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RESUMEN

El objetivo fue determinar in vitro la capacidad antibacteriana del extracto
hidroetanolico de Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212. Metodolégicamente fue una investigacion de tipo cuantitativo de disefio
experimental verdadero. Las concentraciones evaluadas fueron 800 pg/mL, 900
pug/mL y 1000 pug/mL. Como controles se utilizaron clorhexidina 2% y solucion
salina fisiologica. EI método de disco difusion fue el utilizado para establecer la
capacidad antibacteriana del neem. Los resultados se expresaron como
diametro promedio de los halos de inhibicién de cada concentracion del extracto
evaluado. A la concentracion de 800 pug/mL el halo formado fue de 17,8 mm, a
los 900 pg/mL un halo de 19,4 mm y a los 1000 pg/mL un halo de 21,7 mm. Esta
concentracion fue la que mostré superior efectividad antibacteriana. Dichos
efectos fueron comparados con los 15,5 mm del halo formado por el control
clorhexidina 2%. Concluyeron que las tres concentraciones evaluadas del
extracto de Azadirachta indica (neem) presenta actividad antibacteriana contra
E. faecalis ATCC 29212. Existe diferencia significa (p<0,05) con el control

positivo clorhexidina 2%.

Palabras Clave: Azadirachta indica, neem, Enterococcus faecalis,

antibacteriano, in vitro.



ABSTRACT

The objective was to determine in vitro the antibacterial capacity of the hydro -
tanolic extract of Azadirachta indica (neem) on Enterococcus faecalis ATCC
29212. Methodologically it was a quantitative type investigation of true
experimental design. The concentrations evaluated were 800 ug / mL, 900 pg /
mL and 1000 pg / mL. As controls, 2% chlorhexidine and physiological saline
were used. The method of disco diffusion was used to establish the antibacterial
capacity of neem. The results were expressed as the average diameter of the
inhibition halos of each concentration of the extract evaluated. At the
concentration of 800 pg / mL the halo formed was 17.8 mm, at 900 pg / mL a halo
of 19.4 mm and at 1000 ug / mL a halo of 21.7 mm. This concentration was the
one that showed superior antibacterial effectiveness. These effects were
compared with 15.5 mm of the halo formed by the 2% chlorhexidine control. They
concluded that the three evaluated concentrations of the extract of Azadirachta
indica (neem) show antibacterial activity against E. faecalis ATCC 29212. There

is a difference (p<0.05) with the positive control chlorhexidine 2%.

Keywords: Azadirachta indica, neem, Enterococcus faecalis, antibacterial, in

vitro.
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INTRODUCCION

1.1.Realidad Problematica.

Los microorganismos inducen wuna variedad de infecciones vy
enfermedades en el cuerpo humano y son en gran parte omnipresentes
en la naturaleza de la contaminacion, lo que directa o indirectamente

conduce a la transmisién de agentes infecciosos.!
A nivel internacional

Mittal en su articulo (India, 2021) Refiere que E. faecalis es un coco
grampositivo y facultativo anaerobio que puede sobrevivir a pH extremos
(9,6), concentracion de sal y a una temperatura de 60 °C por el tiempo de
30 min. Desempeiia un papel en la formacion de lesiones perirradiculares
después del tratamiento endodontico. A pesar de todo el proceso de
desinfeccidn, lo que llamamos este patdgeno persistente puede sobrevivir
en las raices.?

Segun lo que dice Singaravelu S. en su articulo (Cameran, 2019) Se
refiere al hecho de que la resistencia a los antibidticos se ha convertido
en una preocupacion mundial, y encontrar alternativas mas nuevas y
seguras a los medicamentos existentes es la primera opcion, porque la
recuperacion de ciertos tipos de infecciones es completamente perjudicial

para las bacterias.®

Segun Joy Sinha en su articulo (Estados Unidos, 2017) Describe que,
debido a una gran cantidad de bacterias, resulta imposible trabajar en un
ambiente estéril, por las complicaciones que estas demandan en el trabajo
clinico. Los procedimientos de control de infecciones son esenciales para

la odontologia moderna y tienen un impacto en los resultados clinicos.*

Cuando habla Anand S en su investigacion (Malasia, 2016) sobre los
procedimientos de endodoncia dice que son uno de los tratamientos mas
comunes realizados en el quiréfano dental.> Entonces de todos los
patégenos endodonticos, E. faecalis se encuentra cominmente en las
infecciones primarias y persistentes del conducto radicular.® Es una
bacteria anaerobia facultativa Gram-positiva, que es resistente a varios

procedimientos de desinfeccion.’

-10 -



Ademas, Hugar S. (India, 2017) Nos dice en su articulo cientifico que la
cavidad oral humana tiene variedad de microorganismos, comensales
como también patégenos, aquellos microorganismos patdgenos son los
gue ocacionan las infecciones. Debido a la variedad y gran cantidad de
bacterias resulta inviable trabajar en un entorno estéril. Los
procedimientos de control de infecciones son muy importantes para la
odontologia de ahora y tienen gran impacto en los resultados clinicos.*

A nivel nacional

Segun Arevalo Hijar (Lima, 2018) Hace referencia que en la cavidad oral
humana existe una amplia variedad de microorganismos, tanto
comensales como organismos patdégenos, y estos microorganismos
patégenos son los que causan las infecciones. Debido a la compleja
anatomia del conducto radicular o la resistencia de determinadas familias
bacterianas a los antibidticos, algunos tratamientos de endodoncia suelen
fracasar, entre ellos Enterococcus faecalis es la bacteria mas resistente

reportada. @

Cano W. (Piura, 2017) Demostro la capacidad antibacteriana del extracto
hidroalcoholico de Azadirachta indica (neem) sobre Streptococcus mutans
ATCC 25175. También se ha observado su uso en nuestro pais como
repelente natural ahuyentando a los insectos y a la mosca de las frutas,
también a la roya amarilla del café cuando es cultivado alrededor de estas
plantaciones. °

El uso de las plantas medicinales en la odontologia se ha dado debido a
gue los componentes de algunas plantas no interfieren con las
propiedades fisicas del diente y los microorganismos son incapaces de

desarrollar resistencia contra las sustancias utilizadas.

Ortiz F. (Trujillo, 2021) Sefalo que E. faecalis se ha identificado como una
causa comun de infeccion periapical persistente. Es el tipo mas comun de
bacteria en los dientes que se han sometido a un tratamiento de conducto
y representa mas del 90%. Puede sobrevivir al equipo quimico mecénico
del conducto radicular, colonizando asi los tubulos de dentina con una
profundidad de 300 micrones, y tiene una gran capacidad para sobrevivir

y crecer en un microambiente que puede ser toxico para las bacterias.®
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A nivel local

Por ello, Arriola R. (Chiclayo ,2018) En su investigacion menciono que E.
faecalis se define como una bacteria que parasita el tracto gastrointestinal
de todas las personas y puede colonizar la cavidad bucal. Se relaciona
con un gran numero de lesiones de la mucosa oral en pacientes
inmunodeprimidos, como periodontitis e infeccion del conducto radicular.
Menciond que existen 8 reportes de pulpectomia, de los cuales el 75% de
los casos fueron exitosos, y el otro 25% fracasan, indicando que el 50%
de los casos exitosos como fallidos tienen E. faecalis. La infeccion
endodontica secundaria persistente puede ser el resultado del fracaso

endoddntico.
1.2.Trabajos previos.

A nivel internacional

Mittal A, et al.? (India; 2021). En su articulo tuvo como objetivo evaluar la
actividad antibacteriana de los geles de hidroxido de calcio, Azadirachta
indica (Neem), Ocimum tenuiflorum (Tulsi) y Punica granatum (Granada)
como medicamentos intracanales contra Enterococcus faecalis. Entonces
se introdujeron los geles experimentales en las muestras, se sellaron por
ambos extremos. La actividad antimicrobiana de los medicamentos se
evalué midiendo UFC / ml al final de 1, 3 y 5 dias. El trabajo dio como
resultado que el hidréxido de calcio mostr6 la maxima actividad
antibacteriana (5.3X10* UFC / ml) posteriormente el gel de granada (5,4
X 10* UFC / ml) sin tener diferencia estadisticamente significativa entre
ellos. De igual manera, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores medios de UFC / ml del neem (10,2 X104
UFC / ml) y tulsi gel (10,2 X10* UFC / ml). No obstante, el gel de granada
mostré actividad antibacteriana estadisticamente significativa en
comparacion con Neem y Tulsi. Conclusion: El hidroxido de calcio mostré
la mejor actividad antibacteriana frente a E. faecalis. Entre los geles de
hierbas, la granada mostr6é la maxima actividad antibacteriana, pero, se
requiere mas investigacion in vivo para que se aplique clinicamente como

Unico medicamento intracanal.
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Singaravelu S, et al.® (India; 2019). En su articulo cientifico tuvo como
objetivo analizar la accion antibacteriana del extracto de corteza de A.
indica sobre diferentes patégenos bacterianos. El extracto de corteza de
A. indica se preparo utilizando el método de extraccién Soxhlet. El extracto
de corteza de A. indica se analiz6 para determinar la actividad
antibacteriana mediante una técnica de ensayo de difusion en agar agar
contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa y Proteus mirabilis. Se utilizé ciprofloxacina (5 pg por disco)
como control positivo. Todos los ensayos se realizaron bajo estrictas
precauciones aseépticas. Todas las concentraciones incluidas fueron
duplicadas, y los resultados obtenidos fueron el promedio de dos
experimentos independientes. Se utilizé el método de microdilucion en
caldo para estudiar la concentracion inhibitoria minima del extracto de
corteza de A. indica. El extracto de corteza de A. indica ha mostrado
actividad antibacteriana contra todas las concentraciones del extracto de
corteza, mientras que la actividad antibacteriana contra S. aureus se
observé a una concentracion mayor de> 500 pg / mL. El extracto de
corteza de A. indica mostro una zona de eliminacion contra E. faecalis, P.
aeruginosa y P. mirabilis en todas las concentraciones. La zona de
inhibicion se observo en concentraciones mas altas contra S. aureus. Este
estudio ha demostrado que el extracto de corteza de A. indica tiene una
potente propiedad antibacteriana contra S. aureus , E. faecalis , P.
aeruginosa y P. mirabilis . Un mayor aislamiento de los compuestos
bioactivos puede conducir a un nuevo alcance en el tratamiento de

infecciones bacterianas.

Hugar S, et al.! (India; 2017). En su articulo cientifico tuvo como objetivo
evaluar comparativamente la eficacia de la capacidad de desinfeccion del
aceite de ajo, el aceite de neem, el aceite de clavo y el aceite de tulsi con
autoclave en los archivos de endodoncia K probados contra Enterococcus
faecalis. Se realizo en 50 reportes clinicos de endodoncia K al
microorganismo de prueba, verificAndose la capacidad de desinfeccion a
través de tres métodos: el aceite de clavo, ajo, y tulsi. En la autoclave

mostraron una eficacia considerable contra E. faecalis, excepto el aceite

-13-



de neem. Se encontré que los tres aceites son desinfectantes efectivos y
pueden usarse como una alternativa a los microorganismos de prueba
esterilizados en autoclave. Los extractos de hierbas son un método
natural e inofensivo para controlar las infecciones, estos productos estan
disponibles y son comparables al estandar de oro, por lo que pueden

usarse en las zonas rurales de la India.

Joy Sinha D, et al.* (Estados Unidos; 2017). En su articulo cientifico
tuvieron como objetivo comparar la capacidad antibacteriana de Curcuma
longa (carcuma) y Azadirachta indica (neem) con hipoclorito de sodio al
5% o clorhexidina al 2% como irrigantes del canal radicular in vitro contra
a Enterococcus faecalis. Se utilizé el método de difusion en disco. La CMI
y la CMB se calcularon con el método de dilucion en tubo. El extracto de
neem y la clorhexidina presentaron mayor efecto antibacteriano cuando
se utilizaron como irrigantes endoddnticos contra E. faecalis. No hubo
diferencia estadistica significativa entre el efecto de A. indica, Gluconato
de clorhexidina e hipoclorito de sodio. La CMI del neem fue semejante al
de la clorhexidina 1:128. La CMB fue de 1:16. El efecto antibacteriano del
Neem fue semejante al 2% de clorhexidina e hipoclorito de sodio frente E.

faecalis.

Anand S, et al.> (Malasia; 2016). En su articulo cientifico Compararon la
efectividad antibacteriana de Azadirachta indica (Neem), Commiphora
myrrha (Mirra), Glycyrrhiza glabra (Regaliz) con 2% de clorhexidina sobre
E. faecalis utilizando el PCR en tiempo real. Cincuenta estructuras
dentarias fueron inoculadas con E. faecalis por veintiln dias. Se
trabajaron con cinco grupos experimentales. Los farmacos intracanales
fueron empacados al interior de la dentadura. Posterior a cinco dias con
ayuda del PCR se logro determinar la carga microbiana. Se encontro que
os halos de inhibicibn de cada uno de los extractos estudiados y del
control negativo fueron 30.94; 21.38; 23.85; 17.8; y 30.93
respectivamente. El producto proveniente de C. myrrha inhibié a E.
faecalis de manera similar a la de la clorhexidina al 2% seguida de Neem,

regaliz y SSFE.
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Mustafa M, et al® (Reino de Arabia Saudita; 2016). En su trabajo de
investigacion evaluaron la eficacia antimicrobiana del extracto de neem
(Azadirachta indica) contra E. faecalis. Se utiliz6 extracto de hoja de neem,
clorhexidina al 2% e hipoclorito de sodio al 3% para evaluar la eficacia
antibacteriana. La prueba de difusion de poros en agar se utilizé para
estudiar la eficacia antibacteriana de la solucion salina como control. La
zona de inhibicion se analizé6 a través del programa estadistico IBM
version 20 mediante el andlisis de prueba de varianza. Los tres farmacos
mostraron areas de inhibicién claras y comparables alrededor de sus
respectivos poros. Todos los valores son significativamente mas altos que
los del grupo de control. Segun la clorhexidina, extracto de hoja de neem
e hipoclorito de sodio 3%, se encontr6 diferencias significativas en el
diametro del area del E. faecalis, llegando a la conclusion que el extracto
de hoja de neem presenta una zona bacteriostatica equivalente a la de la

clorhexidina y el hipoclorito de sodio.
A nivel nacional

Arévalo-Hijar, et al.® (Lima, Per(; 2018). En su articulo tuvieron como
objetivo evaluar el efecto de citotoxicidad y antibacteriano in vitro de dos
tipos de extractos metandlicos de Moringa oleifera y Azadirachta indica
contra Enterococcus faecalis”. Se utilizé el método de discodifusién para
evaluar el efecto antibacteriano de los extractos frente a E. faecalis. Los
resultados mostraron que el mejor efecto antibacteriano fue del extracto
M. oleifera ya que formo halos de inhibicion de 35.5 a 44.83 mm, después
de una a dos dias de incubacion. La CMI fue de 75 ug/mL. La CMB para
A. indica fue de 25 uyg/mL y M. oleifera fue de 75 pg/mL. Concluyeron que
los extractos metandlicos de M. oleifera y A. mostraron actividad
antibacteriana contra E. faecalis durante el periodo de confrontacion de 1

diay 2 dias. No se observo citotoxicidad en el extracto evaluado.

Cano W, et al® (Piura, Peru;2018) en su trabajo de investigacion tuvo como
objetivo evaluar el efecto del extracto etanolico de Azadirachta (NEEM)
sobre la viabilidad in vitro de Streptococcus mutans ATCC 25175. Se

utilizaron dos métodos de evaluacién, el método de dispersion y el método
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de microdilucién en caldo. La lectura de los resultados del método de
difusion por disco se expresa en milimetros midiendo el diametro del halo
suprimido. El efecto inhibidor mas alto se encontré a una concentracion
de 9000 pg / mL. El experimento encontré que el extracto etandlico de
NEEM tenia un efecto inhibidor sobre S. mutans ATCC 25175, pero las
estadisticas mostraron que, en comparacion con el control positivo, p
<0.05 no fue significativo. Se especula que el efecto inhibidor del extracto
observado en el experimento puede deberse a la presencia de
compuestos fendlicos en las hojas de las plantas, cuyo efecto
antibacteriano ha sido apoyado en estudios previos. La conclusion es que
el extracto alcohdlico de neem (NEEM) tiene un efecto inhibidor in vitro
sobre Streptococcus mutans ATCC 25175, pero en comparacién con el
control positivo de gluconato de clorhexidina al 0,12%, el efecto inhibidor

no es estadisticamente significativo.

Martinez V, et all*2. (Trujillo, 2021) en su trabajo de investigacién tuvo
como objetivo determinar el efecto antibacteriano y antifingico in vitro del
extracto etanodlico de Nasturtium officinale sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212TM y Céandida albicans ATCC 10231™. Los resultados
mostraron que los valores medios de inhibiciébn del crecimiento de
Enterococcus faecalis ATCC 29212TM fueron 22,17 mm (20%), 23,08 mm
(40%), 26,33 mm (60%), 28,58 mm (80%), 28,92 mm (100 %).)) Y
clorhexidina son 23 mm. El halo medio de inhibicion del crecimiento de
Candida albicans ATCC 10231TM es de 10 mm (20%), 10,17 mm (40%),
10,33 mm (60%), 10,42 mm (80%), 13,92 mm (100%) y Mycin es de 19
mm . Concluyendo que el extracto etandlico de Nasturtium officinale tiene
efectos antibacterianos y antifingico sin vitro sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212TM y Céndida albicans ATCC 10231.

A nivel local

Con lo que respecta en el ambito local y habiéndose previamente
investigado informacion referente a esta tematica, no se pudo lograr

obtener ningun resultado.
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1.3.Teorias relacionadas al tema
1.3.1. Efecto antibacteriano

Se refiere a al efecto que a menor concentracion tiene efecto bacteriostatico
(inhibicién de crecimiento), y a mayor concentracion tiene efecto bactericida

(lisis bacteriana).

1.3.1.1 Gold Estandar en el control de Enterococcus faecalis

El Instituto Nacional de Salud (INS) proporciona dos grupos de
antibioticos utilizados en el control de Enterococcus spp. Grupo I:
Ampicilina, gentamicina, estreptomicina y vancomicina. Grupo I
Teicoplanina, rifampicina, cloramfenicol, tetraciclina, eritromicina en el
caso de Enterococcus causantes de infecciones urinarias se
recomienda  nitrofurantoina,  norfloxacina, ciprofloxacina vy
levofloxacina.®? En el caso de Enterococcus faecalis causante de
fracaso del tratamiento endodontico se utiliza el Gold Estandar
Gluconato de Clorhexidina al 2% como irrigante de los conductos
radiculares contaminados. Clorhexidina Gluconato 2% solucién topica
acuosa transparente, Es un tipo de antiséptico que puede cambiar la
permeabilidad de la membrana plasmatica celular para que tenga un
fuerte efecto antibacteriano. Es adecuado para un rango de pH de 5
a 8. Tiene un efecto bactericida rapido y eficaz sobre bacterias Gram
positivas y algunas bacterias Gram negativas, pero no tiene actividad

contra bacterias resistentes a los acidos, esporas y virus.*3

1.3.1.2 Microorganismos orales

Como muchas otras ciencias bioldgicas, el estudio de la microbiologia
ha pasado por fases de "reduccionismo" y "holismo". Durante mucho
tiempo, los microbidlogos adoptaron el enfoque reduccionista para
estudiar comunidades microbianas complejas mediante el analisis de
especies bacterianas individuales. La estrategia consistia en
comprender el conjunto mediante el examen de componentes mas
pequefios, y ha sido el sello distintivo de gran parte de las
revoluciones industriales y cientificas durante los ultimos 150 afios. Si
bien el reduccionismo ha avanzado mucho en microbiologia, jse
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reconocié que el ensamblaje de piezas mas pequefias no puede
explicar el todo! Los microbidlogos modernos estan aprendiendo el
"pensamiento sistémico" y el "holismo". Desde la regulacion genética
global hasta la "metagendmica" y las "biopeliculas”, la microbiologia
esta entrando en una nueva era emocionante con énfasis en revelar
y decodificar las interacciones de diferentes elementos dentro de una

comunidad microbiana.4

Comunmente conocida como "placa dental", las comunidades
microbianas orales son una de las floras bacterianas mas complejas
asociadas con el cuerpo humano. Hasta ahora, se han identificado
mas de 700 especies bacterianas diferentes de la cavidad oral
humana, y la mayoria de ellas estan asociadas con la placa dental.
Extensos estudios clinicos y en animales han indicado que la flora
microbiana oral es responsable de dos enfermedades orales humanas
Importantes: caries dental (caries dental) y periodontitis (enfermedad
de las encias). Durante mucho tiempo, los microbiélogos orales
siguieron las pautas de los postulados de Koch y utilizaron el enfoque
reduccionista para tratar de identificar los patdgenos claves
responsables de la patogénesis microbiana oral Sin embargo, la
limitacion del reduccionismo obligd a los microbidlogos a adoptar
nuevos conceptos como la interaccion entre especies, la comunidad
microbiana, las biopeliculas, las enfermedades polimicrobianas, etc.
Estas nuevas direcciones de investigacion han revelado muchas
funciones fisiolégicas nuevas criticas para la patogénesis, que
resultan de las interacciones entre diferentes componentes. dentro de
la flora microbiana oral, y podria no observarse con organismos
individuales. El nuevo "sistema de pensamiento”, potenciado con las
técnicas modernas para analizar la comunidad microbiana compleja,
sirve como una nueva base para el estudio de la comunidad
microbiana oral, brindando una valiosa informacion sobre la etiologia
de las enfermedades dentales y periodontales, desarrollando nuevas
herramientas terapéuticas y preventivas para combatir la

polinfecciones microbianas.'*
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Aunque diminutas y primordiales, las bacterias son increiblemente
versatiles y diversificadas. A juzgar por su numero y biomasa, son
posiblemente los organismos vivos mas exitosos en la tierra. Pueden
tolerar los extremos ambientales y colonizar casi todos los habitats de
la tierra, incluida la cavidad oral humana. Sin embargo, debido a su
minuciosidad, su existencia no se reveld hasta tiempos bastante
recientes, alrededor de 1680, cuando Antony van Leeuwenhoek, un
comerciante holandés de productos secos, observé y describié los
primeros microorganismos en el sarro de los dientes con su
microscopio primitivo. En su cuaderno, escribio: "No me lavé los
dientes durante tres dias y luego tomé el material que se habia alojado
en pequefas cantidades en las encias sobre mis dientes frontales.
Encontré unos pocos animales vivos". El cuaderno ahora se conoce
como algunas de las bacterias mas abundantes que residen dentro de
la cavidad oral, incluidos los cocos, las espiroquetas y las bacterias
fusiformes. Estas observaciones fascinantes en el nacimiento de la
microbiologia ya habian sefialado la complejidad de la comunidad

microbiana oral.1®

Uno de los primeros logros en microbiologia oral es vincular las placas
dentales con las enfermedades dentales y periodontales. Como se
menciond anteriormente, la placa dental fue una de las primeras
sustancias que Antony van Leeuwenhoek examiné bajo su
microscopio. Su registro de los microorganismos vivos dentro de la
placa dio la primera pista sobre la naturaleza compleja de la placa
dental en términos de sus habitantes microbianos diversificados. Mas
tarde, tanto Erdi como Ficinus describieron la presencia de
microorganismos dentro de la "membrana” en los dientes). Sin
embargo, las implicaciones completas de la placa dental no se dieron
cuenta hasta la publicacidén del articulo de Black de 1898, en el que
se refirio a la placa dental como "placas microbianas gelatinosas", una
sustancia similar a la gelatina que transportaba microorganismos.
Basado en su experiencia clinica y experimentacion, creia que la

causa de la caries dental se debia al ataque de los acidos generados
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por bacterias dentro de estas placas. El trabajo de Black, junto con la
teoria quimioparasitaria de Miller, establecio el importante papel de la
placa dental en la etiologia de la caries dental y se ha convertido en
uno de los paradigmas esenciales de la biologia oral. Y el progreso en
el estudio de la placa dental se ha convertido en un indicador

importante del desarrollo de la microbiologia oral.1®

Desde el establecimiento de microbios dentro de la placa dental como
causa de enfermedades dentales y periodontales, los microbidlogos
orales siguieron las pautas de los postulados de Koch y trataron de
aislar microorganismos especificos que podrian ser los agentes
causantes y responsables de estas enfermedades. Sin embargo,
como en otros campos de la microbiologia, uno de los desafios que
enfrentaron los primeros investigadores en microbiologia oral fue el
aislamiento y el cultivo de cultivos bacterianos "puros”. En la década
de 1960, las bacterias anaerobias habian sido reconocidas como el
componente microbiano predominante del tracto gastrointestinal
(incluida la cavidad oral) de la flora de humanos y mamiferos. Durante
el proceso de cultivo bacteriano, los investigadores se dieron cuenta
de que la mayoria de estas bacterias anaerobias no se pueden cultivar
aerébicamente, o con la técnica de cultivo anaerobico convencional,
como el tubo de cultivo anaerobico introducido por Laidlaw, la jarra de
vacio disefiada por Noguchi, y el contenedor anaeroébico: la "bomba
Mclintosh" desarrollada por Mcintosh y Fildes. La introduccion de las
cajas de guantes anaerdbicos: una version primitiva de la camara
anaerobica ahora ampliamente utilizada, por Socransky y Rosebury
et al en la década de 1960 facilitd enormemente el aislamiento y el
cultivo de anaerobios, en particular los microorganismos anaerobios

obligados (estrictos), de la cavidad oral humana *’

Con una técnica de cultivo anaerébico mejorada y la disponibilidad de
medios complejos recientemente desarrollados para el cultivo
bacteriano, los cultivos puros de mas de 300 especies diferentes de
bacterias orales se han aislado de la cavidad oral en los ultimos 40

afios, incluidas las especies bacterianas albergadas tanto en la
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supragingival como en los subgrupos. Muestras de placa dental
gingival tomadas de sitios sanos y enfermos. El aislamiento y el cultivo
permitieron un estudio genético y fenotipico detallado de aquellas
bacterias  clinicamente  importantes, como  Streptococcus,

Actinobacillus, Actinomyces, Porphyromonas y Treponema.16

La combinacion de enfoques genéticos clasicos, como el aislamiento
y la caracterizacion de mutantes, con técnicas de genética molecular,
incluida la metodologia de ADN recombinante desarrollada a fines de
la década de 1970 y el mapeo genético, se ha utilizado para manipular
genéticamente y caracterizar esos microorganismos importantes en la
caries dental. y enfermedades periodontales. Los estudios genéticos,
junto con la informacion bioinformatica adicional obtenida de
secuencias gendmicas completas de muchas bacterias orales
permiten a los microbidlogos diseccionar el desarrollo y la funcion de
la comunidad microbiana oral a nivel molecular. Se han realizado
progresos en la determinacion de la base genética molecular de la
formacion de biopeliculas de aislamientos orales utilizando datos in
vitro. estudios sobre sistemas de especies individuales, dobles o

multiespecies.’

Los estudios han demostrado que en ciertos organismos virulentos se
requieren muchos tipos diferentes de genes que codifican una
variedad de funciones para el desarrollo de biopeliculas y el
establecimiento exitoso dentro de la placa dental, incluidos los genes
gue codifican factores de virulencia, vias generales de respuesta al
estrés, sistemas de deteccion de quérum, dos componentes sistemas
gue detectan sefiales ambientales, y aquellos que codifican
adherencias de superficie involucradas en las interacciones de

superficie que codifican célula-célula o de célula a genes.'®

1.3.1.3 Enterococcus faecalis

Los enterococos existen como bacterias comensales normales en el
tracto gastrointestinal, la cavidad oral y la vagina humanos. Pueden

causar muchas enfermedades en el ser humano, infectar el tracto
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urinario, sangre, endocardio, abdomen, tracto biliar, quemaduras y
cuerpos extrafios permanentes. Enterococcus es ahora uno de los
tres principales patdégenos bacterianos hospitalarios, y las cepas
resistentes a los antibiéticos actualmente disponibles causan
verdaderas dificultades en el tratamiento. Hasta el 90% de las
infecciones por Enterococcus humanas son causadas por
Enterococcus faecalis. La mayoria de los deméas son causados por
Enterococcus faecium y las infecciones de otras especies son muy
raras. El enterococo también se asocia con la infeccién de la pulpa
dental. Aunque representan solo una pequefia parte de la flora inicial
de los dientes necréticos pulpares no tratados, los enterococos,
especialmente Enterococcus faecalis, se encuentran a menudo en los
conductos radiculares blogueados que muestran signos de
periodontitis periapical cronica, en el 23-70% de los cultivos positivos
estan aislados. Ademas, Enterococcus faecalis pertenece a un grupo
de bacterias cultivadas a partir de lesiones periapicales que son

ineficaces para el tratamiento endoddntico.®

Los enterococos son el microorganismo predominante en el conducto
radicular, que es anaerobio gram positivo y facultativo y el principal
responsable de las lesiones perioapicales. Alrededor del 77% de las
infecciones endodonticas persistentes son asintométicas y poseen
ciertos factores virulentos como enzimas proteoliticas, citolisina,
sustancia de agregacion, feromonas y acido lipoteicoico. Tienen
tendencia a adherirse a las paredes del conducto radicular y a formar
una biopelicula. Sobreviven a una amplia variedad de condiciones de
crecimiento, incluido un rango de temperaturade 10° Ca45°C,y
también viven en entornos hipotonicos, hipertonicos, acidos o
alcalinos. Varios estudios han demostrado que los enterococos son
resistentes a diversos procedimientos de tratamiento intracanal. Esto
se atribuye a su capacidad de penetrar los tubulos dentinarios,
soportar valores altos de pH, poseer factores de virulencia y formar
biopeliculas. La preparacion del canal no elimina por completo la

bacteria, pero la aplicacion de medicamentos para el canal puede
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eliminar los organismos persistentes después de la preparacion

biomecéanica.1920

La preparacion mecanica del canal conduce a la interrupcion de la
configuracion microbiana, mientras que el enjuague antimicrobiano
del canal produce una reduccidn en la carga microbiana. Los
derivados herbales son un buen medicamento alternativo que tiene un
potente antimicrobiano debido a la amalgamacién de alcaloides
presentes en estas mezclas. Este estudio destaca la eficacia de un
producto a base de hierbas como un medicamento intracanal para

superar la citotoxicidad de las células madre polipotentes.?*2?

Enterococcus faecalis es una bacteria grampositiva que puede causar
una variedad de infecciones nosocomiales, de las cuales las
infecciones del tracto wurinario son las mas comunes. Estas
infecciones pueden ser excepcionalmente dificiles de tratar debido a
la resistencia a los medicamentos de muchos aislamientos de E.

faecalis.?3

E. faecalis es el patbgeno mas comun asociado con infecciones
endodonticas primarias y secundarias. Hay varios factores que
intervienen en la localizacion de los microbios en el huésped, como el
oxigeno, el suministro de nutrientes, la sinergia bacteriana, etc. E.
faecalis forma una biopelicula, que a su vez ayuda a las bacterias a
ser mas resistentes a la destruccion microbiana. Los factores que
contribuyen a la resistencia incluyen el recubrimiento impenetrable de
polisacarido en la bacteria de biopelicula, y estas bacterias de
biopelicula sobreviven sin dividirse. Varios factores fisicos que
favorecen el crecimiento bacteriano, que incluyen el pH, la
concentracion de iones, la disponibilidad de nutrientes y el suministro

de oxigeno, varian a lo largo de la biopelicula.?*25
1.3.1.4 Fracaso del tratamiento endodéntico

La clave para un tratamiento endodontico exitoso es eliminar
completamente el sistema del conducto radicular del tejido pulpar

necroético o infectado y los microorganismos, y sellar completamente
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el espacio del conducto radicular. Esto evitara la persistencia de la

infeccion y la reinfeccion del espacio del conducto radicular.?6:27

La falta de localizacion y tratamiento de todos los conductos
radiculares en el sistema de conductos radiculares se considera la
principal razén del fracaso del tratamiento del conducto radicular. En
la mayoria de los casos, se ha demostrado que el dentista general es
el responsable del fracaso del tratamiento endoddntico. Debido a la
complejidad del sistema de conductos radiculares, aumenta el riesgo
de que falten estructuras anatomicas. Se puede encontrar que todos
los dientes tienen raices / conductos radiculares adicionales, pero la

incidencia de esta observacion es mayor en premolares y molares.?®

El estandar de restauracion coronal tiene un efecto sobre el estado
periapical de los dientes llenos de raiz. El resultado de un pobre
relleno del conducto radicular puede ser favorable, si la calidad de la
restauracién coronal es buena. Por otro lado, un diente con mala
restauracion coronal, pero con un sistema de conducto radicular bien
limpio, preparado y bien obturado puede fallar en breve. La demanda
de retratamiento endododntico aumenta, porque las observaciones de
numerosos estudios transversales mostraron que un mayor
porcentaje de dientes llenos de raiz tienen evidencia de periodontitis

apical radiograficamente.?®

Uno de los factores mas influyentes que afecta el prondstico del
tratamiento endoddntico es la condicion preoperatoria del diente. Si el
diente tiene una lesion radioltcida periapical preoperatoria, entonces
puede tener una tasa de éxito menor de hasta un 20% que el diente
sin dicha lesion radiollcida periapical preoperatoria. Sin embargo,
algunos otros estudios mostraron que, si la instrumentacion del
conducto radicular y el llenado del conducto radicular se han llevado
a cabo a un nivel 6ptimo, entonces el prondstico del tratamiento
endoddntico sera el mismo en los dientes que tienen radiolucidencias
periapicales y en los dientes que no tienen radiolucidencias

periapical.3°
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Hay muchas razones para el fracaso del tratamiento del conducto
radicular, incluidos instrumentos individuales, gradillas, transporte,
perforacion, conductos radiculares faltantes o bloqueados. Estos
afectaran el efecto final del tratamiento de conducto. Estos errores de
procedimiento no son la causa directa del fracaso del tratamiento
endodontico. De hecho, estos errores son obstaculos para una
correcta limpieza, modelado y relleno del conducto radicular, lo que
dificulta el control de las infecciones de la pulpa dental. Por ejemplo,
la presencia de un instrumento separado impide una preparacion
guimico-mecanica adecuada en la longitud de trabajo del conducto
radicular, lo que conduce a una enfermedad periapical después del
tratamiento endodontico. Cuando estos errores de procedimiento
ocurren durante el tratamiento de dientes infectados, la probabilidad
de falla es mayor. La principal razén del fracaso del tratamiento de
endodoncia es la presencia de patdogenos en el sistema de conductos

radiculares tratado incorrectamente o sin tratar.3!

La calidad de la restauracion de la corona también influye
positivamente en la salud periapical del diente de tratamiento del
conducto radicular. Los conductos radiculares mal rellenos
combinados con buenas restauraciones de la corona pueden seguir
teniendo éxito durante mucho tiempo; por otro lado, los conductos
radiculares bien rellenos con una mala restauracion de la corona
pueden fallar en un corto periodo de tiempo. En la mayoria de los
casos, incluso en dientes bien tratados, todavia existen
microorganismos en la parte apical del conducto radicular, lo que
conduce al fracaso del tratamiento endoddntico. Los estudios han
demostrado que hay areas en el conducto radicular que no se pueden
limpiar, moldear y rellenar con los instrumentos, materiales y técnicas
existentes, por lo que las infecciones no se pueden eliminar. La
radiografia puede mostrar un llenado adecuado del conducto
radicular, aunque estas areas inaccesibles pueden contener tejido

necroético y bacterias. De hecho, una radiografia de un diente bien
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tratado no significa que el obturador del conducto radicular esté

completamente limpio y relleno.3!

1.3.2. Extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (neem)

Azadirachta indica es un miembro de la familia de la caoba.® EI nombre
latinizado de neem es Azadirachta indica, Azad significa "libre", dirakht
significa "arbol", y i-Hind significa "de origen indio". Por lo que
etimologicamente significa "El arbol libre de la India”. El uso de esta planta
como medicina tiene registros histéricos muy antiguos. Su aplicacion
medicinal incluye su uso contra la viruela y otras enfermedades
infecciosas. Hace miles de afios, la primera menciéon acerca de los usos
del neem se escribi6 en Thirumantiram Ennayiram Thirumular,
Tholkappium y las antiguas obras tamil de la literatura de Sangam.® El
Neem contiene componentes fitoquimicos que ejercen propiedades
antivirales, antibacterianas, antimalaricas, antiulcerosas y
anticonceptivas.®>3 La corteza del neem contiene una sustancia similar

al tanino que inhibe el crecimiento bacteriano.®

Si bien es cierto Azadirachta indica es originaria de la India, se le ha
encontrado en Africa, Asia, Centroamérica y Sudamérica incluido el Per,
principalmente en la costa norte. En el Perd, no se han realizado muchas
investigaciones respecto al potencial uso del Neem, por lo que sus
diferentes propiedades farmacoldgicas, asi como su uso en el sector
industrial aun es desconocida.

Con respecto al extracto Las hojas de Azadirachta indica pasan por un
proceso de seleccion, de lavado y posteriormente de desinfeccion.
posteriormente fueron secadas en una estufa, tambien pueden secarse al
ambiente y luego se realizé su molienda. El extracto se preparo utilizando
un sistema de extraccion Soxhlet de 20 mg de cada muestra en un periodo
de 6 horas en aproximadamente 250 ml de hidroetanol y luego se
concentr6 a sequedad a presion reducida utilizando un evaporador

rotatorio, y los residuos se almacenaron a 4 °C.
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1.3.2.1 Fitoterapia

La fitoterapia es un campo de la medicina que utiliza las plantas para
tratar enfermedades o como promotoras de la salud. Generalmente
se le llama herboristeria en la medicina occidental. El uso tradicional
de medicinas a base de hierbas generalmente preserva la
composicion original y la integridad de la planta de origen, de modo
gue toda la planta o el porcentaje requerido de los ingredientes
adulterados minimos pueden usarse con fines medicinales. Varias

tradiciones médicas utilizan terapias a base de plantas.3*

Los médicos y proveedores pueden usar una sola hierba, varias
hierbas que se cree que tienen propiedades complementarias o una
mezcla con sustancias no vegetales como minerales y vitaminas. Los
usos a base de hierbas mas tradicionales generalmente incluyen
partes de plantas enteras, como la infusibn de manzanilla (té),
mientras que las medicinas a base de hierbas occidentales usan mas
comunmente hierbas individuales estandarizadas como componentes
del extracto. Por el contrario, los medicamentos derivados de plantas
suelen ser compuestos individuales separados por separacion
industrial y extraccion de ingredientes que se determina que tienen

propiedades terapéuticas.®®

La fabricacién de fitoterapia implica el procesamiento uniforme de
materiales derivados de plantas para que el producto final contenga
una marca de referencia a una concentracion verificada. Debido a que
las plantas contienen una variedad de componentes quimicos, los
componentes de etiquetado del producto final estan estandarizados.
El propdsito de identificar el ingrediente del etiquetado es producir un
producto final que contenga la concentracion requerida de ingrediente
activo, en el tratamiento, lo més importante es administrar el

ingrediente activo en una dosis terapéuticamente adecuada.3®

1.3.2.2 Plantas medicinales

Las plantas medicinales tienen una larga historia en el tratamiento de
diversas enfermedades, incluidas las enfermedades infecciosas, y se
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han probado cientos de miles de plantas para determinar sus
propiedades medicinales. Sin embargo, quedan por estudiar las
actividades fitoquimicas y farmacolégicas de mas plantas. Las
sustancias de origen vegetal son toleradas y aceptadas por los
pacientes y parecen ser una fuente confiable de compuestos

antimicrobianos.3’

Las plantas medicinales se utilizan comunmente como tratamientos
alternativos para enfermedades mentales y fisicas en todo el mundo.
La mayoria de las sociedades rurales creen que las medicinas a base
de hierbas y los métodos tradicionales de atencion de la salud son
mas asequibles y disponibles que las medicinas modernas. La
Organizacion Mundial de Ila Salud (OMS) estima que
aproximadamente el 65% de la poblacion mundial usa plantas
medicinales para la atencién primaria de salud. Ademas, alrededor del
39% de los farmacos desarrollados desde 1980 se derivan de plantas

y sus derivados.?’

La medicina tradicional se ha establecido desde hace mucho tiempo
en la cultura de la comunidad etiope. En las zonas rurales, esto
incluye el uso de hierbas para tratar la inflamacion, las heridas y las
infecciones. Los registros del siglo XV detallan las préacticas y
tratamientos meédicos tradicionales obtenidos de historias orales, el
primer lote de manuscritos médicos religiosos y farmacopeas
tradicionales. La actividad antibacteriana de estas plantas medicinales
tradicionales se basa en sus metabolitos secundarios, como

alcaloides, terpenos, flavonoides, taninos y glucésidos.3’

El Perd se caracteriza por ser uno de los paises con mayor
biodiversidad del mundo. En una encuesta reciente de una region
andina del noreste peruano conocida por su practica tradicional de la
medicina a base de hierbas, se identificaron 33 especies de plantas
medicinales y nueve se describieron como agentes anticancerigenos
segun el uso tradicional. Estas plantas solas o en conjunto se usan

para el tratamiento del cancer de Utero, préstata y estbmago.3’
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Este es un ejemplo de la importancia de la biodiversidad peruanay la
necesidad de investigacion basicay clinica. En este momento es dificil
decir si la informacion sobre el uso de plantas para el tratamiento o
prevencion contra el cancer en Perl se ha transmitido
tradicionalmente. Confundir esta observacion es la falta de evidencia
sobre el diagnodstico de cancer de los registros historicos de la
poblacion andina. Aunque es probable que los nativos fueran
conscientes de los tumores como un problema de salud, no esta claro
en cuanto a su conocimiento de los tumores malignos. Por lo tanto, la
crudeza de la atencion médica en este grupo de poblacion presupone
una incapacidad para detectar tumores cancerigenos sobre los

benignos.38

Esta observacion ha sido descrita por otros autores, lo que sugiere
gue el "cancer" no estaba definido, solo se describi6 como
"hinchazones duras", abscesos, callosidades, callos, verrugas,
polipos o tumores. Otra observacion que limita el uso de hierbas como
tratamientos especificos contra el cancer en los dias andinos
histéricos es que las enfermedades por cancer generalmente se
observan en poblaciones donde la esperanza de vida es mas alta que
otras. Sin embargo, se informa que la esperanza de vida en las
poblaciones andinas y amazonicas es baja. Sin embargo, hay
referencias anecdoéticas sobre grupos aborigenes en Per( con un
diagnéstico de cancer que se han curado con plantas medicinales
peruanas. Este es el caso de la ufia de gato, la planta mas conocida
de la Amazonia utilizada en las practicas tradicionales y culturales en
América del Sur durante siglos, especialmente en Peru. Esta planta
se usa en muchas partes del mundo como remedio natural para el
cancer, pero se requiere una revision cuidadosa sobre la evidencia

cientifica.3®

Otra planta amazdnica con un uso pretendido como agente
antitumoral, muy popular en Peru en un sentido tradicional y en los
tiempos modernos, es Croton lechleri. La resina es la parte medicinal

utilizada de la planta y es de color rojo oscuro. Por tal razén se le dio
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su nombre comun. La sangre de dragon proviene de un gran arbol
gue crece en la region superior del Amazonas desde Colombia,
Ecuador y especialmente Peru. En estas regiones, debido a que el
espafiol es el idioma principal, se lo conoce mas comunmente por su

nombre popular, sangre de grado.*°

Mas recientemente, una planta andina que crece a mas de 4000
metros de altitud se ha vuelto popular. Esta planta llamada Lepidium
meyenii (Maca) se usa y propone como un nutriente, energizante y
sustancia con propiedades para mejorar la fertilidad. Aunque no hay
ninguna referencia en la medicina herbal tradicional al efecto de la
Maca como agente antitumoral, su uso esta muy extendido en el Peru
moderno y se esta expandiendo fuera de Ameérica del Sur. Un hallazgo
reciente ha implicado a la Maca roja, como un agente que reduce el
peso de la préstata en la hiperplasia benigna de préstata inducida por
el enantato de testosterona. Encontrar plantas para tratar el cancer no
es una ilusion. Como todos sabemos, mas del 60% de los
medicamentos contra el cancer que se utilizan hoy en dia provienen

de fuentes naturales, incluidas las plantas.

En Peru se han descrito varias plantas con propiedades citotoxicas,
sin embargo, Uncaria tomentosa, Croton lechleri y Lepidium meyenii
son las plantas medicinales méas populares de la region amazoénica y
andina, respectivamente. En tal sentido, presentamos un analisis
basado en evidencia de la quimica, propiedades biolGgicas y
actividades antitumorales para estos tres materiales vegetales.
Ademas, esta revision discutira areas que requieren estudios futuros
y las limitaciones inherentes a su uso experimental como agentes
anticancerigenos. Aunque se descubrieron a partir del uso histérico y
las practicas medicinales tradicionales, la ufia de gato, la maca y la
sangre de dragon representan, en términos modernos, tres mezclas
botanicas en uso actual como suplementos de la dieta 0 como comida

(maca).*

-30-



1.3.2.3 Azadirachta indica (Neem)

Neem es un arbol omnipotente y un regalo sagrado de la naturaleza.
Los arboles de neem crecen principalmente en el subcontinente indio.
El &rbol de neem es un miembro de la familia de caoba de Meliaceae.
Hoy en dia, se le conoce con el nombre botanico de Azadirachta indica
(A. indica) A. Juss. Antes de que el registro escrito del comienzo de la
historia esté disponible, el neem ha sido ampliamente utilizado por los
seres humanos para tratar diversas enfermedades. Desde tiempos
prehistéricos, el neem ha sido utilizado por la humanidad.3° El nombre
latinizado de neem, Azadirachta indica, se deriva del persa. Azad
significa "libre"; dirakht significa "arbol"; i-Hind significa "de origen
indio". El &rbol de neem es una planta increible que ha sido declarada
el "Arbol del siglo XXI" por las Naciones Unidas.*?

La hoja de neem esta compuesta por 8% de ceniza, 50% de
carbohidratos, 20% de fibra, 15% de proteina, 5% de grasa, 2% de
calcio, y ademas contiene 25 aminoacidos esenciales. El contenido y
porcentaje de aminoacidos son conocidos. La tabla es como sigue:
Alanina 1,2%, acido aspértico 3,4%, &cido aspéartico 2,7%, triptéfano
1,4%, tanino 7,0%, valina 2,9%. También se proporciona el contenido

en la hoja de carotene y acido ascérbico.

1.3.2.4 Extraccion con solventes

La extraccion con solventes usando diferentes proporciones de agua,
metanol, etanol, acetona, propanol, acetato de etilo vy
dimetilformamida se ha utilizado cominmente para extraer sustancias
fendlicas de frutas y sus desechos. Esto se debe a que estos
extractantes pueden disolver una variedad de compuestos fendlicos.
Aun asi, el método de extraccion debe poder extraer completamente
los compuestos de interés y debe evitar su modificacion quimica.
Segun investigaciones, el tipo de solvente y la polaridad pueden
afectar la transferencia de electrones individuales y la transferencia
de atomos de hidrégeno, que son aspectos clave en la medicion de la

capacidad antioxidante. Ademas, los extractos acuosos organicos
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pueden contener no solo los antioxidantes sino también otros
componentes de alimentos no antioxidantes que pueden interferir en
los ensayos de capacidad antioxidante. Los mecanismos de
extraccion secuencial en alimentos, usando diferentes extractores, se
usan muy comunmente, especialmente porque este método de
extraccion puede proporcionar una mejor comprension de los
compuestos bioactivos y su biodisponibilidad, ya que considera la
variabilidad de los fitoquimicos presentes en cada muestra y la

influencia de los solventes. escriba en tales sistemas.3

1.3.2.5 Métodos de obtencidn de extractos vegetales

Se pueden encontrar muchos compuestos antioxidantes en frutas y
verduras, incluidos fendlicos, carotenoides, antocianinas vy
tocoferoles. Aproximadamente el 20% de las plantas conocidas se
han utilizado en la investigacion farmacéutica para afectar el sistema
de salud de manera positiva, como el tratamiento del cancer y
enfermedades nocivas. Las plantas pueden producir una gran
cantidad de compuestos biologicamente activos diferentes. Se
pueden acumular altas concentraciones de fitoquimicos en frutas y

verduras para prevenir el dafio de los radicales libres.#4-46

Numerosos estudios han demostrado que muchas plantas son ricas
en antioxidantes. Por ejemplo, las vitaminas A, C, E y los compuestos
fendlicos que se encuentran en las plantas, como los flavonoides, los
taninos y la lignina, pueden actuar como antioxidantes. Debido a su
valor medicinal y alto valor nutricional, el consumo de frutas y verduras

se asocia con una variedad de beneficios para la salud.*”-4°

Los antioxidantes controlan y reducen el dafio oxidativo en los
alimentos al retrasar o inhibir la oxidacién causada por las especies
reactivas del oxigeno (ROS), lo que finalmente prolonga la vida atil y
la calidad de estos alimentos. El betacaroteno, el 4cido ascoérbico y
muchos fenoles desempefian un papel activo para retrasar el

envejecimiento, reducir la inflamacién y prevenir ciertos tipos de
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cancer. Muchas instituciones y sistemas de salud de todo el mundo

han recomendado aumentar el consumo de frutas y verduras.>°

Para extraer diferentes compuestos fendlicos de plantas con alta
precision, se deben utilizar varios disolventes con diferentes
polaridades. Ademas, los cientificos han descubierto que los
disolventes altamente polares, como el metanol, son muy eficaces

como antioxidantes.51-52

Se informa que los extractos de etanol de plantas de marfil pueden
extraer una mayor concentracion / cantidad de sustancias fenolicas
en comparacion con la acetona, el agua y el metanol. Se ha utilizado
comunmente una variedad de solventes para extraer fitoquimicos. Los
cientificos generalmente usan polvos de plantas secas para extraer
compuestos  bioldgicamente activos mientras eliminan las
interferencias en el agua. El disolvente utilizado para extraer
biomoléculas de plantas se selecciona en funcion de la polaridad del
soluto de interés. Los solventes con polaridad similar al soluto
disolverdn completamente el soluto. Se pueden usar mudltiples
disolventes de forma continua para limitar la cantidad de compuestos
similares con el rendimiento deseado. La polaridad de algunos
disolventes comunes varia de baja polaridad a alta polaridad de la
siguiente manera: hexano <cloroformo <acetato de etilo <acetona

<metanol <agua.>3>

1.3.3 Normativa ambiental

En cuanto a la normativa emitida por la Organizacion Panamericana de la
Salud en 2019, para el uso de plantas medicinales, la Administracion General
de Medicamentos, Insumos y Medicamentos (DIGEMID) dependiente del
Ministerio de Salud del PerG es responsable del registro, reinscripcion,
modificacion , rechazo, suspension o suspension del registro sanitario de
medicamentos Cancelacion, y realizar el control y fiscalizacion del
saneamiento de este. Las normas que rigen las plantas medicinales son la
Ley N° 29459 promulgada en 2009 sobre medicamentos, dispositivos

médicos y productos sanitarios. El Decreto Supremo 016-2011-SA
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constituye el "Reglamento sobre Registro, Control y Supervision de
Medicamentos y Productos Sanitarios". Dispositivos y productos sanitarios,
promulgado en 2011. Se han aprobado varias enmiendas para llenar algunos

de los vacios en las regulaciones anteriores.%®

Al hablar de recursos curativos naturales, veremos que estan clasificados
como recursos naturales para la salud y productos naturales para la salud
en DS 004-2000-SA. Los recursos naturales para la salud se refieren a
cualquier recurso natural (plantas, animales o minerales) que no hayan sido
procesados o picados, deshidratados o triturados y que formen materias
primas para preparar o elaborar productos naturales. Reconozca que, si la
etiqueta de venta no tiene indicaciones de tratamiento, no se requiere ningun
registro sanitario. Algunos ejemplos de recursos naturales son corteza de
ufia de gato, raiz de valeriana, hoja de bodo, arcilla y polvo de maca. Por
tanto, de acuerdo con la autorizacion del registro sanitario, los recursos
naturales pueden venderse en establecimientos farmacéuticos y comerciales
sin receta. Por otro lado, los productos naturales para la salud constituyen
un procesamiento industrial simple o complejo basado en uno o mas
recursos naturales, los que utilizan los recursos de forma aislada o sinérgica,
y los que tienen una historia ancestral de reconocimiento y uso entre los
pueblos indigenas. Personas que tienen una o0 mas culturas tanto a nivel
nacional como internacional. Por tanto, de acuerdo con la normativa del
registro sanitario, los productos naturales se pueden vender con O sin

receta.>®

1.3.4 Normativa de seguridad

Con respecto a la normativa de seguridad se habla de la ley n° 26842 — Ley

general de salud donde hace referencia a:

LOS DERECHOS, DEBERES Y RESPONSABILIDADES
CONCERNIENTES A LA SALUD INDIVIDUAL

Articulo 15°.- Toda persona, usuariade los servicios de salud, tiene

derecho:
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e A no ser sometida, sin su consentimiento, a exploracion, tratamiento

o exhibicién con fines docentes.

e Que no se realicen experimentos de aplicacién terapéutica o de
farmacos sin haber sido informado formalmente de las condiciones
experimentales, los riesgos y sin el consentimiento previo por escrito
o0 el consentimiento de la persona requerida por la ley (si
corresponde). Esta prohibido hacerlo.A que se le brinde informacion
veraz, oportuna y completa sobre las caracteristicas del servicio, las
condiciones econdomicas de la prestacion y demas términos y

condiciones del servicio;

e A que se le dé informacion completa y continua sobre tu proceso de
manera comprensible, incluyendo diagnéstico, prondstico y
alternativas de tratamiento, asi como riesgos, contraindicaciones,
medidas preventivas y advertencias sobre prescripcion y manejo de

medicamentos.

e Ser informado de todo lo necesario para que pueda dar su
consentimiento informado antes de aplicar cualquier procedimiento o

tratamiento, asi como rechazarlo.

DE LOS PRODUCTOS FARMACEUTICOS Y GALENICOS, Y DE LOS
RECURSOS TERAPEUTICOS NATURALES

Articulo 49°.- La autoridad sanitaria nacional es responsable del control
sanitario de los medicamentos y productos galénicos, y vela por el

cumplimiento de las materias relevantes de esta ley y reglamento.

Articulo 50°.- La fabricacion, importacion, distribucién o venta de todos los
productos incluidos en las investigaciones requieren registro sanitario.
Cualquier modificacion también debe registrarse en el formulario de registro

anterior.

1.3.4 Impacto ambiental

Segun el informe de la Organizacidon Panamericana de la Salud de 2019,

actualmente se promueve la fitoterapia como una terapia leve, no agresiva
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con una amplia gama de tratamientos para tratar enfermedades leves o

moderadas y enfermedades crénicas.

La tendencia en el uso de plantas medicinales en el pais indica que cerca
del 80% de la poblacién ya sabe utilizar las hierbas medicinales como
recurso medicinal. Cabe sefalar que el Perd es rico en diversidad
multicultural y geografica, y la diversidad vegetal de plantas medicinales
también es alta. Por lo tanto, a pesar de una extensa investigacion hasta
ahora, todavia hay informacién para exploracion e investigacion. Debido a
este enorme impacto, se deben establecer bancos de genes en cada area
para garantizar la proteccion de la biodiversidad y proteger las semillas de
plantas medicinales locales. Del mismo modo, también es importante
detener la sobreexplotacion de plantas medicinales que ocurren en habitats
naturales, apoyar la conservacion de plantas in situ y organizar

capacitaciones para terapeutas y productores locales en esta dificil tarea.

1.3.5 Gestién de riesgos

El nombre cientifico del arbol de Neem es Azadirachta indica, que es una
planta medicinal con propiedades bactericidas, antipiréticas,
antibacterianas, antiinflamatorias y antivirales. Basado en una investigacion
realizada por el Centro de Toxicologia y Biomedicina. Santiago de cuba. No
hay estudios de toxicidad oral aguda, solo informes de toxicidad a largo
plazo y bajo. Por tanto, los resultados muestran que la sustancia estudiada
no producira sintomas clinicos que demuestren toxicidad, no cambiara el
peso corporal del modelo biolégico animal utilizado y no provocara la
muerte del animal; macroscOpicamente, no se ha encontrado ningun

cambio en el valor diagnostico.

Las infecciones secundarias son causadas por microorganismos que no
existian durante la infeccion primaria y que ingresan al sistema del
conducto radicular durante el tratamiento, entre citas o después de que se
completa el tratamiento de endodoncia. Si estos organismos pueden
sobrevivir y colonizar el sistema de conductos radiculares, se producira una

infeccion. Otro tipo de infeccién de la pulpa dental es la infeccién intrarraiz
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persistente. Esto es causado por microorganismos involucrados en
infecciones primarias o secundarias. Pocas especies microbianas pueden
resistir los cambios ambientales durante el tratamiento de endodoncia, lo

que conduce al fracaso del tratamiento del conducto radicular.1°

Finalmente, se describe la infeccion pulpar externa. Estas infecciones
pueden ser primarias, secundarias o persistentes. La forma mas comun es
el absceso perirraiz agudo. La fuente de infeccidn extra-radicular suele ser
una infeccién intra-radicular. Recientemente, estas Ultimas infecciones han
atraido un interés considerable debido a su papel potencial en el fracaso
de los tratamientos de endodoncia. Varios estudios han confirmado que
existen infecciones extrarraices incluso en dientes que han sido sometidos
a tratamiento endodontico. Dado que la cirugia endodontica no quirdargica
no puede acceder al tejido perirraiz, este tipo de infecciones son la razén

del fracaso del tratamiento endoddntico.1©

1.3.6 Estado del arte

El PerQ es rico en especies de plantas y frutos nativos, la mayoria de los

cuales no estan industrializados.

Moussa sp. (Musaceae), también conocida como "platano”, es una famosa
fruta tropical y una importante fuente de alimento en el mundo. Esta planta
de "banano" se origind en el Pacifico Sur occidental y se extendi6 a la India
alrededor del afio 600 aC, y luego a todo el mundo tropical. Puede que sea
el cultivo cultivado mas antiguo del mundo. Hay componentes quimicos no
alimenticios en Musaceae como: acidos fendlicos, fructanos, terpenos,
antocianinas y alcaloides esteroides aislados como aminas basicas y
alcaloides indol. De manera similar, el 85% del jugo de banano esta
compuesto de agua. Se ha encontrado que el extracto de hoja contiene una
mezcla de polihidroxifenoles y taninos, y también tiene propiedades

antibioticas.?

Esto tiene un valor medicinal muy eficaz, el jugo del tallo se utiliza para
diferentes afecciones como trastornos neuroldgicos, epilepsia, histeria,

disenteria y diarrea. Se dice que varios oligosacaridos existen naturalmente

-37-



en los platanos, incluyendo fructosa, xilosa, glucosa, galactosa y manosa,
lo que los convierte en un excelente probidtico para el crecimiento de
bacterias beneficiosas en el intestino. Se estima que Musa incluye un
promedio de 70 especies y mas de 500 variedades, y ain no se han

descubierto nuevas especies.

Cuando hablamos de microorganismos, suelen estar ubicados en una zona
muy especifica del conducto radicular, asegurando asi su supervivencia y
la capacidad de expresar factores patdgenos, lo que les permite reunirse,

penetrar y asi colonizar los tejidos afectados.

Asimismo, en el tratamiento de las lesiones pulpo-periapicales, es
comprensible que uno de los objetivos basicos del tratamiento endododntico
sea poder eliminar en la mayor medida los microorganismos del conducto
radicular del diente. EI método principal para lograr este objetivo es
combinar instrumentos (utilizando instrumentos de endodoncia
estandarizados para limpiar mecanicamente la pared dentinaria del
conducto radicular) y enjuagar el conducto radicular con una solucién con
fuertes propiedades antisépticas; pero de esta manera no irritardn
demasiado el conducto radicular. area periapical Tejido conectivo. En los
ultimos afos se han realizado diversos estudios para eliminar Enterococcus
faecalis, por tratarse de una bacteria altamente resistente a los antibiéticos,
especialmente para el tratamiento farmacoldgico intracanal durante el
tratamiento de conductos radiculares necroéticos. Pocos estudios han
utilizado Musa acuminata, por lo que resulta que de esta forma se puede
encontrar un método alternativo de inhibicién de Enterococcus faecalis,
reduciendo asi la falla pulpar provocada por este microorganismo, por lo
gue el propésito de este estudio es evaluar el efecto antibacteriano in vitro
del extracto etanolico de Musa Efectivo contra Enterococcus faecalis ATCC
29212.2

1.3.7 Definicién de términos
Infeccion: Enfermedad provocada por microorganismos que invaden los

tejidos.
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Patégeno: Es cualquier microorganismo que puede producir una
determinada enfermedad o dafio en el huésped, ya sea un animal o una
planta.

Asepsia: Ausencia de microorganismos patdégenos para que no causen
infeccion.

Antibidtico: Son medicamentos que combaten infecciones causadas por
bacterias en los seres humanos y los animales ya sea matando las bacterias
o dificultando su crecimiento y multiplicacion.

Microbiologia: Responsable de la investigacion y analisis de
microorganismos, es decir, la ciencia de organismos diminutos que son
invisibles a simple vista.

Biopelicula: Es un ecosistema microbiano organizado que consta de uno o
mas microorganismos asociados con superficies activas o inertes.
Desbridamiento: Remocioén del tejido muerto o dafiado de una herida para
mejorar el proceso de cicatrizacion

Solventes: Remocién del tejido muerto o dafiado de una herida para
mejorar el proceso de cicatrizacion.

Fitoquimicos: Compuestos producidos por plantas que generalmente
juegan un papel en el crecimiento de las plantas o su defensa contra
competidores, patdgenos o depredadores.

Bactericida: Efecto que produce la muerte a una bacteria y esta provocado
por alguna sustancia bactericida.

UFC: Unidad formadora de colonias.

CMI: Concentracion minima inhibitoria.

CMB: Concentracién minima bactericida.

1.34 Estudio econGmico
e De acuerdo con una de las etapas mas importantes y relevantes de
cualquier proyecto antes de su lanzamiento, independientemente de
sus caracteristicas, se debe realizar un estudio de factibilidad para
garantizar la seguridad del proceso, cuyo Unico propdsito es analizar
si su lanzamiento es factible. Por lo tanto, la efectividad del estudio

dependera completamente de si se han considerado todas las
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intervenciones en el proceso y los factores que pueden tener serios
riesgos para su éxito. La implementacion de cualquier proyecto debe
especularse mediante un analisis minucioso teniendo en cuentas los

recursos administrativos, requisitos legales y gastos econémicos.

Por tanto, el estudio econémico del proyecto es uno de los pasos clave y
estratégicos para determinar la viabilidad del proyecto y hacerlo efectivo,
pero no es el Unico paso. La investigacion basada Unicamente en
aspectos econémicos sera incompleta, por lo que su viabilidad no sera

confiable.

1.4.Formulacién del Problema.

¢, Cual es el efecto antibacteriano in vitro del extracto hidroetanodlico de

Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 292127

1.5.Justificacion e importancia del estudio.

En los ultimos afos, la medicina natural se ha utilizado como una solucién
alternativa para mejorar la salud de la poblacién, pero en el campo de la
odontologia, debido a la falta de investigaciones relacionadas con este
tema en la regidn de Lambayeque y el pais, la medicina tradicional es
escasa. conocido, a pesar de que, vivimos en un pais con una rica flora 'y
biodiversidad, como es el Neem. En la actualidad, el sistema de conductos
radiculares puede estar infectado por una serie de microorganismos en la
cavidad bucal, estos microorganismos colonizaran el conducto radicular
de diferentes formas, por lo que este estudio tiene como objetivo encontrar
el efecto bactericida de Enterococcus faecalis considerada como un factor

importante en el fracaso del tratamiento endodontico.

La investigacion actual es de importancia clinica porque si se encuentra
gue el extracto de agua etanol de Neem (Neem) puede tener efectos
antibacterianos sobre las cepas de Enterococcus faecalis, se puede
realizar una investigacion, centrandose en el uso de esta planta para
ayudar a mejorar un tratamiento y practica, desinfectar eficazmente el

conducto radicular, y asegurar la eliminacion de microorganismos
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resistentes a irrigadores quimicos mediante el uso de este recurso que se
encuentra en nuestra zona.

Considerando que este recurso natural es parte de nuestro entorno
circundante, tiene racionalidad social, es facil de obtener y reduce el costo
de obtenerlo, ademéas, aun no se han definido efectos adversos. La
poblacion puede reducir su alto porcentaje de enfermedades bucales,
como la caries dental, porque se ha comprobado su efecto antibacteriano
sobre uno de sus patégenos patdgenos. Tiene como objetivo promover el
uso de plantas medicinales para mejorar la salud bucal. Si obtiene buenos
resultados, puede contribuir a la sociedad dental y realizar investigaciones
gue conduzcan al uso del neem como irrigante del conducto radicular para
inhibir el desarrollo de bacterias y garantizar el éxito del tratamiento de
endodoncia.

1.6.Hipétesis.

Ha. Existe efecto antibacteriano in vitro de tipo bactericida del extracto
hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212

Ho. No existe efecto antibacteriano in vitro de tipo bactericida del extracto
hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212

1.7.0bjetivos.

1.7.1. Objetivo General

Determinar el efecto antibacteriano in vitro del extracto
hidroetanolico de Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus
faecalis ATCC 29212.

1.7.2. Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la concentracion de
800 pg/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica

(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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2. Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la concentracion de
900 pg/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica

(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

3. Determinar el efecto antibacteriano in vitro de la concentracién de
1000 pg/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica

(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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ll. METODO
2.1.Tipo y Disefio de Investigacion.
2.1.1. Tipo de Investigacion

Segun el fin que persigue: Investigacion de tipo Basica.

Segun el nivel: Analitica

Segun el disefio de experiencias: Investigacion de tipo explicativa.
Segun el momento en que se recopilan los datos: Transversal

Segun el tipo de dato recolectado: Cuantitativa

2.1.2. Disefio de Investigacion

Investigacion de tipo experimental con disefio de estimulo creciente

con post prueba Unicamente y grupo control.

ANTES DESPUES
0 . o
Grupo A Negativo 4

. K

A Positivo: Estimulo '
Grupos 1

- A Estimulo intensidad x A
Experimentales

= Estimulo intensidad 2x A

2.2.Poblacion y muestra.
2.2.1. Poblacion

Debido a que la presente investigacion es de disefio experimental,
donde el investigador manipula y controla a las variables la poblacién
estuvo constituida por la cepa estandar de Enterococcus faecalis
ATCC 29212.
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2.2.2.

2.2.3.

Muestra

Bajo el mismo concepto, la muestra estuvo conformada por el
indculo de Enterococcus faecalis ATCC 29212 que fue equivalente
a una concentracion bacteriana de 1,5 x 108 UFC/mL. Que fue

contrastado por espectrofotometria uv-vis.

Célculo del numero de repeticiones

El nimero de repeticiones para cada ensayo se determind
desarrollando la siguiente formula estadistica aplicada en

investigaciones experimentales:

2
W-W? Zg+1,4-Zg
W2

n =

n=0.80-(0.80)2x 0.842 + 1.4 x 1.96 2
(0.80)2
n=0.80-0.64x0.842 +2.742
0.64
n=-2.4828 2
0.64
n=9

Reemplazando se obtiene 9 repeticiones para cada grupo
experimental. Lo que hicieron un total de 45 unidades de ensayo
incluyendo controles, como el control positivo que fue la clorhexidina
al 2% y el grupo de control negativo que fue la Solucion Salina

Fisiolégica estéril (SSFE).
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2.3.Variables, Operacionalizacion.

(neem)

mediante procesos
fisicos.

Guia de analisis
documental

VARIABLES DEFINICION INDICADORES | VALOR FINAL TECNICA INSTRUMENTO | TIPO DE | ESCALA
CONCEPTUAL VARIABLE
. Observacion Ficha de
Es una sustancia que | Recuento dici6 leccid d
debe inhibir el L UFCTl Medicion :jec;o eccion e
L. .. < placa= alos
Efecto g:)erﬁ'r?é?;r:?eﬂtzllm'?g; Bactericida Cuantitativa De razén
antibacteriano at ép el Recuent UFC/placa - continua
Eactgrianos sin cenen® Guia de analisis
causar dafio a los EltUFC/tQItaca: Documental
organismos que viven acteriostatico
en ella.
Sustancias obtenidas Observacion Ficha de
a partir de materias | 1 g de extracto | Concentraciones . y o
. medicion recoleccion de o .
Extracto primas al penetrar o | seco de | 800 pg/mL datos Cuantitativa | De razén
hidroetandlico de | impregnar disolventes | Azadirachta 900 pg/mL : - Discreta
Azadirachta indica | y luego eliminarlos | indica (neem) 1000 pg/mL
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2.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y

confiabilidad.
2.4.1. Técnicas

La técnica utilizada fue la observacion y mediciébn microbiolégica.
Consiste en el recuento de unidades formadoras de colonias que
crecen después de determinar la concentracion minima inhibitoria

(MIC) y la concentracion minima bactericida (CMB).

2.4.2. Instrumentos de recoleccion de datos

El instrumento para realizar esta investigacion y obtener los resultados

fue la ficha de recoleccion de datos y la guia de analisis documental.

2.4.3. Instrumentos de Medicién

2.4.2.1 Contador de colonias digital marca Giardino

Es un instrumento de recoleccidn de datos, es un contador de colonias
automatico de alta resolucién que permite seleccionar todo tipo de
placas para conteo bacteriano por color, mejorando asi la eficiencia y

productividad de los resultados.
2.4.2.2 Vernier milimétrico marca Starrett

Instrumento con el que se midieron los diametros de halos de inhibicién

formados por cada concentracién de extracto evaluado.

2.4.4. Validez y confiabilidad

Al ser una investigacion experimental. La validez y confiabilidad se
logré utilizando el método de difusion en disco y de microdilucion que
son métodos microbiolégicos estandarizados internacionalmente por la
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI). Asi mismo se realizo
una prueba piloto y la ejecucién de la investigacién utilizando insumos
certificados como los medios de cultivo MERCK con certificacion ISO,
la cepa de Enterococus faecalis ATCC 29212 certificada y la asesoria
y supervision de un microbidlogo especialista junto al instrumento para

la recoleccion de datos, como se evidencia en el ANEXO 2y 5.
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2.4.5. Protocolo de experimentacién

2.4.5.1.

2.4.5.2.

2.4.5.3.

Obtencién del extracto hidroetandlico de las hojas de

Azadirachta indica (neem)

Las hojas de Azadirachta indica fueron seleccionadas, lavadas
y desinfectadas. Luego fueron secadas en estufa vy
posteriormente se realizd6 su molienda. El extracto se preparé
utilizando un sistema de extraccion Soxhlet de 20 mg de cada
muestra durante 6 h en aproximadamente 250 ml de hidroetanol
y luego se concentr6 a sequedad a presion reducida utilizando

un evaporador rotatorio, y los residuos se almacenaron a 4 °C.

Obtencién y reactivacion de la Cepa de Enterococcus
faecalis ATCC 29212

La cepa bacteriana utilizada para preparar el inéculo es una cepa
certificada de Enterococcus faecalis ATCC 29212. Las cepas
fueron provistas por el Laboratorio de Microbiologia de la
Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad Sefior de
Sipan. Antes de su uso, se realizaron pruebas de identificacion

morfoldgica y fenotipica para su confirmacion.

Evaluaciéon de la actividad antimicrobiana.

Se utilizé el método de difusién en disco para la determinacion
del efecto antibacteriano del extracto hidroetanolico. Para ello se
sirvieron placas petri con medio de cultivo Mueller Hinton y en
cuya superficie se sembrod por dispersion el indculo bacteriano
de Enterococcus faecalis ATCC 29212 equivalente a 1,5 x 108
UFC/mL. Inmediatamente sembrada la bacteria se colocaron
discos de papel de filtro de 6 mm de didmetro, embebidos con
las concentraciones del extracto evaluado. Las diferentes
concentraciones del extracto se obtuvieron diluyendo el extracto
total segun peso y volumen utilizando (DMSO). Las placas de

agar inoculadas se dejaron en el refrigerador durante
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2.5.

2.6.

aproximadamente una hora para asegurar una difusion
adecuada. Luego los cultivos bacterianos fueron incubados a 37
°C durante 24 horas. Se utilizé Gluconato de clorhexidina al 2%
como control positivo. Todos los ensayos se realizaron en
condiciones de asepsia. Los resultados obtenidos fueron el
promedio de todas las replicaciones. Los halos de inhibiciéon se

midieron con un calibre vernier marca Starrett.

2.4.5.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y

concentracion minima bactericida

Se utilizé el método de microdilucion en caldo para determinar la
concentracibn minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) del extracto de A. indica. Se
prepararon 10 diluciones del extracto desde 100 a 1000 pg/mL
en pocillos de micro titulacién. Después de la incubacion a 37 °C
durante 24 h, se observaron pocillos para detectar cualquier
crecimiento visible. Las suspensiones bacterianas se usaron
como control positivo y los extractos en el caldo se usaron como
control negativo. La interpretacion de la CMI y CMB se realiz6
como la concentracion mas baja del extracto que no mostrd

ningun crecimiento visible en comparacion con los controles.
Procedimientos de Anélisis de datos.

Los resultados fueron tabulados en programa Microsoft Excel 2010 y
analizados a través del paquete estadistico SPSS v.24. Se realizé un
analisis de varianza (ANOVA) y el analisis de significancia se realizo
mediante la prueba de Duncan, con respecto a el halo de inhibicion en
mm de Enterococcus faecalis, donde se determind que si existe diferencia
entre los tratamientos ya que la diferencia de medias es significativa en el
nivel 0.05.

Criterios éticos.

Con respecto al punto de vista ético las muestras de la presente
investigacion son veraz, conforme a la data que se recolecto es real, pues

fueron procesadas en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad
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César Vallejo — Filial Piura, y se emitieron las constancias respectivas,
todo ello con el Unico propésito de dar un aporte confiable para la solucién
del problema planteado en la investigacion. El soporte tedrico de esta
investigacion se respetd con referencia a la autoria y propiedad, ya que
se cit6 en su totalidad a los trabajos de investigacion, articulos cientificos,

revistas y repositorios.

Se cumplieron todas las normas de bioseguridad y de disposicion de
residuos establecidos en el manual de operacién y funciones del
laboratorio de microbiologia y del laboratorio de investigacion de la
Facultad de Ciencias de la Salud, asi como en el Manual de Bioseguridad
de la Organizacion Mundial de la Salud y el Manual de bioseguridad en

Odontologia del Colegio Odontoldgico del Per.” 76
2.7.Criterios de Rigor Cientificos
Valor de verdad:

El estudio es aplicable a cualquier Enterococcus faecalis porque se utilizo
la cepa certificada ATCC 29212. La adquisicién de plantas extraidas se
ubica en latitud y longitud para dirigir los resultados al &rea donde se

adquirieron las plantas.
Aplicabilidad:

Se utilizaron métodos microbioldgicos estandarizados, 10 réplicas y 4
réplicas de experimentos de investigacion, asegurando asi la capacidad

de replicacion de otros investigadores en las mismas condiciones.
Consistencia:

El uso de cepas certificadas y protocolos estandarizados aseguran la
reproducibilidad de la investigacion en las mismas condiciones

experimentales.

Validez:
El estudio sefald el valor del éxito de la investigacion realizada, las
conclusiones extraidas y la posibilidad de reproducibilidad en

investigaciones externas, asi como los datos de control interno para la
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aplicacion de procedimientos experimentales o instrumentos de medicion

y recoleccion.
Confiabilidad:

La confiabilidad del instrumento depende de la estabilidad de los datos
obtenidos y de la eliminacién del riesgo de cambios entre diferentes
situaciones y aplicaciones, lo cual depende tanto de estrictos aspectos
técnicos como humanos; por lo tanto, no es solo el estado del instrumento
lo que asuntos y ajustes oportunos, como la formacién y capacitaciéon del

personal.
Objetividad:

Como investigacion experimental, la repeticion y la repeticion pueden
prevenir los sesgos asociados con los investigadores. Para ello, también
se cuenta con la supervision de un microbidlogo experto, que guio el

correcto desarrollo de la investigacion.
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RESULTADOS

3.1. Determinacioén del efecto antibacteriano in vitro del

Media de Halo de inhibicidon en mm de Enterococcus

extracto hidroetanélico de Azadirachta indica (neem) sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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10,01
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T T T T T
Clorhexidina 2% C+ S5FE €- 800 pg/mL NEEM 900 pgimL NEEM 1000 pgiml NEEM

Extracto hidroetanélico de Azadirachta indica (neem)

Figura 1: Diametro de halo de inhibicion promedio del efecto antibacteriano in
vitro de tres concentraciones del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica
(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Fuente. Analisis de datos.

La figura 1 muestra los promedios de los halos de inhibicién (efecto
antibacteriano) formados por las concentraciones de 800, 900 y 1000
png/mL  del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (neem)
comparado con un control positivo Gluconato de Clorhexidina 2% y
Solucién Salina Fisiolégica estéril (SSFE) como control negativo. Se
observa que la clorhexidina al 2% formé un halo promedio de 15,4 mm,
el extracto hidroetandlico de neem a la concentracion de 800 pg/mL un
halo de 17,8 mm, a la concentracién de 900 pug/mL un halo de 19,4 mm
y a la concentracion de 1000 pg/mL un halo de 21, mm. El control

negativo no formo halos de inhibicién.
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3.1.1 Determinacion del efecto antibacteriano in vitro de la
concentracion de 800 ug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta
indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Halo de inhibic

Clorhexidina 2% SSFE C- 800 pg/mL

Control + Control - Extracto
hidroetanélico
Azadirachta indica
(neem)

SUSTANCIAS EVALUADAS

Figura 2: Diametro de halo de inhibicion promedio del efecto antibacteriano in vitro de la
concentracion de 800 ug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) sobre
Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Fuente. Analisis de datos

La figura 2 muestra los promedios de los halos de inhibicién (efecto
antibacteriano) formados por la concentracion de 800 pg/mL del extracto
hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) comparado con un control
positivo Gluconato de Clorhexidina 2% y Solucién Salina Fisiologica
estéril (SSFE) como control negativo. Se observa que la clorhexidina al
2% formd un halo promedio de 15,4 mm, el extracto hidroetandlico de
neem a la concentracion de 800 pg/mL un halo de 17,8 mm. El control

negativo no formo halos de inhibicién.
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3.1.2 Determinacion del efecto antibacteriano in vitro de la
concentracion de 900 pug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta
indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Clorhexidina 2% SSFE C- 900 pg/mL

Control + Control - Extracto
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Figura 3: Didmetro de halo de inhibicion promedio del efecto antibacteriano in vitro de
la concentracion de 900 ug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica
(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Fuente. Analisis de datos

La figura 3 muestra los promedios de los halos de inhibicién (efecto
antibacteriano) formados por la concentracion de 900 pg/mL del extracto
hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) comparado con un control
positivo Gluconato de Clorhexidina 2% y Solucion Salina Fisiologica
estéril (SSFE) como control negativo. Se observa que la clorhexidina al
2% formo un halo promedio de 15,4 mm, el extracto hidroetandlico de
neem a la concentracion de 900 pg/mL un halo de 19,4 mm. El control

negativo no formo halos de inhibicion.
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3.1.3 Determinacion del efecto antibacteriano in vitro de

la

concentracion de 1000 pg/mL del extracto hidroetandlico de

Azadirachta indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.
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Figura 4:Didmetro de halo de inhibicion promedio del efecto antibacteriano in vitro de
la concentracion de 1000 ug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica
(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Fuente. Andalisis de datos

La figura 4 muestra los promedios de los halos de inhibicién (efecto
antibacteriano) formados por la concentracién de 1000 pug/mL del extracto
hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) comparado con un control
positivo  Gluconato de Clorhexidina 2% y Solucion Salina
Fisiologica estéril (SSFE) como control negativo. Se observa que la
clorhexidina al 2% formé un halo promedio de 15,4 mm, el extracto
hidroetandlico de neem a la concentracion de 1000 pg/mL un halo de 21,7

mm. El control negativo no formo halos de inhibicion.
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3.2. Discusion de resultados

Los resultados obtenidos en la presente investigacion se expresaron a
través de los promedios de los halos de inhibicion (los halos de inhibicion
es una forma de mediar el efecto antibacteriano) formados por las
concentraciones de 800, 900 y 1000 pg/mL del extracto hidroetandlico
de Azadirachta indica (neem) comparado con un control positivo
Gluconato de Clorhexidina 2% y Solucién Salina Fisioldgica estéril
(SSFE) como control negativo. Se reporté que la clorhexidina al 2%
formo un halo promedio de 15,4 mm, el extracto hidroetandlico de neem
a la concentracion de 800 pg/mL un halo de 17,8 mm, a la
concentracion de 900 pg/mL un halo de 19,4 mm y a la concentracion de
1000 pg/mL un halo de 21, mm. El control negativo no formo halos de
inhibicion. Las tres concentraciones del extracto evaluado tuvieron un

efecto antibacteriano mayor al presentado por el control positivo.

Estos resultados difieren con los obtenidos por Hugar S, et al.'* quienes
compararon la eficacia del aceite de ajo, aceite de neem, aceite de
clavo y aceite de tulsi en la capacidad de desinfeccion de Enterococcus
faecalis en la lima K del conducto radicular. Reportando que de todos
los aceites esenciales probados el Unico que no mostré actividad
desinfectante fue el aceite de neem. Esto probablemente pudo deberse
a que ellos utilizaron el aceite esencial de neem mientras que en la
presente investigacion se trabajo con extracto hidroetandlico y
bibliograficamente se ha demostrado que uno de los productos vegetales
con mayor cantidad de principios bioactivos encontrados son los
extractos obtenidos con solventes organicos. Ademas, la recuperacion
de compuesto aumenta si se utilizan mezclas hidroalcohdlicas como fue
en este caso. La otra diferencia que pudo influenciar es que el inéculo
de Enterococcus faecalis en el caso de la investigacion de Hugar fue
utilizado para contaminar elementos en la presente investigacion fue

probado directamente sobre ella.

Por su parte Arévalo-Hijar, et al.'® evalué in vitro el efecto antibacteriano

y citotoxico de 2 extractos metanolicos de Azadirachta indica y Moringa
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oleifera contra Enterococcus faecalis ATCC 29212. Para el caso del
extracto de neem, reportaron halos de inhibicion promedios de 35.5 mm.
Llegaron a la conclusion de que los extractos de metanol de Neem y
Moringa tienen efectos antibacterianos sobre las cepas de Enterococcus
faecalis. Estos resultados estan relacionados con los resultados
obtenidos en este estudio porque la inhibicibn promedio del halo
reportada a la concentracion mas alta evaluada (1000 pg / mL) es de 21
mm. La diferencia mostrada entre el promedio de los halos de cada
estudio puede estar asociado al tipo de extracto evaluado. Pues mientras
Arévalo-Hijar evalué un extracto metandlico, la presente investigacion
elabord un extracto hidroetanélico. Tedricamente se conoce que los tipos
de solventes y el método de extraccion pueden influir en la recuperaciéon

de los diferentes tipos de principios activos vegetales.

Los resultados obtenidos en la presente investigacion también se
relacionan parcialmente con los obtenidos por Joy Sinha D, et al.'®
guienes compararon las propiedades antibacterianas del neem (Neem)
o la curcuma (curcuma) con Enterococcus faecalis y las propiedades
antibacterianas del hipoclorito de sodio al 5% y la clorhexidina al 2%
como irrigante del conducto radicular in vitro? Informan que el Neem
tiene una actividad antibacteriana equivalente a la clorhexidina al 2% o
al hipoclorito de sodio contra Enterococcus faecalis, lo que indica que
proporciona una alternativa prometedora a otros irrigantes del conducto
radicular probados. La similitud de los resultados globales puede
deberse a que Joy Sinha también evalud el extracto de alcohol y lo
comparod con el control positivo de clorhexidina al 2%. En el presente
estudio se report6 efectividad antibacteriana del neem, pero la diferencia
con el estudio de Joy es que mientras ellos reportaron un efecto
equivalente al del antiséptico evaluado en el presente estudio el efecto
antibacteriano fue mayor. Esto pudo deberse a que nuestro estudio fue
in vitro, es decir con condiciones controladas en el caso de ellos fue un
estudio in vivo en el conducto radicular y en esas condiciones se

presentan variables extrafias que podrian afectar los resultados.
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Asi mismo, Singaravelu S, et al.}” determinaron la accién antibacteriana
del extracto de corteza de A. indica sobre Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa y Proteus mirabilis. Se
utilizé ciprofloxacina (5 pg por disco) como control positivo. Reportaron
gue el extracto de corteza de A. indica mostré actividad antibacteriana
contra E. faecalis en todas las concentraciones probadas. Estos
resultados son importantes porque demuestran porque permiten
confirmar la capacidad antibacteriana de los productos vegetales
obtenidos a partir del neem. Pues a pesar de que ellos evaluaron el
extracto de la corteza y como se sabe la mayor cantidad de metabolitos
secundarios se encuentran en las hojas y no en el tallo ni en la corteza,
pero aun asi el producto obtenido por ellos tuvo efecto antibacteriano en
todas sus concentraciones que incluian una concentracién menor a las

evaluadas en la presente investigacion que fue 800 pug/mL.

Por su parte, Anand S, et al.'® comparé la eficacia antibacteriana de
Azadirachta indica (Neem), Commiphora myrrha (Mirra), Glycyrrhiza
glabra (Regaliz) con clorhexidina 2% contra E. faecalis. Reportaron que
el extracto de mirra mostré una inhibicion de E. faecalis igual a la de
clorhexidina 2% seguida de Neem, regaliz y solucién salina que no tuvo
efecto. Esto resultados se relacionan con los obtenidos en la presente
investigacion. También se corroboran con los obtenidos por Mustafa M.1°
quien evaluo la eficacia antimicrobiana del extracto de Azadirachta indica
contra Enterococcus faecalis. El informe encontré que el efecto fue
significativamente mayor que el del grupo de control. El analisis de
varianza mostro una diferencia significativa en el diametro del area de
Enterococcus faecalis entre clorhexidina, extracto de hoja de neem e
hipoclorito de sodio al 3% (p <0.05). Concluyeron que la zona de
inhibicion mostrada por el extracto de hoja de neem es comparable a la

de la clorhexidina y el hipoclorito de sodio.

Estos resultados obtenidos y los reportados por varios investigadores no
s6lo permiten confirmar la alta capacidad antibacteriana de los principios
activos de Azadirachta indica (neem), contra distintos patdgenos de

importancia clinica incluidos Enterococcus faecalis que es el
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microorganismo mas prevalente en los casos de fracaso del tratamiento
endodontico sino que también permiten proponer que en un futuro
cercano se puedan utilizar los principios activos antibacterianos
presentes en esta planta como los terpenos y compuestos fendlicos para
gue sean incorporados en solucién irrigante y en otros productos orales
gue permitan mejorar la salud bucal de los pacientes y por ende la salud

general.

3.3. Aporte practico

Este trabajo contribuira en ampliar investigacion y datos sobre el efecto
antibacteriano que tiene el extracto de Azadirachta indica (neem) y asi
poder contrastar la informacidon con otros estudios similares. De este
modo la medicina natural pasara a ser fuente confiable para poder
realizar mejoramientos en la practica y terapia odontolégica debido al
gran efecto que esta posee para poder eliminar al microorganismo, aquel
gue es capaz de sobrevivir en un medio poco probable, pero si posible y

continuar con su labor de infeccibn como lo viene haciendo a la fecha.

La investigacion abre paso a poder concretar y plasmar en protocolos de
desinfeccion para la practica clinica, previamente habiendo evaluado el
uso directo y descartar algun tipo de complicacién y toxicidad para el ser
humano, a corto y largo plazo. De esta manera se podra hablar de una
odontologia completa y segura, ya que como resultados de este estudio
se a determinado efecto antibacteriano del extracto de la hoja en si de
este arbol, a mayor concentracion mejor efecto antibacteriano. Pues aln
guedan estudios pendientes de otras partes del arbol de neem, para ver

la efectividad de cada una de ellas y basarnos en la mejor.

Se debe procurar y hacer hincapié en abarcar en su mayoria los estudios
a la medicina natural, ya que de ello también podremos ir
complementando la practica clinica con producto que complementen el
tratamiento en consultorio y de uso diario porque no, como por ejemplo

los productos de higiene oral.
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IV. CONCLUSIONES
4.1. Conclusiones

1. Se ha logrado identificar que el extracto hidroetandlico de
Azadirachta indica (neem) presenta mayor efecto antibacteriano
sobre sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 que el control
positivo clorhexidina 2% y que el control negativo solucién salina

fisioldgica estéril (SSFE)

2. Del mismo modo se logro identificar que la concentracion de 800
ug/mL del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (neem) tiene
efecto antibacteriano sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212
mayor al del control positivo clorhexidina 2% y al del negativo

Solucién salina fisiolégica estéril (SSFE).

3. Con respecto a la concentracion de 900 pg/mL del extracto
hidroetanodlico de Azadirachta indica (neem) tiene efecto
antibacteriano sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 mayor al
del control positivo clorhexidina 2% y al del negativo Solucién salina
fisioldgica estéril (SSFE).

4. Asi mismo, la concentracion de 1000 pg/mL del extracto
hidroetanolico de Azadirachta indica (neem) tiene efecto
antibacteriano sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212 mayor al
del control positivo clorhexidina 2% y al del negativo Solucién salina

fisiologica estéril (SSFE).

4.2. Recomendaciones

1. Se recomienda investigar y purificar los principios activos de
Azadirachta indica (neem) que sean los responsables de la

actividad antibacteriana mostrada.

2. Se recomienda que se evaluen diferentes tipos de extractos de
diferentes muestras de Azadirachta indica (neem) para establecer

gue parte de la planta es la que concentra la mayor cantidad de
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principios activos y cual es el método de extraccion mas

adecuado.

Se recomienda evaluar la toxicidad del extracto para asegurar su

uso futuro en investigacion clinica.

Se recomienda después de la evaluacion en su totalidad para la
utilizacion en personas, tener en la mira la elaboracion de
productos de higiene oral que nos permitan apoyar al trabajo

clinico desde casa, para una odontologia moderna y completa.
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Anexo 1: Matriz de consistencia

ANEXOS

Nombre y apellidos: CINTHIA ELIZABETH MANAYALLE NOLE

Titulo del proyecto de tesis: EFECTO ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROETANOLICO DE Azadirachta indica
(NEEM) SOBRE Enterococcus faecalis ATCC 29212

PREGUNTA OBJETIVOS HIPOTESIS TIPQ/DISE POBLACION INSTRUMENTO
NO /IMUESTRA
Objetivo General Existe el efecto Tipo: Poblacion:
o E_valuar e! (_efecto antlba_cterlano_ln vitro del extracto antlbacter!ano in v’|t_r0 del Cuantitativa Cepa de Enterococcus Microscopio.
¢Existe efecto hidroetanélico de Azadirachta indica (neem) sobre | extracto hidroetandlico de faccalis ATCC 29212
antibacteriano in Enterococcus faecalis ATCC 29212. Azadirachta indica (neem) Disefio:
vitro del extracto Obietivos Especifi sobre Enterococcus faecalis | Experimental Hojas de Azadirachta | Contador de Colonias.
hidroetanolico de JELIVOS ESpeciticos ATCC 29212 es de tipo con estimulo indica (neem)
Azadirachta indica 1. Determinar el efecto antibacteriano bactericida. creciente. Con Vernier milimétrico.
(neem) sobre de 10 concentraciones del extracto hidroetandlico No existe el efecto posprueba y Muestra:
Enterococcus de las hojas de Azadirachta indica (neem) sobre | antibacteriano in vitro del grupos . Medios de cultivo.
faecalis ATCC Enterococcus faecalis ATCC 29212. extracto hidroetandlico de controles. Ir}oculc;_diﬁ_rgrérc;%c;clc;s
292127 Azadirachta indica (neem) aecalls Ficha de recoleccion de

2. Determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI) del extracto hidroetandlico de Azadirachta
indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.

3. Determinar la concentracion minima bactericida
(CMB) del extracto hidroetanolico de Azadirachta
indica (neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC
29212.

sobre Enterococcus faecalis
ATCC 29212 es de tipo
bactericida.

equivalentes a 1,5x108
UFC/mL.

Concentracién de 800, 900

y 1000 pg/mL del extracto

total de Azadirachta indica
(neem).

datos.
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Anexo 2. ldentificacion taxon6mica de la planta Azadirachta indica

A

HERBARIUM PIURENSE HERBARIUM PIURENSE
SPOARO I iy fo Universidad Nacional de Piura

Constancia N° 004-2019

El que suscribe, Dr. J. Manuel Charcape Ravelo, docente del Departamento de
Ciencias Bioldgicas de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Piura,
Director de la Unidad de Investigacion de la Facultad de Ciencias y Director del
Herbarium Piurense, deja

CONSTANCIA

Que la Sra. Cinthia Elizabeth Manayalle Nole, estudiante del 10™ ciclo de la
Escuela de Estomatologia de la Universidad Sefior de Sipan-Chiclayo, identificada
con DNI N° 47578992, con domicilio legal en la ciudad de Chiclayo. Alcanzé una
muestra botdnica a este despacho para ser determinada en esta institucion,
manifestando que es para la realizacion de su tesis titulada: Efecto antibacteriano
in vitro del extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (NEEM) SOBRE
Enterococcus faecalis ATCC 29212. La muestra examinada resultdé ser:
Azadirachta indica Jussieu 1830 MELIACEAE “neem”.

Division: Angiospermae
Clase: Equisetopsida
Orden: Sapindales
Familia: Meliaceae
Género: Azadirachta
Especie: A. indica Jussieu 1830 MELIACEAE “neem”

Se le expide esta constancia a solicitud de la interesada para los fines de
realizacion de su tesis.

Piura, 18 de junio del 2019

https://www. facebook com/Herbarium plurense
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Anexo 3. Solicitud de acceso al laboratorio para prueba piloto.

CONSTANCIA

El que suscribe, hace constar que ha colaborado con la recoleccion de
datos de la prueba piloto de la investigacion titulada: EFECTO
ANTIBACTERIANO IN VITRO DEL EXTRACTO HIDROETANOLCO DE
Azadirachta indica (NEEM) SOBRE Enterococcus faecalis ATCC 29212, de
la Srta. Cinthia Elizabeth Manayalle Nole identificada con DNI N° 47578992
estudiante de Estomatologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Senor de Sipdan. La prueba piloto fue realizada los dias 29, 30 y
31 de mayo del 2019.

Se expide |la presente a solicitud de la interesada, para los fines que
estime conveniente.

Piura, 30 de mayo de 2019.

inaf)
" Miguel Angel Ruiz Bamusto
BIULOGO

C.8.P. 8256
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Anexo 4. Procedimiento de recoleccion de datos

Obtencioén de los extractos:

1. Seleccion y secado de material vegetal:

———— P
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3. Preparacion del sistema para obtencién del extracto.

Obtencion del extracto hidroetandlico
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4. Estandarizacion del in6culo de Enterococcus faecalis ATCC
29212.

Cepa certificada In6culo en suspension

Estandarizacién en espectrofotometro
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5. Preparacion de medios de cultivo

Pesaje y dilucion del Agar Mueller — Hinton
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6. Evaluaciéon antimicrobiana

Sembrado de bacteria e incorporacion de extractos vegetales

Placas sembradas y en incubacion.
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Anexo 5. Ficha de recoleccion de datos

DIAMETRO DEL HALO DE INHIBICION EN mm

CONTROLES

CONCENTRACIONES EXTRACTO

ENSAYOS Clorhexidina2% SSFE 800 ug/mL 900 pg/mL 1000 pg/mL

© 00 N O O~ W N PP

=
o

i Rl B
BIULOGO

€.B.P. 8256
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Anexo 6. Resultados de prueba

Tabla 1. Promedios de diametros de halos de

inhibicibn de 20

concentraciones del extracto hidroetandlico de hojas de Azadirachta indica

(neem) sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Control + Control - Extracto hidroetandlico Azadirachta indica (neem)
Clorhexidina 2% SSFE C- 800 pg/mL 900 pg/mL 1000 pg/mL
15 0 18.2 19.5 21.8
16 0 18 20 22
15 0 17.9 18.9 23
14.5 0 16.8 19.9 21
15 0 19 19.2 22
15 0 17.4 18.2 22.4
15 0 17.6 20.1 23
16 0 16.5 19.4 23
15 0 18.2 19.3 23
15 0 18.6 18.7 21
15 0 17.2 18.8 21
16 0 18.7 20.6 21
15.5 0 16.4 19 21
16.5 0 17.7 19.5 22.5
15 0 18 19.9 21.9
16 0 18.1 19.2 21.8
15 0 18.6 18.2 20.5
15 0 17.2 20.1 21
16 0 18.7 194 19.8
15.5 0 16.4 19.3 21
15.4 0 17.8 19.4 21.7

*Solucidn salina fisiologica estéril
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Anexo 7. Andlisis estadistico de datos

ONEWAY HALO_INHIBICION BY EXTRACTO NEEM/STATISTICS DESCRIPTIVES

HOMOGENEITY/PLOT MEANS/MISSING ANALYSIS/POSTHOC =
SCHEFFE ALPHA

(0.05)

Unidireccional

TUKEY DUNCAN

Descriptivos
Halo de inhibicién en mm de Enterococcus faecalis ATCC 29212
95% del intervalo de
Error confianza para la media
Desviacion | estanda Limite Limite
N Media | estandar r inferior superior Minimo | Maximo
— 0
g'frhex'd'”a 2% 20| 15,350 5405|1209 15,097 15,603| 145 165
SSFE C- 20 ,000 ,0000 ,0000 ,000 ,000 ,0 ,0
800 pg/mL NEEM 20| 17,760 ,8062 ,1803 17,383 18,137 16,4 19,0
900 pg/mL NEEM 20| 19,360 ,6286 ,1406 19,066 19,654 18,2 20,6
1000 pg/mL NEEM 20| 21,685 ,9349 ,2090 21,247 22,123 19,8 23,0
Total 100| 14,831 7,7642 7764 13,290 16,372 ,0 23,0
Prueba de homogeneidad de varianzas
Halo de inhibicibn en mm de Enterococcus faecalis ATCC 29212
Estadistico de
Levene dfl df2 Sig.
14,428 95 ,000
ANOVA
Halo de inhibicibn en mm de Enterococcus faecalis ATCC 29212
Suma de cuadrados gl Media cuadréatica F Sig.

Entre grupos 5925,922 4 1481,481 3350,051 ,000
Dentro de grupos 42,012 95 442
Total 5967,934 99

Pruebas post hoc (Duncan)

Comparaciones multiples

\Variable dependiente: Halo de inhibicion en mm de Enterococcus faecalis ATCC 29212

95% de intervalo
() Extracto hidroetandlico de | (J) Extracto hidroetandlico | Diferencia Error de confianza
Azadirachta indica (neem) de Azadirachta indica de medias |estanda Limite
(neem) (1-J3) r Sig. Limite | superio
inferior r
HSD SSFE C- 15,3500 ,2103]| ,000 14,765| 15,935
Tukey | Clorhexidina 2% 800 pg/mL NEEM -2,4100°| ,2103]| ,000 -2,995| -1,825
C+ 900 pg/mL NEEM -4,0100"| ,2103]| ,000 -4,595| -3,425
1000 pg/mL NEEM -6,3350"| ,2103]| ,000 -6,920| -5,750
Clorhexidina 2% C+ -15,3500"| ,2103| ,000| -15,935]| -14,765
SSFE C- 800 pg/mL NEEM -17,7600"| ,2103| ,000| -18,345| -17,175
900 pg/mL NEEM -19,3600"| ,2103| ,000| -19,945| -18,775
1000 pg/mL NEEM -21,6850"| ,2103| ,000| -22,270]| -21,100
Clorhexidina 2% C+ 2,4100"| ,2103]| ,000 1,825| 2,995
800 pg/mL NEEM | SSFE C- 17,7600 ,2103]| ,000 17,175| 18,345
900 pg/mL NEEM -1,6000"| ,2103]| ,000 -2,185| -1,015
1000 pg/mL NEEM -3,9250"| ,2103]| ,000 -4,510| -3,340
Clorhexidina 2% C+ 4,0100"| ,2103| ,000 3,425| 4,595
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900 pg/mL NEEM | SSFE C- 19,3600°| ,2103| ,000 18,775| 19,945
800 pg/mL NEEM 1,6000°| ,2103| ,000 1,015| 2,185

1000 pg/mL NEEM -2,3250°| ,2103| ,000 -2,910| -1,740

Clorhexidina 2% C+ 6,3350°| ,2103| ,000 5,750| 6,920

1000 pg/mL NEEM | SSFE C- 21,6850°| ,2103| ,000 21,100| 22,270
800 pg/mL NEEM 3,9250°| ,2103| ,000 3,340 4,510

900 pg/mL NEEM 2,3250°| ,2103| ,000 1,740 2,910

Scheffe SSFE C- 15,3500°| ,2103| ,000 14,689 | 16,011
Clorhexidina 2% 800 pg/mL NEEM -2,4100°| ,2103| ,000 -3,071| -1,749
C+ 900 pg/mL NEEM -4,0100°| ,2103| ,000 -4,671| -3,349
1000 pg/mL NEEM -6,3350°| ,2103| ,000 -6,996| -5,674

Clorhexidina 2% C+ -15,3500°| ,2103| ,000| -16,011]| -14,689

SSFE C- 800 pg/mL NEEM -17,7600°| ,2103| ,000| -18,421| -17,099
900 pg/mL NEEM -19,3600°| ,2103| ,000| -20,021] -18,699

1000 pg/mL NEEM -21,6850°| ,2103| ,000| -22,346]| -21,024

Clorhexidina 2% C+ 2,4100°| ,2103| ,000 1,749 3,071

800 pg/mL NEEM | SSFE C- 17,7600°| ,2103| ,000 17,099| 18,421
900 pg/mL NEEM -1,6000°| ,2103| ,000 -2,261 -,939

1000 pg/mL NEEM -3,9250°| ,2103| ,000 -4,586 | -3,264

Clorhexidina 2% C+ 4,0100"| ,2103]| ,000 3,349| 4,671

900 pg/mL NEEM | SSFE C- 19,3600°| ,2103| ,000 18,699 | 20,021
800 pg/mL NEEM 1,6000°| ,2103| ,000 939 2,261

1000 pg/mL NEEM -2,3250°| ,2103| ,000 -2,986| -1,664

Clorhexidina 2% C+ 6,3350°| ,2103| ,000 5,674 6,996

1000 pg/mL NEEM | SSFE C- 21,6850°| ,2103| ,000 21,024 | 22,346
800 pg/mL NEEM 3,9250°| ,2103| ,000 3,264| 4,586

900 pg/mL NEEM 2,3250"| ,2103]| ,000 1,664 2,986

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

Subconjuntos homogéneos

Halo de inhibicion en mm de Enterococcus faecalis ATCC 29212

Extracto hidroetandlico de Subconjunto para alfa = 0.05
Azadirachta indica (neem) N 1 2 3 4 5
HSD SSFE C- 20 ,000
Tukey*  [Clorhexidina 2% C+ 20 15,350

800 pg/mL NEEM 20 17,760

900 pg/mL NEEM 20 19,360

1000 pg/mL NEEM 20 21,685

Sig. 1,000| 1,000 1,000| 1,000| 1,000
Duncan? | SSFE C- 20 ,000

Clorhexidina 2% C+ 20 15,350

800 pg/mL NEEM 20 17,760

900 pg/mL NEEM 20 19,360

1000 pg/mL NEEM 20 21,685

Sig. 1,000| 1,000 1,000| 1,000| 1,000
Scheffe? | SSFE C- 20 ,000

Clorhexidina 2% C+ 20 15,350

800 pg/mL NEEM 20 17,760

900 pg/mL NEEM 20 19,360

1000 pg/mL NEEM 20 21,685

Sig. 1,000| 1,000 1,000| 1,000| 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafo de la muestra de la media arménica = 20.000.
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Graficos de medias
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Media de Halo de inhibicion en mm de Enterococcus
faecalis ATCC 29212

T T T T T
Clorhexidina 2% C+ SSFE C- 300 pg/mL MEEM 900 ugiml NEEM 1000 ug/mL MEEM

Extracto hidroetandlico de Azadirachta indica (neem)
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