vitro titulade: “ACCION ANTIBACTERIANA DEL
EXTRACTO ETANOLICO DE AZADIRACHTA INDICA (NEEM) EN COMPARACION CON EL
GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% CON CLORURO DE CETILPIRIDINIO 0,05% FRENTE A
LAS CEPAS DE PORPHYROMONAS GINGIVALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA. 2023*. Dicho estudio
corresponde 2 su tesis para obtener &l titulo de Cirujano dentista.

Toda la experimentacion y recoleccion de datos fue realizada entre los dias 06 de octubre al 19 de
octubre del presente afo y fue supervisado en su totalidad por mi persona, cumpliendo con todos
b 10s protocolos de bioética, bioseguridad y control de infecciones requeridos.

" Sin otro particular.

Alentamente

Lima, 20 de octubre del 2023

Pomccioe Me N Lot 1 Bavio & Sector 2. Parcels-Subpercea B. Agng. Packacasuce. Vills El Sabvador. Livs.
ol 999 585 642 Dot dacnncn wbocsttrie@ncuotiicqualty ong. 0l wwescntificgaally. org
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Anexo N° 8: Constancia de eliminacion de material de ensayo biocontaminado

a Scientific
Quality

We generote trust

CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY S.AC. hace constar gque se ha eliminado adecuadamente los
residuos bioldgicos del trabajo de Tesis “ACCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE
AZADIRACHTA INDICA (NEEM) EN COMPARACION CON EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL
0.12% CON CLORURO DE CETILPIRIDINIO 0,05% FRENTE A LAS CEPAS DE PORPHYROMONAS
GINGIVALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA. 2023" como Indica nuestro Instructivo de Tratamiento de
material contaminado del Laboratorio de microbiologia 103-P02-1L, el cual indica que los materiales
de ensayo biocontaminados se dividiran en materiales de vidrio y descartables. Ambos serdn
colocadaos, por separado, en bolsas de riesgo biologico y se colocaran en la autoclave para su proceso
a 1212C por 30 minutos.

Luego del proceso de autoclavado, los materiales de vidrio se lavardn y pasaran controles de calidad
para ser reutilizados. Con respecto al material descartable, al haber sido minimizado, tratado,
eliminando el riesgo significativo; se realiza su disposicién final como residuo sdlido municipal
segun Ley N® 27314, Ley General de Reslduos Salidos. Titulo IV. Articulo 27, inciso 2, el cual dice:

27.2 Lo prestacion de servicios de residuos sélidos por pequefias y microempresas estord
" restringida o los residuos dei dmbito de Jo gestidn municipeV, conforme a las disposiciones
reglamentarias que ol efecto se dicten para promover su participacion ”.

Lima, 20 de octubre del 2023

Drnecios Me NLots 1 Burie 4. Secter 2 Parcels Scbpersels B Agrup. Pechacanac Ville B Sabvador. Lima
Teie MBS Do sncin o laboratorio@scient ogualiy arg Wil wew sturtifie qualig org
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Anexo N° 9: Procedimiento de elaboracion del extracto etandlico de Azadirachta indica

aa Scientific
» Quality

We geserate prum

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Azadirachta indica

N®SQ 001.09-2023

k 3

Equipos

VYYVY

N

YYVYYVYYY

Estufa microbioldgica
Refrigeradora
Balanza digital
Ucuadora

aterinles

75g de hojas de Azadirachts indica (Neem)
Frasco de vidfio &mbar de S00mL

Viales de vidric dmbar de 20mL

Pinza de acero inoxidable

Alcohol de 70% y 96%

Embudo de vidrio de 8mm de didgmetro

Papel de filtracion Whatman N2 1, N92 y N* 41

Procedimivato

La metodologia de extraccion para las hojas de Azodirachto indica consistid en ko siguiente.

1

2,

3

Seleccion: El material vegetal que <& utilizd, consstio en hojas de Azodirachia indico, que estaban
libres de manchas y perforaciones por insectos (1)

Secado. L4 hojas seleccionadas de Azadirochto indica fue de forma independiente fueron
secadas en estufa a 50 2C (2) Gurante 8 horas.

Molienda: Posterionmente se procedid o realizar |a molienda del material vegetal seco en una
licuadora convendonal hasta gue se pulverizd todo ¢l material (1).

Pesado. A partir ded polvo obtenido, se pessron 75 g y s colocd en un frasco de vidrio &mbar de
capacidad de S00 mL con tapa para proteger el préparada de luz (2).

Maceracion: Luego se |e agrego el solvente extractor que consistid en etanol absoluto (969) y s
procedio & la obtencidn del extracto etandlico mediante & método dé maceracion en agitacidn
contante durante dos semanas.

Filtracion: Después de las dos semanas. de maceracion e peoducto fue filtrada 3 veces, primero
con papel filtro Whatman N 41, y posteriormente con papel filtro Whatman N* 2 y N* 1 con lo
que se abtuvo & extracto filtrado (2).

Secado def filtrado: Dicho extracto se llevo a sequedad en 40%C por 8 horas, obténiéndose ¢l
extracto seco de Azodirochto indico &l cual fue pesado y colocado en viales de vidrio Ambar de
quedando fisto para su uso (1)

Preparacion de las concentraciones del extracto etandlico de hojas de Azodirochta indico
(NEEM)

A partir del extracto seco de Azodirochte indico (Neem), se realizaron diluciones en una mezcla
hidroalcohdlica de etanol al 70% obteniéndose concentracones 100% {1000mg/mi), 75%

Pigina 16 2

Do MLNLot 1 Baviod Sector 2 Paresls Subparcels 3 Agrp Pactecesue Vile B Sehvader. Lina
O MSNSER. Do ubarmsto@ecntSiouiitysrg 0 wwwstherificqualty oy
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Anexo N° 9: Procedimiento de elaboracion del extracto etandlico de Azadirachta indica

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DEL EXTRACTO ETANOLICO DE Azadirachta indica

NeSQ 001.09-2023

{750mg/mi) Y 25% (250/mL) (2). Cada concentracion fue colocada en un vial estéril de color dmbar
y tapado herméticamente y $& mantuvo en refrigeracion (52C) hasts & momento de su utilizacidn

{1).

control de bacterm: ﬁtop:tdgenas dei género Erwinia [lntemetl Agonomu Trop 61(2): 141-148,

2011. Disponible en: hilns =
2. Cano W. Efecto del extracto etandlico de Azadirachta indica (Neem ) sobre [a viabilidad in vitro de

Streptococcus mutans ATCC 25175 [Tesis para optar el Titulo Profesional de Cirujano Dentista).
Lima: Universidad César Vallejo; 2017.

Pigralde

enecie MeLat 1. Banke & Sacer 1 unko bporass 8. Agng. Fichicamie. Vi 6 Sehader .
T MAMSET, oo lrstsdo@ncknicquiiyery o wwwschmSfeouasly.oy

106



Anexo N° 10: Ficha técnica del estandar de sulfato de bario Mc Farland 0.5

MCcFARLAND BARIUM SULPHATE STANDARD

Standard di tarbidits per la preparazione di sospensioni di microrganismi.
Turbidity standard for preparing suspensions of microorganisms.

GA stanchand MeFarland vorgone: sl zaes comme standand & sodsadith
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Toelsichis,

G5 stanchard Me Farlasd vongionn prepaeati s iurgendo acido sollieion
ad una sOboricne sipaosa & Cuain di buaria.

La el poeta alla formaczione di prwcipino & wlfuto di tuno,
Por cuscun stanmiband McFaraond in tabedla 1 & rpontas G densta
coreispondenie express in cudlubeinl L conoeesasone ligtivica
digeende dalls eosione de mucsonganiesd. | valon riportati mells
Tl | raggweserrian valun medi o coscentasicos valid por §
Dattori. Por & liovit, cho huarnes dimensionm maggion, hisogea Svidoms
WS shenni nurmd g 30,

PROCEDURA

Prima dell'usn, agiane vigoemameme o stasdad & soelndo,

iR rand un vorks Mo co

Commpuararn L o itk Ui v sospeersiooe Datiorc s propasata alls
toelidhed dolio standand, in presena o une fuce adegu s
Aberrativiesonto. wtilizzan o dendant di webidits per calibrare us
Tuslsickenatns vhottrommwtticn

Liutilizon dogli stuslend Me Farfand comsente Lo proguarazions & inoculi
whamchandizzati o ubleziow nelle procedure per I'osicasione
shel ] antibicagramama

MoFarlaml wardanths am usnl ae bty standands s the prpaaton
of suspersions of o o dwal hs paarticuler apgiic tion in the

poripeeation of Dacses|wl inoeula Sor pedonming antimscodsal
wancnpesality westing

Turbidey slasdeth v propuaed Ly mmicing chemcals that procigetase 3o
Soren o sodution of seprodo it tuetuday.

Motarleod wanefarnths ase pvguard by g sulphork acid o e
argaocus suluan of oo chlonde, nitich sesuls in the formsson of 4
werngaery o] Bairi o sulpdente proscigutate,
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s roOrRans s The i 1 values bn falde | ropeisont averagy
widiars (o Conousstration valad fioe bacteds. For yeast, whath am Leges in
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jusst Dedion une.
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Anexo N° 11: Informe de Turnitin

NOMBRE DEL TRABAJO
Tesis

RECUENTO DE PALABRAS
14727 Words

RECUENTO DE PAGINAS
66 Pages

FECHA DE ENTREGA
Jan 2,2024 11:26 PM GMT-5

® 10% de similitud general

Reporte de similitud

AUTOR
Viviangelli Rosas

RECUENTO DE CARACTERES
79683 Characters

TAMANO DEL ARCHIVO
376.8KB

FECHA DEL INFORME
Jan 2, 2024 11:27 PM GMT-5

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada base

* 9% Base de datos de Intemnet
+ Base de datos de Crossref
» 3% Base de datos de trabajos entregados

@ Excluir del Reporte de Similitud

« Material citado

* 1% Base de datos de publicacicnes

« Base de datos de contenido publicado de Crossi

« Coincidencia baja (menos de 10 palabras)

Resumen
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Reporte de similitud

® 10% de similitud general
Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:
* 9% Base de datos de Internet * 1% Base de datos de publicaciones
+ Base de datos de Crossref « Base de datos de contenido publicado de Crossr
+ 3% Base de datos de trabajos entregados

FUENTES PRINCIPALES

Las fuentes con el mayor numero de coincidencias dentro de |a entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.

repositorio.uwiener.edu.pe 4%
internet
repositorio.unphu.edu.do 1%
internet
repositorio.ucv.edu.pe <1%

Internet

Maricielo Loyola Gil, Ana Maria Chian Garcia, Jaime Abelardo Polo Ga...

<1%
Crogsref
hdl.handle.net <1%
Intermnst
repositorio.uap.edu.pe <1%
int=2rmet
Universidad Wiener on 2022-11-12 <1%
Submittad works
researchgate.net <1%
intarmet

Descripcion general de fuentes
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Munerah S. BinShabaib, Shatha S. ALHarthi, Bashayer S. Helaby, Mana...

Crossref

Universidad Wiener on 2022-11-12
Submitted works

repositorio.uigv.edu.pe

internet

Universidad Wiener on 2022-08-23
Submitted works

Universidad Wiener on 2022-11-28
Submitted works

Universidad Wiener on 2023-10-22
Submitted works

HanWei Mei. “Experimental validation of inter-subspecific genetic diver...

Crossref

repositorio.unfv.edu.pe

internst

uwiener on 2023-01-20
Submitted works

scielo.org.pe

internet

Reporte de similitud

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1%

<1°/o

<1%

<1%

<1%

Descripcion general de fuentes
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Anexo N° 12: Informe del asesor

INFORME DEL ASESOR

| 3 i ]
e CODIBO: UPNW GRA-FOR-014 B PECHA: | JOS/2040
POttt Wienres e . ey REVIUON O3 1305203

Lima, 15 de diciembre de| 2023

Dra. Esp. Brenda Varpara Pinto

(Grado academico) {Nombres y apellidos del Director(a) de la EAP o EPG)

Directora de la EAP de Odontologia (o EPG) de Ia Universidad Privada Norbert Wiener
Praczente.-

Prasente.-
De mi especial consideracion:

Ez pgrato =expresarle un cordizl saludo y como Asesor de |3 Tesis  ftitulada:
“ACCION ANTIBACTERIANA DEL EXTRACTO ETANOLICO DE AZADIRACHTA INDICA
{NEEM) EN COMPARACION CON EL GLUCONATO DE CLORHEXIDINA AL 0.12% CON
CLORURO DE CETILPIRIDINIO 0,05% FRENTE A LAS CEPAS DE PORPHYROMONA
GINGIVALIS. ESTUDIO IN VITRO. LIMA. 2023", desarroliada por el egresado Viviangelii
Vanessa Rosas Benites; para la obtencion del Titulo Profesional de Cirujano dentista; ha sido
concluida satisfactoriamente.

Al respecto informo que se lograron los siguientes objetvos:

— Determinar Ia accion antibacteriana in vitro del extracto standlico de Azadirachta indica
(Neem) 3l 25%, 75% y 100% comparado con &l gluconato de clorhexdina 21 ,12% con
cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente [as cepas de Porphyromonas gingivalis, -
estudio in vitro, Lima- 2022 dentro I35 24, 48 y 72 horas.

— Determinar Iz accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 25% sobre Ias cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las
24 48y 72 horas.

— Determinar iz accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico d Azadirachta indica
(Neem) al 75% sobre Ias cepas de Porphyromonas gingivalis, Lima- 2023, dentro las
24 48y 72 horas.

— Determinar la accion antibacteriana in vitro del extracto etandlico de Azadirachta indica
(Neem) al 100% sobre ias cepas d= Porphyromonas gingvalis, Lima- 2023, dentro las
24 48y 72 horas.

— Determinar la accion antibacteriana in vitre del gluconate de clorhexidina al 0,12% con
clorure de Cetilpindinio 0,05% sobre Iss cepas de Porphyromonas gingivalis, estuedio in
vitro, Lima- 2023 dentro las 24, 48 y 72 horas.

Asi mismo, informo y doy conformidad de que se ha cumplide con los requisitos academicos
solicitados por Ia Universidad Privada Norbert Wiener, en torne 3 las politicas de originalidad y
conducias antiplagio, entre ellos 2l Procedimiento para 2l uso de softwars antiplagio, cumphendo
con los porcentajes de onginalidad establecido.

Atentamente,

Firma del Asesor

Mg CD. Sara Angelica Morante Maturans
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Anexo N° 13: Fotografias del ensayo

1. MEDIOSDE CULTIVOY REACTIVOS

Agar Schaedler Medio Tioglicolato Fluido

2. CEPAMICROBIANA E INSUMOS PARA ANTIBIOGRAMA

CEPA DE Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
EN MEDIO TIOGLICOLATO FLUIDO
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Tarjeta de comparacion visual para el estandar de turbidez McFarland

McFarland Equivalence Turbidity Standard
Visual Comparison Card

P .Ql0

ERIO-APD

“anHEXIDINA 0,12%
0.05%

PERIO-AID f
¥

CLORHEXIDINA 0,12%
+ CPC 0.05%

\\N

Gluconato de clorhexidina al 0,12%
y cloruro de cetilpiridinio al 0,05%.
Marca: “Perio.Aid-Intensive Care”

Suero Fisiologico al 0,9%
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Extracto etandlico de
Azadirachta indica al 100%

lis gific
@\c‘i_’f&gy
Macro eran6Lico ot

Ny h‘bﬂiﬁ,
\&M"

‘ “andad: 70mi !

Extracto etandlico de
Azadirachta indica al 75%

( »

Scientific
X
M“Tﬂnmml“

N 2¢hta indica al 7%
20! o

===

Extracto etandlico de Azadirachta indica al 25%0

114



3. Preparacion del agar

Pesaje del Agar Schaedler

Luego el frasco de agar Schaedler se esteriliza por autoclave y se estabiliza la
temperatura a 45°C en bafio termostéatico antes de su traslado en placas Petri.

115



4. Combinacion de agar Schaedler con Sangre desfibrinada y Vitamina K, en
esterilidad, luego, se vierte el agar Schaedler enriquecido en las placas Petri
esterilizadas con mechero de bunsen encendido

5. Realizacion de los pocillos antibiograma (5,5 mm de didmetro) con sacabocado
estéril en blanco en las placas de agar Schaedler enriquecido.

AGAR SCHAEDLER
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6. Preparacion del Extracto etanolico de Azadirachta indica (NEEM)

Plantas de Azadirachta indica Desecado de hojas de Azadirachta indica
(Neem) a 50°C por 8 horas en estufa

Hojas de Azadirachta indica
Deshidratadas
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Hojas deshidratadas y molidas de Azadirachta indica

Alcohol de 70% para diluciones Alcohol de 96% para maceracion
de Azadirachta indica de Azadirachta indica
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Maceracién de hojas deshidratadas y Filtracién de macerado de hojas de
molidas de Azadirachta indica Azadirachta indica en papel Whatman

Hojas molidas y maceradas de Azadirachta indica
después de filtracion

Secado de Hojas molidas, maceradas y filtradas de Azadirachta indica a 40°C
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Preparacion de concentraciones de extractos etandlicos de Azadirachta indica

7. Reactivacion de la cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277

Cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
liofilizada
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Reconstitucién de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 liofilizada en Medio
tioglicolato fluido en esterilidad del mechero de Bunsen

8. Preparacion suspension al 0,5 McFarland, a partir de cultivo en agar de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Comparacién con el estandar comercial Sulfato
de Bario 0,5 de Mc Farland.
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9. Inoculacién con hisopo estéril de la cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
a las placas de agar Schaedler enriquecido

10. Procedimiento de inoculacion de 15uL de las sustancias de prueba, en esterilidad,
frente al mechero de Bunsen.

10.1 Inoculacion a los pocillos antibiograma con Azadirachta indica al 100%

122



10.2 Inoculacion a los pocillos antibiograma con Azadirachta indica al 75%

10.3 Inoculacion a los pocillos antibiograma con Azadirachta indica al 25%
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10.4 Inoculacion a los pocillos antibiograma con Digluconato de clorhexidina al 0.12% y
cloruro de cetilpiridinio al 0,05%

10.5 Inoculacion a los pocillos antibiograma con suero fisiologico al 0,9%
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11. Colocacion de Placas Petri de agar Schaedler enriquecido inoculados con
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 y extractos etanolicos de Azadirachta indica y
controles de ensayo en jarra de anaerobiosis para su estudio a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion

12. Colocacion en la incubadora microbioldgica de las placas Petri con agar Schaedler
enriquecido inoculadas con Porphyromonas gingivalis (En jarra de anaerobiosis)
conteniendo los extractos etandlicos de Azadirachta indica y controles de ensayo en la
incubadora a 37°C por los periodos de tiempo de 24, 48 y 72 horas
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13. RESULTADOS

Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacaron del equipo y se midieron
con una regla Vernier digital y una lupa de 4 aumentos de un contador de colonias
microbiologico de fondo oscuro que dio contraste para observar detalladamente los
halos de inhibicion de los extractos etandlicos frente a Porphyromonas gingivalis

REGLA VERNIER DIGITAL

adl liochea indica 21 75%
¢ PLACA 3
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13.1. Fotografias de placa Petri con Agar Schaedler enriquecido con el extracto etanolico de
Azadirachta indica 100% de frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas

N : o .-é’r' //‘
/9
Azadirachta indica al 100% A
PLACA 2 ‘;‘-1-—

?

Azadirachto indica al 100% S/
PLACA 4 : /
\\ r 7/
- ‘, _‘7: - " .:Jn',./ |

¥
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13.2. Fotografias de placa Petri con Agar Schaedler enriquecido con el extracto etanolico de
Azadirachta indica 75% de frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas

Z8  AGARSCHAEDLER [

o

P W
,).ﬂ"'f' . ) ———
AGAR SCHAEDLER

]

k I Azadirachta indica al 75% |
PLACA 4 J

r
,-v'}’
S >
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13.3. Fotografias de placa Petri con Agar Schaedler enriquecido con el extracto etandlico de
Azadirachta indica 25% de frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas

A)
¥

)

&

y

=y

i

A J \ Azadirachta indica al 25%
Ny w \ PLACA 4 |

"4
A
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13.4. Fotografias de placa Petri con Agar Schaedler enriquecido con Digluconato de
clorhexidina al 0,12% vy Cloruro de cetilpiridinio al 0,05% frente a Porphyromonas

gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas

Clorhexidina al 0,12% +CPC 0,05%
PLACA 1

’ Clorhexidina al 0,12% +CPC 0,05%
{ PLACA 3

AGAR SCHAEDLER

Clorhexidina al 0,12% +CPC 0,05%
PLACA S

iA‘ ;

Clorhexidina al 0,12% +CPC 0,05%
PLACA 2

AGAR SCHAEDLER




13.5. Fotografias de placa Petri con Agar Schaedler enriquecido con Suero fisiologico al
0,9% frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas

!
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14. ELIMINACION DE RESIDUOS BIOCONTAMINADOS

- Se coloco los materiales biocontaminados incluyendo placas Petri, tubos de

ensayos con cultivo de Porphyromonas gingivalis en bolsas rojas especiales para

esterilizacion por autoclave.




Reporte de similitud

® 18% de similitud general

Principales fuentes encontradas en las siguientes bases de datos:

» 16% Base de datos de Internet » 3% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref » Base de datos de contenido publicado de
Crossref

* 12% Base de datos de trabajos entregados
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Las fuentes con el mayor nimero de coincidencias dentro de la entrega. Las fuentes superpuestas no se
mostraran.
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Descripcion general de fuentes


https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/9058/T061_75393669_T.pdf?isAllowed=y&sequence=1
http://dgsa.uaeh.edu.mx:8080/jspui/bitstream/231104/4518/1/ATD179.pdf
http://docplayer.es/55259062-Universidad-central-del-ecuador-facultad-de-odontologia-carrera-de-odontologia.html
https://portal.guiasalud.es/wp-content/uploads/2021/03/gpc_608_periodontitis.pdf
https://hdl.handle.net/20.500.12692/730
https://rpmi.pe/index.php/rpmi/article/view/22/746
https://www.researchgate.net/publication/349697030_Principales_Criterios_de_Diagnostico_de_la_Nueva_Clasificacion_de_Enfermedades_y_Condiciones_Periodontales
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