Universidad
= Continental

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

Escuela Académico Profesional de Odontologia

Tesis

Efecto antibacteriano in vitrodel extracto etandlico
de Tocosh y el metronidazol frente a Porphyromonas
Gingivalis ATCC 33277, Huancayo - 2024

Paola Kelly Espinal Veliz
Nayeli Yeimi Reza Gonzales

Para optar el Titulo Profesional de
Cirujano Dentista

Huancayo, 2025
e
e
e



Repositorio Institucional Continental

Tesis digital

Esta obra esté bajo una Licencia "Creative Commons Atribucion 4.0 Internacional” .




INFORME DE CONFORMIDAD DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE

INVESTIGACION
A : Decana de la Facultad de Ciencias de la Salud
DE : Armando Moisés Carrillo Fernandez

Asesor de trabajo de investigacion
ASUNTO : Remito resultado de evaluacion de originalidad de trabajo de investigacion

FECHA : 15 se Setiembre de 2025

Con sumo agrado me dirijo a vuestro despacho para informar que, en mi condicion de asesor del
trabajo de investigacion:

Titulo:
Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de Tocosh y el metronidazol frente a
Porphyromonas Gingivalis ATCC 33277, Huancayo - 2024

Autores:
1. Paola Kelly Espinal Veliz — EAP. Odontologia
2. Nayeli Yeimi Reza Gonzales — EAP. Odontologia

Se procedi6 con la carga del documento a la plataforma “Turnitin” y se realiz6 la
verificacion completa de las coincidencias resaltadas por el software dando por
resultado 18 % de similitud sin encontrarse hallazgos relacionados a plagio. Se
utilizaron los siguientes filtros:

o Filtro de exclusion de bibliografia Sl NO I:l

o Filtro de exclusion de grupos de palabras menores Sl E NO I:I
N° de palabras excluidas (en caso de elegir “SI”): 15

e Exclusion de fuente por trabajo anterior del mismo estudiante Sl NO I:l

En consecuencia, se determina que el trabajo de investigacion constituye un documento
original al presentar similitud de otros autores (citas) por debajo del porcentaje
establecido por la Universidad Continental.

Recae toda responsabilidad del contenido del trabajo de investigacion sobre el autor y
asesor, en concordancia a los principios expresados en el Reglamento del Registro
Nacional de Trabajos conducentes a Grados y Titulos — RENATI y en la normativa de
la Universidad Continental.

Atentamente,

La firma del asesor obra en el archivo original

(No se muestra en este documento por estar expuesto a publicacion)



Dedicatoria

La tesis estd dedicada a
nuestros padres, quienes son
nuestra mayor inspiraciéon vy
motivo para alcanzar
nuestros suenos. Por
apoyarnos

incondicionalmente y darnos
valores fundamentales para
nuestra formacion,
ensendndonos que el
esfuerzo, la dedicacién vy la
perseverancia son claves
para alcanzar  nuestros

propdsitos frazados.



Agradecimientos

A Dios por resplandecer
nuestro camino vy llenarnos
de bendiciones y salud.
Queremos  expresar una
profunda gratitud a nuestra
alma mater, la Universidad
Continental, y a todos los
docentes, quienes han sido
fundamentales para nuestra
formacion profesional,
compartiendo sus valiosos
conocimientos y
brinddndonos el  apoyo
necesario para alcanzar
nuestras metas. un
agradecimiento especial a
nuestro asesor, Armando
Moisés Carrillo Ferndndez,
por su orientacién y guia en

la elaboracién de esta tesis.



Dedicatoria
Agradecimientos

indice de contenidos
indice de tablas
Resumen

Abstract

Introduccion

Capitulo I: Marco Tedrico
Capitulo Il: Materiales y métodos
Capitulo Ill: Resultados
Capitulo IV: Discusion
Conclusiones
Recomendaciones
Bibliografia

Anexos

indice de contenidos

Vi

vi

vii

viii

18

23

29

32

33

34

37



indice de tablas

Tabla 1: Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etandlico de
tocosh (n=36) frente a Porphyromonas gingivalis a las 24 horas de esfudio.......... 23
Tabla 2: Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etandlico de
tocosh (n=36) frente a Porphyromonas gingivalis a las 48 horas de esfudio.......... 24
Tabla 3:Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etandlico de
tocosh (n=36) frente a Porphyromonas gingivalis a las 72 horas del estudio ......... 25
Tabla 4: Andlisis de normalidad por Shapiro Wilk (n=36) de las concentraciones de
extractos etandlicos de Tocosh frente a Porphyromonas gingivalis en los tres
[olC] lo)e o1 e [N = [V [o TR 26
Tabla 5: Comparacion en parejas de la efectividad de sustancias de prueba en
los tres fiempos de @STUIO .....ccccoeeeeeeiiieeeeeee 27
Tabla 6: Andilisis de varianzas segun los tiempos de estudio de las concentraciones
del extracto etandlico de Tocosh sobre Porphyromonas gingivalis segun prueba
AE WIICOXON .ttt ettt ettt ettt e st e e s st e e e abeeee s 28

Vii



Resumen

La tesis tuvo como objefivo de la ftesis fue analizar el efecto
antibacteriano in vitro de concentraciones del extracto etandlico de Tocosh (25%,
50%, 75%, 100%) y Metronidazol frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La
investigacion fue aplicada, experimental, y prospectiva. La muestra consistié en 9
ensayos. Los resultados mostraron que a las 24 horas, los extractos etandlicos de
Tocosh al 75% y 100% presentaron halos de inhibicién de 17,21 + 1,433 mmy 12,48
+ 0,563 mm, mientras que las concentraciones al 25% y 50% no mostraron actividad
antibacteriana. El metronidazol presentd halo de 23,33 £ 1,316 mm. A las 48 horas,
los extractos al 75% y 100% mostraron halos de inhibicién de 17,03 £ 1,434 mm vy
12,30 £ 0,570 mm, y metronidazol 23,14 + 1,312 mm. A las 72 horas, los exiractos al
75% y 100% mostraron halos de 16,85 £ 1,425 mmy 12,10 £ 0,565 mm, mientras que
el metronidazol tuvo 22,94 = 1,322 mm. La prueba de Mann Whitney indicd
diferencias significativas entre los extractos de Tocosh al 100%, 75% y Metronidazol
(p<0,05), pero no para los extractos al 50% y 25% (p>0,05). Se concluyd que al
analizar el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones del exiracto
etandlico de Tocosh al 25%, 50%, 75% y 100% a las 24, 48 y 72 horas existe
diferencias significativas, en comparaciéon con el Metronidazol, frente
a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, siendo los extractos etandlicos de Tocosh

al 75% y 100% los que mostraron mayor efecto antibacteriano.

Palabras Claves: Porphyromonas gingivalis, Metronidazol, antibacteriano.
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Abstract

The objective of this thesis was to analyze the in vitro anfibacterial effect
of concentrations of the ethanolic extract of Tocosh (25%, 50%, 75%, 100%) and
Metronidazole against Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. The research was
applied, experimental, and prospective. The sample consisted of 9 tests. The results
showed that at 24 hours, the ethanolic exiracts of Tocosh at 75% and 100%
presented inhibition halos of 17.21 £ 1.433 mm and 12.48 + 0.563 mm, while
concenfrations at 25% and 50% showed no antibacterial activity. Metronidazole
presented a halo of 23.33 £ 1.316 mm. At 48 hours, the 75% and 100% exiracts
showed inhibition halos of 17.03 + 1.434 mm and 12.30 * 0.570 mm, and
metronidazole 23.14 + 1.312 mm. At 72 hours, the 75% and 100% extracts showed
halos of 16.85 £ 1.425 mm and 12.10 = 0.565 mm, while metronidazole had 22.94 +
1.322 mm. The Mann Whitney test indicated significant differences between the
100%, 75% and Metronidazole Tocosh extracts (p<0.05), but not for the 50% and 25%
extracts (p>0.05). It was concluded that when analyzing the in vitro anfibacterial
effect of the concentrations of the ethanolic exiract of Tocosh at 25%, 50%. 75%
and 100% at 24, 48 and 72 hours, there are significant differences, compared to
Metronidazole, against Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, with the ethanolic

extracts of Tocosh at 75% and 100% showing the greatest antibacterial effect.

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Metronidazole, antibacterial.



Infroduccion

La Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) es una de las bacterias mds
prevalentes y patdgenas asociadas a enfermedades periodontales, como la
gingivitis y la periodontitis, que afectan a un alto porcentaje de la poblacién
mundial. El fratamiento convencional de estas infecciones bacterianas incluye el
uso de antibidticos como el metronidazol, un agente conocido por su efectividad
frente a bacterias anaerobias, pero el uso excesivo de antibidticos ha generado
preocupacion por el desarrollo de resistencia bacteriana y sus efectos adversos
en el microbiota oral y la salud general.

Por ello, la busqueda de alternativas naturales con propiedades
anfimicrobianas ha cobrado gran relevancia en la investigacion de nuevos
fratamientos. En este contexto, el Tocosh, un alimento tradicional andino derivado
de la fermentacion del maiz, ha mostrado propiedades terapéuticas que incluyen
efectos antioxidantes, antiinflamatorios y antimicrobianos. El extracto etandlico de
Tocosh contiene compuestos bioactivos que podrian tener potencial para inhibir
el crecimiento bacteriano de P. gingivalis.

Este estudio se propone evaluar el efecto antibacteriano in vifro del
extracto etandlico de Tocosh a diferentes concentraciones (25%, 50%, 75%, 100%)
en comparacidén con el metronidazol frente a P. gingivalis ATCC 33277. Se
determinard la actividad antimicrobiana del extracto a las 24, 48 y 72 horas de
exposicidn, con el objetivo de identificar la concentracidn mds efectiva y el
tiempo optimo de accidn. Los resultados obtenidos podrian contribuir a la
validacion de Tocosh como una posible alternativa terapéutica natural frente a
infecciones periodontales, brindando nuevas perspectivas para el manejo de la
salud bucal.

Enreferencia a la delimitacién de la investigacién, la delimitacion territorial
fue en el departamento de Lima en el pais PerU. La delimitacidon temporal
exclusivamente se centrd en los meses de realizacién de noviembre a diciembre
del ano 2024. La delimitacion conceptual se centrd en las teorias que sustentaron
el andlisis actual, utilizando una ficha para la recoleccidon de datos, con el fin de
evaluar los valores de cada variable. Se considerd exclusivamente el marco
conceptual y la literatura actual, no superior a 5 anos, para asegurar la relevancia
de las compilaciones y conftribuir asi a futuros estudios en el mismo contexto.

En referencia al planteamiento del problema, desde tiempos antiguos, los

remedios fradicionales han sido utilizados para aliviar el dolor dental y promover la



higiene bucal. Esta prdctica ancestral estd respaldada por numerosos estudios
cientificos que han documentado el uso extenso de plantas para fines preventivos
y curativos. A nivel global, las enfermedades bucodentales representan un
importante problema de salud publica, afectando a personas de todas las
edades con afecciones como cdncer oral, halitosis, periodontitis, gingivitis y caries
dentales. La gravedad de esta situacion se ve aumentada por hdbitos
alimentarios inadecuados y la presencia de comorbilidades. (1)

En la tradicion popular peruana, el conocimiento sobre el uso de productos
naturales ancestrales para prevenir y fratar enfermedades ha sido fransmifido de
generaciéon en generaciéon. Un ejemplo destacado es el tocosh, un recurso natural
peruano obtenido mediante la fermentacién de la papa (Solanum tuberosum).
Pery, con aproximadamente 3.800 variedades de papa, es uno de los principales
exportadores de este tubérculo, que fue domesticado hace menos de 10.000
anos. Ademds de consumir la papa fresca, los antiguos peruanos también
utilizaban la papa fermentada. (2)

A pesar de su aroma caracteristico, el tocosh es un alimento tradicional
altamente apreciado por sus numerosos beneficios para la salud. Este producto se
elabora mediante una técnica ancestral andina que emplea la fermentacién
bacteriana de productos locales como el maiz, el olluco, la arracacha, la oca, y
especialmente la papa. EI nombre "tocosh" proviene del término quechua
"togosh", que significa arrugado y fermentado, lo cual refleja tanto su método de
produccién como sus caracteristicas. El tocosh de papa se consume vy
comercializa en regiones como Hudnuco, Pasco, Apurimac, Ancash, Junin y Lima,
siendo utilizado tanto como alimento bdsico como tratamiento tradicional debido
a sus beneficios en problemas infecciosos, gdstricos y de soroche. Se considera
una medicina tradicional peruana segura, con un limite seguro de hasta 1000
mg/kg de peso corporal en estudios realizados con animales. (3)

Ademds, se ha senalado que la papa (Solanum tuberosum) contiene
compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas, vitamina C, triterpenos,
saponinas, alcaloides y a-solanina, lo que la convierte en una fuente alimenticia
rica en propiedades antioxidantes y fitoquimicas. Las diversas variedades de papa
podrian llevar al descubrimiento de nuevas clases de sustancias antibidticas que
podrian ser empleadas como agentes selectivos en el tratamiento y control de
enfermedades infecciosas. (4)

Por su parte, la boca constituye un ecosistema Unico que alberga una

variedad de bacterias en distintos nichos, como los dientes, las encias, la lengua,



las mejillas y otras dreas. Cada una de estas superficies proporciona condiciones
distintas para las bacterias, o que resulta en diferencias en las poblaciones
microbianas entre individuos, especialmente en los adultos mayores. En el entorno
bucal, no tfodas las bacterias son perjudiciales; algunas son beneficiosas y juegan
un papel esencial en el mantenimiento del equilibrio del ecosistema oral. En
confraste, las bacterias patdgenas tienden a proliferar mds que las bacterias
beneficiosas vy, si lo logran, pueden causar enfermedades bucales como caries y
enfermedades de las encias, afectando también la salud general del individuo.
(5)

Dentro de las enfermedades de las encias, la Porphyromonas gingivalis (P.
gingivdlis) es una bacteria estrictamente anaerdbica que suele estar asociada
con patologias crénicas como la gingivitis y la periodontitis. Si la periodontitis no se
trata adecuadamente, pueden formarse bolsas periodontales entre la encia y el
diente, lo que puede provocar complicaciones adicionales, como la halitosis. Esta
halitosis es el resultado de la produccion de compuestos de azufre voldtiles y
malolientes, generados por la metabolizacidn de diversas sustancias en la cavidad
bucal por parte de P. gingivalis. La bacteria cuenta con varios factores de
virulencia que pueden intensificar la gravedad de la enfermedad, especialmente
en caso de infecciones mixtas. Actualmente, se estdn explorando nuevas
alternativas de productos naturales para ftratar problemas médicos vy
odontolégicos asociados con esta bacteria. (6)

No obstante, algunos estudios indican que el tocosh posee importantes
propiedades medicinales. A su vez, algunas cepas de focosh tienen potencial
como agentes antimicrobianos, al inhibir tfanto bacterias como hongos mediante
bacteriocinas y/o moléculas antifUngicas. Es por ello que se propone como
alternativa el uso del exiracto acuoso de Tocosh como agente bactericida
efectivo contra Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis, bacterias clave
implicadas en la caries dental y la periodontitis, respectivamente. A través de la
evaluaciéon de la actividad antimicrobiana del extracto acuoso de Tocosh, se
busca ofrecer una alternativa natural y eficaz para el manejo y prevencién de
enfermedades orales, resaltando la importancia de aprovechar los recursos
fradicionales en la lucha contra las infecciones bucales.

En este contexto, se planted la siguiente formulacién del problema 3Como
es el efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones del extracto etandlico
de Tocosh al 25%, 50%, 75%, 100% a las 24, 48 y 72 horas y el Metronidazol frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 3327772



En referencia a los objetivos de la investigacién el objetivo general fue
analizar el efecto anfibacteriano in vitro de las concenfraciones del extracto
etandlico de Tocosh al 25%, 50%, 75%, 100% a las 24, 48 y 72 horas y el Metronidazol
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Los objetivos especificos fueron
determinar el efecto antibacteriono de las concentraciones del extracto
etandlico de Tocosh y Metfronidazol a las 24 horas frente a Porphyromonas
gingivalis  ATCC 33277. Determinar el efecto antibacteriono de las
concentraciones del exiracto etandlico de Tocosh y Metronidazol a las 48 horas
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Determinar el efecto
antibacteriano de las concentraciones del extracto etandlico de Tocosh y
meftronidazol a las 72 horas frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

En referencia a la justificacion tedrica se amplié el conocimiento de los
profesionales de la odontologia sobre el efecto antibacteriano in vitro del extracto
etandlico de Tocosh al 25%, 50%, 75%, 100% a las 24, 48 y 72 horas y el Metronidazol
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 y obtener de él conocimientos
fiables para que puedan ser utilizados como base tedrica para otros estudios.

Este estudio presentd justificacion prdctica, porque permitié solucionar un
suceso problemdtico relevante en los adultos mayores como es las enfermedades
con factor etioldgico de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 que se vio
acrecentando de manera progresiva sobre todo en los pobladores con higiene
deficiente. Este frabajo ayudd en la busqueda continua de soluciones mds
sostenibles y menos propensas a generar resistencia en el tratamiento de
infecciones bacterianas al ampliar nuestro entendimiento sobre alternativas
naturales para combatir bacterias resistentes a antibidticos.

Este estudio presentd justificacion metodoldgica, referente a los pocos
estudios actuales sobre la temdatica en nuestro pais y sobre todo en nuestra regién
gue sirvid a nuestra realidad para efectuar otros estudios.

Este estudio presentd justificacion social, porque los beneficiaros fueron
todo aquel individuo que presentd enfermedades con factor etioldégico de
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 y a su vez beneficid a los profesionales en
odontologia para tener nocidén de cémo abordar este tipo de pacientes. Este
estudio proporciond pruebas cientificas Utiles sobre las propiedades
antibacterianas del extracto etandlico de Tocosh, un recurso natural que aln no
ha sido estudiado adecuadamente. Este extracto combate patdégenos orales

importantes como Porphyromonas gingivalis.



En referencia a la hipdtesis de la investigacién la hipdtesis alterna indicd
que existe efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones del extracto
etandlico de tocosh al 25%, 50%, 75% y 100% a las 24, 48 y 72 horas frente
a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. La hipdtesis nula indicd que no hay
efecto antibacteriano in vitro de las concentraciones del extracto etandlico de
tocosh al 25%, 50%, 75% y 100% a las 24, 48 y 72 horas frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.



Capitulo I: Marco Teérico

1.1 Antecedentes del problema

Antecedentes internacionales
Azeez et al. (7), en su tfrabajo experimental realizado en Irag en 29

muestras, concluyeron que P. gingivalis persistente tiene tolerancia a multiples
fdrmacos, no debido a resistencia a anfimicrobianos. Una combinacién de
subcitrato de bismuto coloidal (CBS) y metronidazol elimina eficazmente estos
persistentes tanto en modo plancténico como en biopeliculas, superando a
las combinaciones convencionales de metronidazol con amoxicilina. CBS
muestra minima  citotoxicidad en células epiteliales gingivales humanas
(HGEC).

En el frabajo de Carrol et al. (8), en su frabajo experimental realizado
en EEUU. en 21 muestras, concluyeron que la actividad anfibacteriana de
siefe especies vegetales y frutos de Pistacia lentiscus contra P. gingivalis,
apoyando su uso tradicional en higiene bucal y fratamiento de periodontitis.
Las plantas presentan un potfencial para el desarrollo de productos
farmacéuticos y de higiene oral.

En Indonesia Fajriani et al. (?), en su trabajo experimental realizado en
India. en 10 muestras, concluyeron que la fraccion de extracto de té verde
inhibe el crecimiento de P. gingivalis. A través de métodos de extraccion y
pruebas antibacterianas, se encontré que concentraciones minimas de 0,5%
(5 mg/ml) eran efectivas, mostrando zonas de inhibicidon de 16,16 mm a 4
mg/disco. Estos resultados sugieren el potencial del t¢ verde en formatos
farmacéuticos para prevenir la periodontitis.

En el articulo de Gaphor (10), en su trabajo experimental realizado en
Irag en 29 muestras, concluyd que la actividad antibacteriana del aceite
esencial de la goma de Pistacia atldntica Kurdica de la regidon del Kurdistdn
en lIrak, contra el periodontopatdégeno P. gingivalis aislado clinicamente,
utilizando un modelo in vitro. Los resultados indican que el exiracto fiene
efectos antibacterianos significativos.

Ré et al. (11), en su trabajo experimental realizado en Brasil en 10
muestras, en su articulo concluye que el sistema semisdlido disefado para la
liberacion de metronidazol (MDZ) ha demostrado ser efectivo en el control de
la viabilidad de Porphyromonas gingivalis en biopeliculas durante un periodo

de hasta 72 horas. La liberacion de MDZ desde la formulacion fue



sustancialmente afectada por el medio de cultivo en comparacién con la
solucion tampdn, especialmente a las 24 horas.

En Indonesia Widyarman et al. (12), en su trabajo experimental
realizado en Indonesia en 8 muestras, concluyeron que el extracto de cdscara
de mangostdn ha demostrado ser eficaz para inhibir el crecimiento de S.
mutans y P. gingivalis en biopeliculas. Este estudio resalta el potencial del
efecto antibiofilmico como una terapia alternativa para prevenir caries vy
enfermedades periodontales. Sin embargo, se necesitan mds estudios para
investigar su eficacia contra otfros patdégenos orales.

En su artficulo Azizah et al. (13), en su frabagjo experimental realizado en
Indonesia en 10 muestras, concluyeron que el exiracto de etanol de E.
bulbosa ha demostrado inhibir el crecimiento de la bacteria P. gingivalis. La
presencia de una zona de inhibicién alrededor del disco indica este efecto,
donde concenfraciones mads altas del extracto resultan en zonas de inhibicion
mdas grandes. A una concenfracion de 9,1 mg/ml, la actividad del exiracto es
comparable con la de 2 mg/ml de gluconato de clorhexidina.

En el articulo en conferencia de Minasari (14), en su trabagjo
experimental realizado en Indonesia en 7 muestras, concluyd que el extracto
de limoncillo es efectivo para inhibir el crecimiento de Porphyromonas
gingivalis ATCC® 33277 a una concentracion del 25% (MIC) y eliminarlo a una
concentracion del 50% (MBC). Investigaciones futuras deberian utilizar
herramientas y métodos mds avanzados para explorar mds a fondo los niveles
de MIC y MBC del extracto de limoncillo contra Porphyromonas gingivalis y

ofras bacterias causantes de periodontitis como Fusobacterium nucleatum.

Antecedentes nacionales

Enla tesis de Paquiyauri et al. (15), en su tfrabajo experimental realizado
en Lima en 10 muestras, se concluyd que el extracto etandlico de Physalis
peruviana L. (Aguaymanto) mostré actividad antibacteriana contra
Streptococcus mutans y Staphylococcus aureus. Los compuestos bioactivos
identificados incluyen alcaloides, lactonas, fenoles, terpenos, esteroides,
taninos y flavonoides. Aunque efectivo en concentraciones del 15%, 50% vy
85% confra S. mutans, solo la concentracién del 85% fue efectiva contra S.
aureus, sin superar la eficacia de la clorhexidina y el ciprofloxacino.

La tesis de Quiroz (16), en su frabajo experimental realizado en Trujillo

en 20 muestras, demostrdé que el extracto etandlico de Cordia lutea Lam, o



flor de overo, inhibe eficazmente el crecimiento de Streptococcus mutans
ATCC 25175. Los halos de inhibicidn aumentaron proporcionalmente con las
concentraciones del extracto, siendo efectivas desde el 50% hasta el 100%.
Esto indica el potencial de este extracto como un agente anfibacteriano para
combatir infecciones bucales.

En la tfesis de Tello (17), en su trabagjo experimental realizado en
Huancayo en 20 muestras, concluyd que el extracto de Zingiber officinale
(iengibre) exhibe propiedades antimicrobianas efectivas confra bacterias
periodontopatdgenas in vitro. La eficiencia del extracto aumenta con la
concentracién, siendo las concentraciones de 25%, 75% y 100%
progresivamente mds efectivas. Estos hallazgos subrayan el potencial del
jengibre como un fratamiento viable para las infecciones periodontales,
incentivando investigaciones adicionales para explorar su aplicacion en
contextos clinicos.

La tesis de Aynaya et al. (18), en su frabagjo experimental realizado en
Arequipa en 50 muestras, confirmd la presencia de un efecto antimicrobiano
del aceite esencial de jengibre al 100% sobre cepas de Enterococcus faecalis,
aunqgue este efecto fue inferior al observado con el gluconato de clorhexidina
al 0,12%. A pesar de que el didmetro de inhibicion del aceite de jengibre se
manfuvo relativamente constante en 12,00 mm a las 24 horas y 12,33 mm a
las 48 horas, no fue tan efectivo como la clorhexidina, que mostrd didmetros
de inhibicidn de 14,53 mm y 14,87 mm respectivamente, en los mismos
intervalos de tiempo.

Enciso et al. (19), en su frabajo experimental realizado en Lima en 10
muestras, concluyen que in vitro indican el extracto etandlico de Tocosh en
concentraciones del 100% y 75% produjeron los halos de inhibicidn mds
grandes, superando incluso al control positivo de clorhexidina al 0,12%, con
resultados estadisticamente significativos. El andlisis post hoc reveld que no
hay diferencias significativas entre los halos de inhibicién de HET al 50% v la
clorhexidina al 0,12%, mientras que HET al 25% mostré un halo menor en
comparacion con la clorhexidina.

Gamboa (20), en su frabajo experimental realizado en Trujilo en 50
muestras, en su tesis concluye que todas las concentraciones del exiracto
etandlico de Solanum fuberosum (chuno negro) fienen un efecto
antibacteriano in vitro significativo sobre Streptococcus mutans ATCC 25175.

La concentracion al 75% resultd ser muy eficaz, mostrando una alta



sensibilidad, mientras que las concentraciones del 50% vy 25% también fueron
efectivas, pero en menor medida.

Asimismo, la tesis de Vergara et al. (21), en su frabajo experimental
realizado en Trujillo en 20 muestras, confirmaron que el extracto etandlico de
propdleo de Cajamarca tiene un marcado efecto antibacteriano contra
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) in vitro. Las colonias de esta bacteria
mostraron una mayor suscepftibilidad al extracto en una concentracion del
15%. Ademds, se determind que la concentracion minima inhibitoria efectiva
del extracto es del 2.5%.

El frabajo de Yoshimasu et al. (22), en su trabajo experimental realizado
en Lima en 20 muestras, concluye que el extracto etandlico de propdleo (EEP)
y sus compuestos derivados, como la artepilina C, bacarina y écido ursdlico,
poseen potentes actividades antibacterianas confra Porphyromonas
gingivalis, un patdégeno fundamental en las enfermedades periodontales. La
EEP mostrd termoestabilidad y efectividad en aumentar la permeabilidad de

la membrana de P. gingivalis, lo que induce la muerte celular.

1.2 Bases tedricas
Tocosh
ElTocosh como planta, contiene compuestos quimicos que
benefician al tracto gastrointestinal, gracias a sus componentes terpenoides,
flavonoides y alcaloides, los cuales tienen propiedades protectoras sobre Ia
mucosa gdstrica, es un alimento tradicional andino, especialmente popular
en Pery, que se obtiene a partir de la fermentacion de granos de maiz, un
proceso que involucra la descomposicion microbiana de los almidones del
maiz, generando un alimento de textura densa, de sabor fuerte y de
propiedades nutricionales y medicinales reconocidas en la medicina
tradicional. Su valor terapéutico ha sido investigado en diversas dreas, como
la antioxidante, antiinflamatoria y antimicrobiana, lo que lo convierte en un
recurso prometedor para la investigacién biomédica. (23)
Composicion bioactiva del Tocosh
El proceso de fermentacion al que se somete el maiz para obtener
el Tocosh aumenta la biodisponibilidad de compuestos bioactivos, los cuales
incluyen:
Acidos orgdnicos: Durante la fermentacion, los carbohidratos
presentes en el maiz se convierten en dcidos orgdnicos como el &cido lactico,

acético y butiico, que poseen propiedades antfimicrobianas vy



antiinflamatorias. (24)

Fenoles y flavonoides: Estos compuestos, comunes en alimentos
fermentados, tienen un potfente efecto antioxidante y anfiinflamatorio. Los
flavonoides, en particular, son conocidos por su capacidad para neutralizar
los radicales libres, lo que puede proteger las células del dano oxidativo. (24)

Alcaloides y aminodcidos: Aunque en menor cantfidad, algunos
estudios sugieren la presencia de alcaloides que podrian tener propiedades
antimicrobianas. Ademds, los aminodcidos derivados de la fermentacién
ayudan en el fortalecimiento del sistema inmunolégico y la mejora de la salud
en general. (24)

Vitaminas y minerales: El Tocosh es rico en vitaminas del complejo B,
vitamina C, y minerales como el calcio, el magnesio y el fésforo, que son
esenciales para la salud 6sea y metabdlica. (24)

Propiedades antimicrobianas del extracto etandlico de Tocosh

El extracto etandlico de Tocosh ha sido objeto de investigaciones por
sus propiedades antimicrobianas. La etanolizacion es un método eficaz para
extraer los compuestos bioactivos del Tocosh, dado que el etanol puede
disolver tanto compuestos polares como no polares, lo que permite obtener
una gama mds amplia de metabolitos con actividad biolégica. (25)

En estudios previos, se ha observado que los extractos etandlicos
de Tocosh tienen efectos antimicrobianos contra varias bacterias patégenas,
incluyendo algunas especies de Escherichia coli, Streptococcus mutans,
y Porphyromonas gingivalis(un patdégeno clave en la periodontitis). Estos
efectos se atribuyen principalmente a los dcidos orgdnicos presentes en el
extracto, que pueden interferir con la integridad de las membranas celulares
bacterianas, alterando su permeabilidad y contribuyendo a la muerte celular
bacteriana. Ademds de los dcidos orgdnicos, los flavonoides y fenoles
presentes en el extracto de Tocosh también juegan un papel crucial en su
actividad antimicrobiana. Estas sustancias bioactivas tienen la capacidad de
inhibir diversas enzimas bacterianas esenciales, como las que participan enla
sintesis de proteinas, la replicacién del ADN o el metabolismo energético de
las bacterias. (25)

Mecanismo de accion antibacteriana

El mecanismo por el cual el extracto etandlico de Tocosh ejerce su

accién antimicrobiana aln estd siendo explorado, pero algunos de los

posibles mecanismos incluyen:
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Inhibicion de la sintesis de proteinas bacterianas: Los compuestos
fendlicos y flavonoides pueden interferir con la maquinaria de sintesis de
proteinas de las bacterias, afectando su capacidad para reproducirse y
mantenerse activos. (25)

Alteracién de la membrana celular bacteriana: Los dcidos orgdnicos
y ofros compuestos bioactivos presentes en el exiracto pueden modificar la
estructura de la membrana celular bacteriana, lo que facilita la fuga de
contfenido infracelular y, eventualmente, la lisis celular. (25)

Disminucién de la formacion de biopeliculas: Algunas investigaciones
sugieren que el Tocosh podria interferir con la capacidad de las bacterias
para formar biopeliculas, una estructura protectora que las bacterias forman
en superficies bioldgicas y que las hace mds resistentes a los tratamientos
convencionales. (25)

Propiedades Nutricionales y Terapéuticas

Aparte de sus efectos antimicrobianos, el Tocosh ha sido
fradicionalmente utilizado por las comunidades andinas para fratar diversas
afecciones, como problemas digestivos, inflamatorios y metabdlicos. Entre sus
propiedades se incluyen:

Antiinflamatorias: Los compuestos fendlicos y los dcidos grasos
de Tocosh pueden ayudar a reducir la inflamacién en el organismo, lo cual es
particularmente relevante en enfermedades inflamatorias crénicas, como las
enfermedades periodontales. (26)

Antioxidantes: La presencia de flavonoides y otros anfioxidantes en
el Tocosh puede ayudar a neutralizar los radicales libres en el cuerpo,
protegiendo las células contra el estrés oxidativo y reduciendo el riesgo de
enfermedades cronicas. (26)

Regulacidon del metabolismo: Los efectos antioxidantes vy
antiinflamatorios también pueden ayudar a regular el metabolismo y mejorar
la salud general, lo que puede ser Ufil para pacientes con trastornos
metabdlicos, como la obesidad o la diabetes. (26)

Aplicaciones en la salud bucal

Dado su perfil de compuestos bioactivos, el extracto etandlico
de Tocosh muestra un gran potencial en el fratamiento de infecciones orales,
particularmente aquellas causadas por Porphyromonas  gingivalis, una
bacteria clave en el desarrollo de enfermedades periodontales. Ademds de

su capacidad antimicrobiana directa, sus propiedades antiinflamatorias
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podrian ser beneficiosas en el fratamiento de la gingivitis y la periodontitis,
ayudando a reducir la inflamacién y promoviendo la regeneracién de los
tejidos gingivales. (26)

Si bien el Tocosh se ha utilizado fradicionalmente sin efectos adversos
reportados, es fundamental realizar estudios mds detallados para establecer
su seguridad y eficacia en contextos clinicos. Es importante investigar posibles
interacciones con otros medicamentos y evaluar su foxicidad a largo plazo,
especialmente cuando se utiliza en concenfraciones elevadas, como el
extracto etandlico al 75% o 100%. Ademas, la formulacidn de este extracto en
productos farmacéuticos o terapéuticos deberia considerar factores como la
estabilidad del extracto y su biodisponibilidad, para garantizar una accién
efectiva y segura. (26)

Metronidazol

Es un medicamento antimicrobiano ampliamente utilizado en el
tratamiento de infecciones causadas por microorganismos anaerdbicos y
algunos protozoos. Es uno de los fdrmacos mdas comunes en el fratamiento de
infecciones bacterianas en diversas especialidades médicas, incluida la
odontologia, especialmente en el manejo de enfermedades periodontales.
(27)

Mecanismo de accién del Metronidazol

El meftronidazol es un antibidtico de accidon especifica contra
microorganismos anaerdbicos y ciertos protozoos. Su mecanismo de acciéon
se basa en la capacidad de este fédrmaco para ser reducido por las enzimas
anaerdbicas presentes en los microorganismos susceptibles. Una vez
reducido, el metronidazol se convierte en un compuesto reactivo que
interfiere con el ADN bacteriano, causando dano en la estructura de la doble
hélice del ADN. Este dano interrumpe la replicacién y la sintesis de proteinas
esenciales para la célula bacteriana, lo que lleva a la muerte celular de los
patégenos. (27)

Especificamente, el metronidazol se activa solo en condiciones
de bagjo oxigeno (anaerobiosis), 1o que lo hace altamente efectivo contra
bacterias anaerdbicas estrictas, como Porphyromonas gingivalis, Bacteroides
fragilis, y Fusobacterium nucleatum, entre otros. Esto lo diferencia de ofros
antibiéticos de amplio espectro, que no son tan especificos en su accién. (27)

Indicaciones Terapéuticas

El metronidazol se utiliza para fratar una amplia variedad de
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infecciones, entre ellas:

Infecciones bacterianas anaerdbicas: Infecciones de tejidos blandos,
infecciones infraabdominales (como apendicitis o peritonitis), infecciones
ginecoldgicas y uroldgicas. (28)

Enfermedades periodontales: En la odontologia, el metronidazol se
utiliza para tratar infecciones periodontales causadas por bacterias
anaerdbicas, especialmente en combinacidn con otros antibidticos (como la
amoxicilina) para combatir la periodontitis crénica o la gingivitis. (28)

Infecciones  por  protozoos: Como en el caso de
la fricomoniasis, giardiasis y amibiasis. (28)

Tratamiento de infecciones mixtas: EI metronidazol es efectivo en
infecciones causadas por una combinacidn de bacterias aerobias vy
anaerobias, siendo Util en infecciones como las Ulceras pépticas asociadas
a Helicobacter pylori. (28)

Farmacocinética del Metronidazol

La farmacocinética del metronidazol describe como el fdrmaco es
absorbido, distribuido, metabolizado y excretado en el cuerpo:

Absorcién: El metronidazol es bien absorbido por el tfracto
gastrointestinal tras su administracion oral. Su biodisponibilidad es alta,
alcanzando mds del 90% tras la ingestion. (29)

Distribucion: El metronidazol se distribuye ampliamente en los tejidos
del cuerpo, incluida la saliva, los huesos, los pulmones, el higado v los tejidos
gingivales. De hecho, su concentraciéon en los tejidos gingivales lo hace
particularmente Util para tratar infecciones orales. (29)

Metabolismo: El metronidazol se metaboliza principalmente en el
higado, donde se convierte en varios metabolitos inactivos. Sin embargo,
algunos de estos metabolitos pueden ser activos en ciertas bacterias
anaerdbicas. (29)

Excrecién: El metronidazol se excreta principalmente porla orina, tanto
en forma de metabolitos como de pequenas cantfidades del fadrmaco sin
cambios. En personas con insuficiencia renal, la eliminacion puede verse
retrasada, por lo que se debe ajustar la dosis. (29)

Efectos Secundarios y Toxicidad

El metronidazol generalmente es bien tolerado, pero puede causar

varios efectos secundarios, especialmente cuando se usa en tratamientos

prolongados o en altas dosis. Los efectos adversos mds comunes incluyen:
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Efectos gastrointestinales: Nduseas, vémitos, diarrea, sabor metdlico
en la boca. (29)
Efectos neurolégicos: Mareos, cefaleas, confusidn, neuropatias
periféricas (en uso prolongado). (29)
Reacciones alérgicas: Erupciones cutdneas, urticaria. (29)
Interacciones con alcohol: El metronidazol puede inducir una reaccién
adversa grave si se consume alcohol durante el fratamiento (efecto conocido
como "antabuUs"), lo que puede causar sintomas como enrojecimiento,
sudoracién, taquicardia, y nduseas. (29)
Toxicidad en el higado: En casos raros, puede causar daio hepdtico,
especialmente en pacientes con insuficiencia hepdtica. (29)
Aplicaciones clinicas en odontologia
En odontologia, el metronidazol es utilizado principalmente en el
fratamiento de infecciones periodontales causadas por bacterias
anaerdbicas, como Porphyromonas gingivalis. Se utiliza tanto en tratamientos
sistémicos (oral o infravenoso) como tépicos (geles y cremas). Comunmente
se administra en combinacién con otros antibidéticos como amoxicilina para
cubrir un espectro mds amplio de patdégenos en infecciones periodontales y
ofras infecciones orales. (30)
Porphyromonas gingivalis
Es una de las principales bacterias patdégenas involucradas en el
desarrollo de enfermedades periodontales créonicas, como la periodontitis.
Esta bacteria gramnegativa, anaerdbica y no movil juega un papel crucial en
el dano a los tejidos periodontales y en la progresidén de la enfermedad
periodontal. A continuacién, se desarrollan las bases tedricas de P. gingivalis,
desde su biologia hasta su rol patogénico en las enfermedades periodontales.
(31)
Patogénesis de Porphyromonas gingivalis
Porphyromonas gingivalis es considerada una de las principales
bacterias patdgenas en la periodontitis crénica debido a su capacidad para
inducir una respuesta inmune inflamatoria que causa dano a los tejidos
periodontales, incluidos los ligamentos periodontales, el hueso alveolar y la
encia. (31)
Formacién de Biopeliculas: P. gingivalis tiene la capacidad de
formar biopeliculas en la superficie dental y en las encias, lo que contribuye a

su persistencia en el ambiente oral. Las biopeliculas protegen a las bacterias
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de la accidon de antibidticos y de la respuesta inmunitaria, facilitando su
persistencia a largo plazo en los tejidos orales. (31)

La inferaccidn con ofras especies bacterianas del microbiota oral
también facilita la formacidén de estas biopeliculas, haciendo que el
tratamiento de la infeccidn sea mds desafiante. (31)

Adhesidn e Invasidon: P. gingivalis posee proteinas de adhesién, como
las gingipainas (enzimas proteoliticas), que permiten que se adhiera a las
células epiteliales de las encias, asi como a otras bacterias patdégenas en la
cavidad bucal. Estas adhesinas permiten la colonizacién de las encias y los
tejidos periodontales, lo que facilita la invasion de las células epiteliales y la
profundizacién de la infeccidén hacia los tejidos mds profundos. (31)

Evasion de la respuesta inmune:

P. gingivalis tiene mJlfiples estrategias para evadir el sistema
inmunoldégico del huésped. Estas incluyen la capacidad para interferir con la
funcion de las células inmunitarias, como los neutrdfilos, y la inducir una
respuesta inflamatoria créonica que resulta en dano a los tejidos. La bacteria
también inhibe la fagocitosis de los fagocitos, lo que dificulta la eliminacion
de las bacterias por parte del sistema inmune. Ademds, P. gingivalis puede
inducir una respuesta inmune hipoinflamatoria en lugar de una respuesta
efectiva, lo que le permite persistir en el huésped durante periodos largos. (31)

Inflamacién y dano tisular:

Las proteinas de superficie, como las gingipainas, pueden modificar
las respuestas inmunoldgicas y aumentar la inflamaciéon crénica en los tejidos
periodontales. Esta inflamacién prolongada puede llevar a la destruccion del
tejido periodontal, que incluye lapérdida de hueso alveolar,
el desprendimiento de las enciasy la pérdida de los dientes en etapas
avanzadas de la periodontitis. (32)

Factores de riesgo y contribucion a la enfermedad periodontal

La infeccidn por P. gingivalis no solo depende de la presencia de la
bacteria, sino también de una serie de factores de riesgo, como la
predisposicion genética, la higiene bucal deficiente, el consumo de tabaco,
la diabetes y la inmunosupresidn, entre ofros. Estos factores facilitan la
colonizacién y el crecimiento de P. gingivalis en la cavidad oral, lo que
aumenta la probabilidad de desarrollar enfermedades periodontales. (32)

Higiene bucal deficiente: La acumulacion de placa dental es el medio

ideal para la proliferacion de P. gingivalisy otras bacterias anaerdbicas,
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contribuyendo a la progresidon de la periodontitis. (32)

Tabaquismo: El tabaco favorece la formacién de biopeliculas y altera
la respuesta inmune, 1o que puede aumentar la virulencia de P. gingivalis y la
gravedad de la enfermedad periodontal. (32)

Diabetes: Las personas con diabetes tienen un mayor riesgo de
desarrollar infecciones periodontales debido a su respuesta inmunitaria
comprometida y sus niveles alterados de glucosa en sangre. (32)

Diagnéstico y Tratamiento

Diagndstico:  El  diagndstico de infecciones causadas por P.
gingivalis se realiza mediante técnicas microbioldgicas como la siembra en
medios anaerdbicos, PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa) para
detectar el ADN bacteriano, y cultivo de muestras de placa subgingival. (32)

Tratamiento: El fratamiento de la infeccion por P.
gingivalis generalmente incluye el uso de antibidticos,
como metronidazol o amoxicilina, para controlar la proliferacién bacteriana.
Ademds, el tratamiento periodontal, que incluye raspado vy alisado
radicular para eliminar la placa bacteriana y las biopeliculas, es fundamental
para reducir la carga bacteriana y mejorar la salud periodontal. (32)

Las resinas compuestas son materiales de restauracion dental que se
utilizan comUnmente en odontologia para reparar dientes dafados por caries
o fracturas. Estas resinas fienen diversas ventajas, como su capacidad para
adaptarse al color natural de los dientes, lo que las hace estéticamente
afractivas. (32)

Composicion

Las resinas compuestas estdn formadas por una mezcla de una matriz
orgdnica (generalmente, una resina acrilica o epdxica) y particulas
inorgdnicas (como el vidrio o cuarzo) que proporcionan resistencia vy
durabilidad. Ademds, suelen contener un iniciador que activa la
polimerizacion (curado) del material. (32)

Matriz orgdnica: Es el componente principal de la resina compuesta y
se encarga de unificar los materiales. Generalmente estd compuesta por
resinas de bisfenol-A-glicidiimetacrilato (Bis- GMA) o metacrilato. La matriz
orgdnica determina las propiedades de manipulacién y fluidez del material.
(32)

Rellenos inorgdnicos: Son particulas pequenas, generalmente de vidrio

O cuarzo, que se agregan para mejorar la resistencia, durabilidad y
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abrasividad de la resina. Los famanos y tipos de estos rellenos afectan la
estética, la resistencia y la facilidad de pulido del material. (32)
Definiciéon de términos basicos

Porphyromonas gingivalis: Esta bacteria gramnegativa, anaerdbica y
no mévil juega un papel crucial en el dano a los tejidos periodontales y en la
progresion de la enfermedad periodontal. A continuacion, se desarrollan las
bases tedricas de P. gingivalis, desde su biologia hasta su rol patogénico en
las enfermedades periodontales. (31)

Metronidazol: Es un medicamento anfimicrobiaono ampliamente
ufilizado en el tratamiento de infecciones causadas por microorganismos
anaerdbicos y algunos protozoos. (27)

Tocosh: El Tocosh como planta, contiene compuestos quimicos que
benefician al tracto gastrointestinal, gracias a sus componentes terpenoides,
flavonoides y alcaloides, los cuales tienen propiedades protectoras sobre Ia
mucosa gdstrica. (23)

Extracto etandlico de Tocosh: Se refiere a la extraccion con etanol
para concentrar y obtener compuestos quimicos orgdnicos sintéticos del
Tocosh. El extracto etandlico facilita la obtencidn de sustancias con efectos
especificos en nuestro organismo. (19)

Fenoles y flavonoides: Estos compuestos, comunes en alimentos
fermentados, tienen un potfente efecto antioxidante y anfiinflamatorio. Los
flavonoides, en particular, son conocidos por su capacidad para neutralizar
los radicales libres, lo que puede proteger las células del dano oxidativo. (24)

Efecto anfibacteriano contfra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277:
Consiste en eliminar o reducir la presencia de compuestos o microorganismos

patdégenos como Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. (24)
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Capitulo 1l: Materiales y métodos

2.1 Identificacion de variables

Extracto etandlico de Tocosh: Se refiere a la extraccion con etanol para
concentrar y obtener compuestos quimicos orgdnicos sintéticos del Tocosh. El
extracto etandlico facilita la obtencion de sustancias con efectos especificos en
nuestro organismo. (19)

Efecto antibacteriaono contra Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Consiste en eliminar o reducir la presencia de compuestos o microorganismos

patdgenos como Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

2.2 Métodos, tipo y nivel de la investigacion
2.2.1 Método de la investigacién
Conforme Herndndez et al. (33) este estudio usd el método
cientifico donde consistid en explorar y responder preguntas para
probar una hipdtesis.
2.2.2 Tipo de la investigacion
De acuerdo Herndndez et al. (33) la investigacion fue aplicada
porque se centré en resolver una problemdtica especifica, buscando
y consolidando una soluciéon préctica.
2.2.3 Alcance de la investigacion
Conforme Herndndez et al. fue (33) explicativo, porque tuvo
relacién causal; no solo persiguidll representar o aproximarse a una
problemdtica, sino que intentol] hallar las causas de este.
2.4 Diseio de la investigacion
De acuerdo Herndndez et al. (33) fue experimental porque se manipuld
las variables, observacional porque se evalud de forma directa, prospectivo
porque se evalud en un determinado tiempo presente, longitudinal porque las
evaluaciones se dieron en diferentes tiempos establecidos, comparativo porque

compard resultados de los grupos de evaluacion.

2.5 Poblacion y muestra
2.5 1 Poblacion

La poblacién fueron placas petri con cepas de Porphyromonas gingivalis.

2.5.2 Muestra

El cdlculo para el nUmero de muestra se realizdé de
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acuerdo con la férmula de comparacion de medias:

W—W?2xZg)+ (1,4 *Z,°)

n

Dénde:

n = NUmero minimo de muestras, observaciones o réplicas que deben
efectuarse en el estudio.

Za = Valor correspondiente al nivel de confianza asignado (Riesgo de
cometer un error tipo l). Za = 1,96

IB = Valor correspondiente al poder estadistico o potencia asignada a la
prueba (Riesgo de cometer un error tipo Il). Zp = 0,842

W = Rendimiento minimo esperado, eficiencia minima esperada o

diferencia minima observable. W = 0,80 (80%)

0,80— (0,807 * 0,842) + (1,4 * 1,96%)
n= 0,802

N=838115
Al resolver la ecuacion, se obtuvo el nUmero de ensayos minimos de 9
ensayos, por cada grupo.
A. Criterios de inclusion
e Placas de Peftriinoculadas uniformemente con la cepa P.
gingivalis ATCC 33277.
e Exfracto etandlico estériles de Tocosh (25%, 50%, 75% y 100%).
B. Criterios de exclusion
e Placas de Petri con cepa P. gingivalis ATCC 33277 contaminadas.
e Exiracto etandlico de Tocosh en concenfraciones
diferentes a las especificadas.
e Cultivos que no determinaron pardmetros ya establecidos
de tiempo y temperatura.
2.6 Técnicas e instrumentos de recoleccion y andlisis de datos
2.6.1 Técnicas
En el actual andlisis se usd la técnica de la observaciéon
aplicando una ficha para recopilar datos. (33)
La técnica de observacién es un método de investigacién en
el cual el investigador recoge datos de manera sistemdtica vy

detallada, observando el comportamiento, fendmeno o evento de
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interés sin intervenir o influir directamente en él. Se utiliza
principalmente en estudios cualitativos y en situaciones en las que no
es posible o ético redlizar experimentos controlados. (33)
2.6.2 Instrumento de recoleccién de datos

A. Diseno
El instrumento fue una ficha de recoleccidon de datos que documentd
los resultados de los halos de inhibicion producidos por las sustancias
en estudio sobre P. gingivalis ATCC 33277. (Anexo N° 5).

B. Confiabilidad
La confiabilidad del instrumento se verificd con semejanza a los

trabajos de Naupa; Torres y Vega (26,27). (Anexo N° 7)

C. Validez
La validez se verificd mediante el experto de microbiologia. (Anexo N°
4y 5

2.6.3 Procedimiento de la investigacion

El procedimiento para la obtenciéon del extracto etandlico se realizé
de acuerdo con la metodologia propuesta por Enciso et al. (19)

La muestra entregada al Laboratorio fue adquirida en el Mercado de
Huancayo y aimacenada en un recipiente pldstico con un peso total de 2
kilogramos. Debido a que se traté de un producto fermentado, la muestra se
procesd directamente sin secado previo.

Se prepard una solucidn hidroalcohdlica de concentracidon 60%
utilizando alcohol etilico de 96° y agua biodestilada. La muestra se distribuyd
en dos recipientes de vidrio de 20 litros cada uno, manteniendo una
proporcién de 1:10 entre la muestra y el volumen de solucidn hidroalcohdlica
(1 kg de muestra en 10 litros de solucién). El proceso de extraccion se llevd a
cabo durante 8-10 dias, con movimientos de homogenizacién realizados
diariamente.

Al décimo dia, se filtiré la mezcla, recolectando el filirado en beakers
de 5 litros que se colocaron en un bafo maria a 40° C hasta la completa
evaporacidon del solvente. El extracto resultante fue raspado del beaker,
pesado, transferido y efiquetado en un recipiente de vidrio, y luego
almacenado a 8°C hasta su enfrega.

Procedimiento microbiolégico

La obtencién de la cepa utliizadas para evaluar la actividad

antimicrobiana proviene de la American Type Culture Collection (ATCC), una
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referencia internacional. En este caso, se utilizd la cepa de P. gingivalis ATCC
33277 del Laboratorio Gen Lab del Perd S.A.C.

El cultivo de las cepas se realizdé en un laboratorio de Microbiologia
particular. Antes del cultivo, la cepa, que estuvo aimacenado a -80°C, fue
reactivada 48 horas antes del experimento y luego mantenida a 37°C. Las
cepas y condiciones de crecimiento bacteriano se siguid el proceso descrito

por Carrol et al. (11).

Se prepararon 20 placas de medio Brain Heart Infusion (BHI), cada una
con 15 ml del medio. Luego se sembrd selectivamente la cepa en el medio
de cultivo Agar BHI utilizando la técnica de hisopado. El inoculado de placas

fue de acuerdo con la metodologia de Ponce, por hisopado en placas Petri.

Para preparar los orificios donde se depositd el extracto de Tocosh (ET)
y la clorhexidina, se ufilizdé un sacabocados de 6 mm de didmetro. En cada
placa se hicieron 5 pozos equidistantes, que se llenaron con 35 ul de ET al 25%,
50%, 75% y 100%, respectivamente. Como control, se utilizd 35 pl de
clorhexidina al 0.12%. Los pozos se colocaron inmediatamente en los medios
de cultivo para evaluar la actividad antimicrobiana. Las placas se incubaron
a 37°C durante 24 horas, y luego se procedid a la lectura. El colocar discos
con aceite esencial, de acuerdo con Ponce se realizd con discos en blanco
estériles.

Para el control negativo se utilizé discos con Metronidazol.

La actividad antimicrobiana se evalud por la formacién de halos de
inhibicion alrededor de los orificios. La medicion del didmetro de estos halos
se realizdé con una regla vernier, expresando el tamano en milimetros.

Para la evaluacién estadistica, se calcularon medias y desviaciones
estdndar como medidas de tendencia central, acompanadas de un andlisis
descriptivo. La normalidad de las distribuciones se verificd utilizando la prueba
de Shapiro-Wilk, mientras que la homogeneidad de varianzas se examind
mediante la prueba de Wilcoxon. Los andlisis inferenciales se llevaron a cabo
utilizando la prueba de U de Mann Whitney con diferencias especificas entre
grupos evaluados. Las operaciones estadisticas se realizaron usando SPSS v27,

estableciendo los niveles de significancia estadistica pertinentes.
2.7 Consideraciones éticas

El estudio fue remitido al Comité de Efica en Investigacién de la

Universidad Continental para ser evaluado y obtener su conformidad.
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Posteriormente, se requirié las licencias del laboratorio para realizar las
pruebas correspondientes.

Esta investigacién estuvo regida por el mantenimiento estricto de las
normas acordes al Protocolo de Bioseguridad en Laboratorios. Ademds, se
considerd el Manual de Bioseguridad en el Laboratorio segin la OMS para el
mantenimiento estricto y permanente de las normas de bioseguridad en el
estudio. Ya que es un estudio in vitro, no se tuvo contacto con seres humanos por
lo que no se necesitd un consentimiento informado.

Este estudio carece de implicaciones éticas ya que se traté de un

experimento realizado en un entorno in vitro, utilizando materiales de laboratorio.
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Capitulo IlI: Resultados

3.1 Presentacion de resultados

Tabla 1: Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etanélico de tocosh (n=36)

frente a Porphyromonas gingivalis a las 24 horas de estudio

Sust iad X DE Min Max.
ustancia ae
mm Duraff
rueba
P i ourd*
Exiracto e1anolico 1791 (++) 1,433 1416 19,16
Extracty Btandlico d
IO pggoicode  oug  (+) 0563 11,23 14,07
Exiracto etanolico g00 (1) 000 000 0,00
o standi
Xotocosnal © 000 () 000 000 000
Metronidazol 2333  (+++) 1316 2107 2686

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: Nula (-): 0 a 8 mm;
Sensible (+): 8 - 14 mm; Muy sensible (++): 14 - 20 mm.;
Sumamente sensible (+++): 20 mm a mas.

Interpretacion: Enla tabla 1 se observd que los extractos etandlicos de
Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicidén de 17,21
+ 1,433 mmy de 12,48 £ 0,563 mm, respectivamente, frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 a las 24 horas de estudio. Las concentraciones de los
exfractos etandlicos de tocosh al 25% y 50% no registraron actividad
antibacteriana. Por otro lado, el metronidazol obfuvo un promedio de 23,33 +
1,316 mm frente a P. gingivalis. Por lo tanto, se puede decir que P. gingivalis
fue muy sensible (++) y sensible (+), segun la escala de Duraffourd, al extracto
etandlico de Tocosh al 100% vy 75%, respectivamente, mientras que para las
concentraciones de extracto etandlico de Tocosh al 25% vy 50 %, P. gingivalis
no presentd sensibilidad. Sin embargo, P. gingivalis fue sumamente sensible

(+++) al metronidazol.
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Tabla 2: Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etanélico de tocosh (n=36)
frente a Porphyromonas gingivalis a las 48 horas de estudio

X DE Min Max.
mm  Duraff

ourd*
orhaclo 1703 (++) 1434 1395 1895

tocosh al 100%
Extracto etandlico

de
’rocoghfol 715%
xtracto
etandlicode 000 (- 0,00 0,00 0,00
’ro&:?sh ?I 50%
xtracto
efandlicode 000 () 0,00 000 0,00
tocosh al 25%
Metronidazol 23,14  (+++) 1,312 20,89 26,65

Sustancia de
prueba

12,30 (+) 0,570 11,03 13,85

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: Nula (-): 0 a 8
mm; Sensible (+): 8 - 14 mm; Muy sensible (++): 14 - 20
mm.; Sumamente sensible (+++): 20 mm a mds.

Interpretacion: En la tabla 2 se observd que los extractos etandlicos de
Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicion de 17,03
+ 1,434 mmy de 12,30 £ 0,570 mm, respectivamente, frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 a las 48 horas de estudio. Las concentraciones de los
exfractos etandlicos de tocosh al 25% y 50% no registraron actividad
antibacteriana. Por otro lado, el metronidazol obfuvo un promedio de 23,14 +
1,312 mm frente a P. gingivalis. Por lo tanto, se puede decir que P. gingivalis
fue muy sensible (++) y sensible (+), segun la escala de Duraffourd, al extracto
etandlico de Tocosh al 100% vy 75%, respectivamente, mientras que para las
concentraciones de extracto etandlico de Tocosh al 25% vy 50 %, P. gingivalis
no presentd sensibilidad. Sin embargo, P. gingivalis fue sumamente sensible

(+++) al metronidazol.
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Tabla 3:Efecto antibacteriano de las concentraciones del extracto etandlico de tocosh (n=36)

frente a Porphyromonas gingivalis a las 72 horas del estudio

X DE Min Max.
mm  Duraff

ourd*
Egg%g)"co de 16,85 (++) 1,425 13,71 18,72

tocosh al 100%
Extracto etandlico

de
TOC(E)SIP al ’r75%
xtracto
etandlico de 000 () 0,00 000 0,00
c ’;ocofsh al 50%
xtracto
etandlico de 0,00 () 0,00 000 0,00
tocosh al 25%
Metronidazol 2294 (+++) 1,322 20,76 26,47

Sustancia de
prueba

12,10 (+) 0,565 10,86 13,63

(*) Escala de sensibilidad de Duraffourd: Nula (-): 0 a 8 mm;
Sensible (+): 8 - 14 mm; Muy sensible (++): 14 - 20 mm.;
Sumamente sensible (+++): 20 mm a mas.

Interpretacion: En la tabla 3 se observd que los extractos etandlicos de
Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicion de 16,85
+ 1,425 mmy de 12,10 £ 0,565 mm, respectivamente, frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 a las 72 horas de estudio. Las concentraciones de los
exfractos etandlicos de tocosh al 25% y 50% no registraron actividad
antibacteriana. Por otro lado, el metronidazol obfuvo un promedio de 22,94 +
1,322 mm frente a P. gingivalis. Por lo tanto, se puede decir que P. gingivalis
fue muy sensible (++) y sensible (+), segun la escala de Duraffourd, al extracto
etandlico de Tocosh al 100% vy 75%, respectivamente, mientras que para las
concentraciones de extracto etandlico de Tocosh al 25% y 50 %, P. gingivalis
no presentd sensibilidad. Sin embargo, P. gingivalis fue sumamente sensible

(+++) al metronidazol.
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Tabla 4: Andlisis de normalidad por Shapiro Wilk (n=36) de las concentraciones de extractos

etanolicos de Tocosh frente a Porphyromonas gingivalis en los tres periodos de estudio

Valor p

Sustancia de 24 horas 48 horas 72 horas
prueba

Extract

iandiico de 0,001 0,001 0,001

c TToc?sh al 100%

andico de 0,345 0,205 0,108
tocosh al 75%

Exfracto No No No
etandlico de calculab  calculab  calculabl
tocosh al 50% le le e

Exfracto No No No
etandlico de calculab calculab  calculabl
tocosh al 25% le le e
Meftronidazol 0,105 0,092 0,085

Nivel de significancia (a =0,05)

Interpretaciéon: Segun la tabla 4, se infirid que los resultados de los halos
de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas de incubacién frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277 presentaron una distribucién normal para el extracto
etandlico de Tocosh al 75% (p>0.05) y para el metronidazol (p>0.05). Sin
embargo, el extracto etandlico de Tocosh al 100% no presentd distribucion
normal (p<0.05). Por lo tanto, como se presentaron grupos de datos con
distribucidn normal y no normal, se recomendd usar estadisticos no
paramétricos para analizar los resultados como las pruebas de U de Mann

Whitney y Wilcoxon.
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Tabla 5: Comparacién en parejas de la efectividad de sustancias de prueba en los tres tiempos

de estudio
Sustancia de prueba _ Prueba de Mann Whitney (
24 horas 48 horas 72

horas
E.E. tocosh al 100% vs E.E. focosh al 0,000 0,000 0,000
75%
E.E. tocosh al 100% vs E.E. focosh al 0,000 0,000 0,000
50%
E.E. tocosh al 100% vs E.E. focosh al 0,000 0,000 0,000
25%

E.E. focosh al 100% vs 0,000 0,000 0,000

Metronidazol
E.E. tocosh al 75% vs E.E. tfocosh al 0,000 0,000 0,000
50%

E.E. tocosh al 75% vs E.E. tocosh al 0,000 0,000 0,000
25%

E.E. tocosh al 75% vs Metronidazol 0,000 0,000 0,000
E.E. tocosh al 50% vs E.E. tfocosh al 1,000 1,000 1,000
25%

E.E. tocosh al 50% vs Metronidazol 0,000 0,000 0,000

E.E. tocosh al 25% vs Metronidazol 0,000 0,000 0,000

Nivel de significancia estadistica: a= 0,05

Interpretacion: Segun tabla 5, se puede observar que existen
diferencias significativas entfre todas las concentraciones del exiracto
etandlico de tocosh entre siy también con el control de ensayo, metronidazol,
a las 24, 48 y 72 horas de estudio (p<0,05). Sin embargo, no se observd
diferencias significativas entre los extractos etandlicos de tocosh al 50% y 25%
(p>0,05).

27



Tabla 6: Analisis de varianzas segun los tiempos de estudio de las concentraciones del extracto

etanolico de Tocosh sobre Porphyromonas gingivalis segun prueba de Wilcoxon

Valor p
Sust iad Prueba de Wilcoxon
ustancia de 24y 48 48y72 24y 72
prueba horas horas horas
X ico de 0,000 0,000 0,000
tocosh al 100%
EXlraCl0 co g 0.000 0,000 0,000
tocosh al 75%
ggroc’ro etandlico 1.000 1,000 1,000
tocosh al 50%
e lico ge 1,000 1,000 1,000
tocosh al 25%
Meftronidazol 0,000 0,000 0,000

Nivel de significancia estadistica: a= 0,05

Interpretacion: Segun la tabla 6, se observaron, para los extractos
etandlicos de tocosh al 100%, 75% y metronidazol, altas diferencias
significativas entre los resultados a las 24, 48 y 72 horas (p<0,05). Sin embargo,
esto no se observd en los resultados para los tres tiempos de estudio de los
extractos etandlicos de tocosh al 50% y 25% (p>0,05). Porlo cual, si se contrasta
esta tabla con las figuras N° 1, 2 y 3, se puede decir que a las 24 horas se
presentd el mayor efecto antibacteriano tanto para las concentraciones de

exfracto etandlico de tocosh al 100% y 75%, como para el metronidazol.
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Capitulo IV: Discusion

En los resultados se observd que a las 24 horas de estudio los extractos
etandlicos de Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicion
de 17,21 £ 1,433 mmy de 12,48 £ 0,563 mm frente a Porphyromonas gingivalis ATCC
33277. Las concentraciones de los extractos etandlicos de tocosh al 25% y 50% no
registraron actividad antibacteriana. Por ofro lado, el metronidazol obfuvo un
promedio de 23,33 £ 1,316 mm frente a P. gingivalis. En referencia a las 48 horas de
estudio los extractos etandlicos de Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio
de halo de inhibicién de 17,03 + 1,434 mm y de 12,30 £ 0,570 mm frente a
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Las concentraciones de los exiractos
etandlicos de tocosh al 25% y 50% no registraron actividad antibacteriana. Por otro
lado, el mefronidazol obtuvo un promedio de 23,14 = 1,312 mm frente a P.
gingivalis. En referencia a las 72 horas de estudio los extractos etandlicos de Tocosh
al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicidn de 16,85 + 1,425 mm
y de 12,10 £ 0,565 mm frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 alas 72 horas
de estudio. Las concentraciones de los extractos etandlicos de tocosh al 25% y 50%
no registraron actividad anfibacteriana. Por otro lado, el metronidazol obfuvo un
promedio de 22,94 £ 1,322 mm frente a P. gingivalis. Al aplicar la prueba de
Wilcoxon se evidencié que los extractos etandlicos de tocosh al 100%, 75% vy
meftronidazol, presentaron altas diferencias significativas entre los resulfados a las
24, 48 y 72 horas (p<0,05). Sin embargo, esto no se observd en los resultados para
los tres tiempos de estudio de los extractos etandlicos de tocosh al 50% y 25%
(p>0,05). Por lo cual, se evidencié que a las 24 horas se presentd el mayor efecto
antibacteriano tanto para las concentraciones de extracto etandlico de tocosh
al 100% y 75%, como para el metronidazol.

Comparando estos resultados con estudios previos, como el de Azeez et
al. (7), que encontraron que P. gingivalis puede persistir con tolerancia a varios
farmacos, es importante notar que, aunque el extracto de Tocosh muestra un
efecto antibacteriano, este no necesariamente implica que sea completamente
efectivo en todos los modos de crecimiento bacteriano, como en biopeliculas, las
cuales son conocidas por ofrecer mayor resistencia a los tratamientos
antimicrobianos.

A su vez, también contrasta con lo hallado por Carrol et al. (8), sobre las
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especies vegetales con actividad contra P. gingivalis también respalda la idea de
que los exiractos vegetales, incluidos los de Tocosh, fienen potencial como
alternativas naturales en la lucha contra infecciones periodontales.

Por ofro lado, el metronidazol sigue siendo el estdndar de tratamiento
para infecciones por P. gingivalis, pero la aparicidén de resistencia bacteriana y los
efectos secundarios asociados con su uso prolongado resaltan la necesidad de
investigar alternativas naturales. La combinacidén de extractos vegetales con
metronidazol, como se observd en estudios anteriores, podria ser una estrategia
interesante para mejorar la eficacia anfibacteriana y reducir los efectos
secundarios asociados a los fratamientos convencionales.

Por ofro lado, las concentraciones mds bajas del extracto etandlico
de Tocosh (25% y 50%) no mostraron actividad antibacteriana significativa, lo que
se alinea con la evidencia de que muchos exfractos vegetales requieren
concentraciones mds altas para generar un efecto antimicrobiano apreciable.
Esto es consistente con estudios previos, como el de Paquiyauri et al. (15) en el que
se encontrd que concentraciones mds altas de extractos etandlicos, como el
de Physalis peruviana (aguaymanto), fueron necesarias para inhibir bacterias
patdbgenas orales, aunque estos extractos no superaron la eficacia de los
anfibiéticos convencionales como la clorhexidina.

Los resultados de la prueba de Wicoxon muestran diferencias
significativas en la actividad anfibacteriana de los extractos al 75% y 100%, tanto
en comparacién con los otros tiempos de exposicion como con el control positivo
(metronidazol), lo que indica que estas concentraciones de extracto etandlico
de Tocosh tienen un efecto antibacteriano potente que puede ser Util para el
fratamiento de infecciones bacterianas orales en etapas tempranas. No obstante,
se debe tener en cuenta que las concentraciones mds bajas no fueron efectivas,
lo que sugiere que el exiracto necesita ser concentrado para lograr un efecto
relevante, tal como se observa en estudios sobre ofras plantas medicinales, como
el de Tello (17) y Quiroz (16), que encontraron que la efectividad de los extractos
aumentaba significativamente con la concentracion.

En los resultados se observd que a las 24 horas de estudio los extractos
etandlicos de Tocosh al 75% y 100% presentaron un promedio de halo de inhibicion
de 17,21 £1,433 mmy de 12,48 £ 0,563 mm frente a Porphyromonas gingivalis ATCC
33277 contrastando con la investigacién de Enciso et al. (19) y Gamboa (20) que
evaluaron el extracto etandlico de Tocosh en concentraciones altas (75% y 100%),

los resultados de este estudio son consistentes, ya que también mostraron halos de
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inhibicién en esos rangos de concentracion. Este hallazgo resalta el potencial
del Tocoshcomo un agente antimicrobiono viable contra P. gingivalis,
especialmente en concentraciones superiores al 50%. Sin embargo, la actividad
disminuida con el tiempo también apunta a la necesidad de investigar formas de
estabilizar o potenciar su accién, tal vez mediante la formulacion en combinacién
con ofros compuestos activos, como se ha propuesto en estudios previos con
extractos de jengibre (Aynaya et al., 18) o Solanum tuberosum.

El uso de exiractos de plantas en el tratamiento de infecciones
periodontales ha sido ampliamente documentado, y los resulfados de este estudio
estdn en linea con la literatura actual que investiga alternativas naturales frente al
uso excesivo de antibidticos. El extracto de Tocosh presenta ciertas ventajas,
como ser una fuente accesible y natural, que podria ser Util en la creacién de
productos farmacéuticos de higiene bucal o tratamientos adyuvantes en la
terapia de infecciones periodontales.

En conclusion, aunque el extracto etandlico de Tocosh al 75% y 100%
muestra una actividad anfibacteriana significativa frente a P. gingivalis en el corto
plazo, sus efectos disminuyen con el tiempo. A pesar de ello, su potencial como
alternativa terapéutica natural debe seguir siendo explorado, especialmente en
combinacién con otros agentes o formulaciones para prolongar su efectividad.
Este estudio respalda la idea de que los exiractos vegetales tienen un valor
terapéutico emergente, aunque todavia queda por investigar su eficacia en
situaciones clinicas reales, como la prevenciéon de la periodontitis o el tratamiento

de biopeliculas bacterianas, un desafio clave en la medicina dental.
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Conclusiones

1. - Se concluyé que al andlizar el efecto antibacteriano in vitro de las
concenfraciones del extracto etandlico de Tocosh al 25%, 50%, 75% y 100% a las
24, 48 y 72 horas existe diferencias significativas, en comparaciéon con el
Metronidazol, frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277, siendo los extractos
etandlicos de Tocosh al 75% y 100% los que mostraron mayor efecto

antibacteriano.

2.- Sin embargo, no se observd efecto antibacteriano para los extractos etandlicos
al 50% y 25%.

3.- Ademds, el extracto etandlico de tocosh al 100% es quién presentd mayor
efecto antibacteriano de las concentraciones de prueba después del

metronidazol.

4.- El tiempo de estudio de 24 horas es donde se obfuvo mayor efecto
antibacteriano frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 comparado con las
48 y 72 horas de estudio en la presente investigacion in vitro, tanto para los

extractos etandlicos de tocosh al 75%, 100% y el antibidtico metronidazol.
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Recomendaciones

Realizar mds estudios experimentales sobre el efecto anfibacteriano del
extracto etandlico de tocosh frente a ofras cepas bacterianas que habitan en

cavidad oral.

Redlizar mds estudios con un mayor tamano muestral para evidenciar
efectos antibacterianos mads significativos sobre el extracto etandlico de tocosh

frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277.

Desarrollar estudios de revision sistemdtica sobre el efecto antibacteriano

del extracto etandlico de tocosh en enfermedades orales.
Desarrollar estudios comparativos entfre extractos etandlicos para

confrastar resultados del efecto antibacteriano en cepas de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277.
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Anexos

1. MATRIZ DE CONSISTENCIA

P VARIABLES E METODOLOGI 5
PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS INDICADORES A POBLACION Y MUESTRA
Problema general | Objetivo general Hipétesis Variable Método: Poblacion
general Independiente: Cientifico La poblacién fue placas
5Coémo es el | Analizar el efecto antfibacteriano in vitro del exfracto Extracto pefri  con cepas de
efecto etandlico de Tocosh al 25%, 50%, 75%, 100% a las 24, | Hi: El extracto | etandlico de | Enfoque: Porphyromonas gingivalis.
antibacteriano in | 48y 72horasy el Metronidazol frente a Porphyromonas | etandlico de | Tocosh Cuanfitativo Muestra:
vifro del exiracto | gingivalis ATCC 33277. Tocosh Indicadores: Conformada por 9
etandlico de presentard Tipo: ensayos, por cada grupo.
Tocosh al 25%, 50%, | Objetivos especificos efecto Porcentaje de Apli(‘:o da Técnicas:
75%, 100% a las 24, antibacterian | Tocosh en Observacion.
48 y 72 horas y el | Determinar el efecto antibacteriano del extracto | o al 25%, 50%, | solucién Alcance o
Meftronidazol etandlico de Tocosh al 25% a las 24, 48 y 72 horas | 75%, 100% a nivel: Instrumentos:
frente a | frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. las 24, 48 y 72 | variable Explicativo Ficha de registro de datos.
Porphyromonas horas 'y el | pependiente:
gingivalis ATCC | Determinar el efecto anfibacteriano del exfracto | Metronidazol Disefio: Técnica de andlisis de
332772 etandlico de Tocosh al 50% a las 24, 48 y 72 horas | frente a | Efecto Experirr'wenfol datos:
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Porphyromon | gntibacteriano transversal. '
as gingivalis | contra Para la evaluacion
Determinar el efecto antibacteriano del extracto | ATCC 33277. Porphyromonas estadistica, se calcularon
etandlico de Tocosh al 75% a las 24, 48 y 72 horas gingivalis  ATCC medias y desviaciones
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. Ho: El 4 33277 estandar, y se verificd la
etandlico de To normalidad con la prueba
Determinar el efecto antibacteriano del exiracto | presentard Indicadores: de Shapiro-Wilk. La
etandlico de Tocosh al 100% a las 24, 48 y 72 horas | antibacteriano homogeneidad de
frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277. 50%., 75%. 100% | Digmetro de halo varianzas se evalué con la
48 y 72 hord innibicién prueba de Wilcoxon, y las
Determinar el efecto antibacteriano del Metronidazol | Mefronidazol fi diferencias enfre grupos se
a las 24, 48 y 72 horas frente a Porphyromonas | Porphyromonag analizaron mediante la
gingivalis ATCC 33277. gingivalis ATCC prueba U de Mann
Whitney.
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2. Operacionalizacion de variables

VARIABLE DIMENSION INDICADOR CATEGORIA O TIPO ESCALA
VALOR
Extracto Concentracié . . Ordinall
etanélico de n PorcTenToJE de |Porcentaje (%)
Tocosh ocosh en Categodrica
solucion
Efecto
antibacteriano Eficacia Didmetro de Milimetros Categdrica Ordinal
contra anfibacterian halo de (mm)
Porphyromonas a inhibicién
gingivalis
Control (Variable Control de Efri\j\:ofio .iel | Milimetros Cualitatfivo Ordinal
de eficacia efroniaazo (mm)
por didmetro

comparacion)

de halo de
inhibicion
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CONSTANCIA

Que la sefiorita Nayeli Yeimi Reza Gonzales, con DNI 74446298, y la sefiorita Paola Kelly
Espinal Veliz, con DNI 76785732, proporcionaron una muestra botanica para ser
identificada taxonémicamente por el laboratorio SCIENTIFIC QUALITY S.A.C,
manifestando que es parte de la investigacion de su tesis titulada: “Efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de tocosh y el metronidazol frente a Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277". La muestra proporcionada resulto ser:

Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida

Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum

Especie: Solanum tuberosum L., 1753

Se le expide esta constancia a solicitud de las interesadas para los fines de realizaciéon de
su tesis.

Lima, 17 de julio del 2024

Mblgo\?nﬁiﬂlknﬁadéz Vilcapuma
Jefe de Laboratorio

,‘ C.B.P. 14090

Direccion: Mz. N Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Sub la B. Agrup. Pach Villa El Salvador. Lima.
Celular: 999 365 647. Correo electrénico: Iaholatoﬂo@lchnﬂﬁcquamy org.  Web: www.scientificquality.org
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CONSTANCIA

La empresa SCIENTIFIC QUALITY S.A.C. hace constar que se ha eliminado adecuadamente los
residuos bioldgicos del trabajo de Tesis “Efecto antibacteriano in vitro del extracto etanélico de
tocosh y el metronidazol frente a Porphyromonas gingivalis ATCC 33277”, como indica nuestro
Instructivo de Tratamiento de material contaminado del Laboratorio de microbiologia 103-P02-GL,
el cual indica que los materiales de ensayo biocontaminados se dividiran en materiales de vidrio y
descartables. Ambos serdn colocados, por separado, en bolsas de riesgo bioldgico y se colocaran en
la autoclave para su proceso a 1212C por 30 minutos.

Luego del proceso de autoclavado, los materiales de vidrio se lavarén y pasaran controles de calidad
para ser reutilizados. Con respecto al material descartable, al haber sido minimizado, tratado,
eliminando el riesgo significativo; se realiza su disposicién final como residuo sélido municipal

ﬁf‘&a seguln Ley N2 27314, Ley General de Residuos Sélidos. Titulo IV. Articulo 27, inciso 2, el cual dice:

7 %27.2 La prestacion de servicios de residuos sdlidos por pequefias y microempresas estard
restringida a los residuos del dmbito de la gestion municipal, conforme a las disposiciones
reglamentarias que al efecto se dicten para promover su participacién”.

Lima, 17 de diciembre del 2024

T - f
i —
Mbigo. ‘Iéﬁie’rflfg Jqurez Vilcapuma
|Jefe de Laboratorio

| C.B.P. 14090

Direccion: Mz. N Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Subparcela B. Agrup. Pachacamac. Villa El Salvador. Lima.
Celular: 999 365 647. Correo electrénico: laboratorio@scientificquality.org.  Web: www.scientificquality.org
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INFORME DE ENSAYO N2 50241210.01

SOLICITUD DE ENSAYO © SQE241122.01
SOLICITANTE : NAYELI YEIMI REZA GONZALES - PAOLA KELLY ESPINAL VELIZ
DIRECCION DEL SOLICITANTE : No indica
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA : Proporcionado por el laboratorio Scientific Quality S.A.C.
© M1: Extracto etandlico de tocosh al 100%
M2: Extracto etanélico de tocosh al 75%
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA M3: Extracto etandlico de tocosh al 50%

M4: Exfracto etandlico de tocosh al 25%
M5: Metronidazol
: M1: Un (01) gotero &mbar de 10mL
M2: Un (01) gotero &mbar de 10mL
M3: Un (01) gotero &mbar de 10mL
M4: Un (01) gotero &mbar de 10mL
M5: Un (01) frasco de 20mL

CANTIDAD ¥ DESCRIPCION DE LA MUESTRA

LUGAR, FECHA Y HORA DE MUESTRED : No aplica

FECHA Y HORA DE RECEPCION ;22 de noviembre del 2024/ 9:30h
CONDICIONES A LA RECEPCION : Temperatura de refrigeracion
FECHAS DE INICIO DEL ANALISIS ;22 de noviembre del 2024
FECHAS DE TERMINO DEL ANALISIS i 07 de diciembre del 2024
FECHAS DE EMISION 10 de diciembre del 2024

RESULTADOS DE ENSAYO MICROBIOLOGICO: ANTIBIOGRAMA

Halo de inhibicién de las sustancias de prueba frente a Porphyromonas gingivalis
N° Replica en ATCC 33277 en milimetros (mm) a las 24 horas en agar sangre
placa Petri Mi: E M2: E M3: E M4: E Ms:
etandlico de etandlico de etandlico de etandlico de Metronidazol
tocosh al 100% | tocoshal 75% | tocoshal 50% | tocosh al 28%

1 17,51 12,39 0,00 0,00 241

2 18,25 12,23 0,00 0,00 24,35

3 18,40 12,60 0,00 0,00 24,22

4 18,45 12,31 0,00 0,00 233

5 17,34 13,62 0,00 0,00 23,59

6 19,15 12,57 0,00 0,00 23,06

7 17,71 13,40 0,00 0,00 22,59

] 16,56 12,15 0,00 0,00 21,31

9 17,28 12,36 0,00 0,00 2281

10 16,75 12,12 0,00 0,00 22,35

1" 15,64 12,41 0,00 0,00 21,52

12 17,53 12,29 0,00 0,00 23,01

13 17,98 12,44 0,00 0,00 24,15

14 17,19 12,52 0,00 0,00 24,45

15 17,95 13,06 0,00 0,00 22,75

Loa resuliads e los ensayos correspanden sola 8 |a(s) mussirajs) ensayadals). Los resullados no deben ser utilzados coma una cerificackn de conformicad con normas de producto o como cerficadn del sislema de calided de la
eniidad que b produce. Queda probibida |a repeoduct ibn parcial o total del presents informe. sin 18 autorizaciin escrils por SCIENTIFIC QUALITY SAC. 1 adulierscin o uso indebido del presente informe consfiluye un delito contra la
e pilslia y 98 regula por las dispoaicionss panales y chikes en la matena.

ROB-PO3-GL. Ver. 01 Pégina 1 de §

Direccion: Mz. N Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Suk
Celular: 999 365 64T,

parcela B. Agrup. Pach Villa El Salvador. Lima.
Coreo electrénico: laboratorio @scientificquality.org.  \Wob: www.scientificquality.org
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16 19,05 12,28 0,00 0,00 23,84
17 17,22 12,75 0,00 0,00 22,51
18 18,71 12,88 000 0,00 24,10
19 18,33 12,03 0,00 0,00 23,95
20 17,85 1217 0,00 0,00 23,95
2 17,85 11,82 0,00 0,00 24,07
2 17,32 1243 0,00 0,00 22,86
23 18,25 11,56 0,00 0,00 22,92
24 17,85 11,81 0,00 0,00 22,47
25 17,17 12,94 0,00 0,00 24,32
26 16,86 12,05 0,00 0,00 23,56
27 19,16 12,10 0,00 0,00 23,44
28 17,0 12,85 0,00 0,00 21,07
29 17,63 13,23 0,00 0,00 21,89
30 18,48 1241 0,00 0,00 222
3 14,32 11,23 0,00 0,00 22,08
32 14,48 11,94 0,00 0,00 21,95
k5] 14,94 14,07 0,00 0,00 22,12
34 14,16 12,37 0,00 0,00 26,86
35 14,31 12,95 0,00 0,00 26,23
36 14,87 12,86 0,00 0,00 26,02
Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Porphyromonas
N° Replica gingivalis ATCC 33277 en milimetros (mm) a las 48 horas en agar sangre
en placa Mi:Extracto | M2:Extracto | M3:Extracto | M4: Extracto us:
Petri etandlico de etandlico de etandlico de etanélico de Metronidazol
tocosh al 100% | tocoshal 75% | tocoshal 50% | tocosh al 25%
1 17,29 12,26 0,00 0,00 23,90
2 18,12 12,10 0,00 0,00 24,12
3 18,21 12,46 0,00 0,00 23,99
4 18,30 12,15 0,00 0,00 23,10
5 17,15 13,54 0,00 0,00 23,34
] 18,92 12,38 0,00 0,00 22,89
7 17,58 13,26 0,00 0,00 2.4
] 16,39 12,08 0,00 0,00 21,12
9 17,14 1211 0,00 0,00 22,65
10 16,54 11,85 0,00 0,00 2,03
1 1543 12,18 0,00 0,00 21,40

Lia resultados de los enseyns cormesponden sok 8 |a(s) musstras) ensayadals). Los resullados no deben ser ubiizados como una certficacidn de conformidad con normas de producto o como cerficado ol sigtema de calided de &
enfidad que lo produce. Queda probibida la reproduccin pardal o iotsl del presenis informe, ain la autorizacin escila por SCIENTIFIC QUALITY SAC, la adulieracin o uso indebido del presente informe consfiluye um deliio contra la
te plbbca y e regula por las dispoaicionsa penaed y chila en la matena.

ROB-PO3-GL. Ver. 01

Direccion: Mz. N Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Subparcela B. Agrup. Pachacamac. Villa El Salvador. Lima.
\Web: www.scientificquality.org

Celular: 999 365 647,

Correo electronico: laboratorio@scientificquality.org.
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12 174 1212 0,00 0,00 2282
13 17,85 12,21 0,00 0,00 240
14 16,99 12,1 0,00 0,00 24,22
15 17,12 12,89 0,00 0,00 2252
16 18,87 12,15 0,00 0,00 2361
17 17,07 12,56 0,00 0,00 2236
18 18,52 12,69 0,00 0,00 2395
19 18,14 11,85 0,00 0,00 23,74
20 17,63 12,02 0,00 0,00 23,81
Fil 17,68 "7 0,00 0,00 2385
22 17,18 12,19 0,00 0,00 22,67
23 18,05 11,35 0,00 0,00 22,75

24 17,81 11,64 0,00 0,00 22,2
25 16,99 12,M 0,00 0,00 2414
26 16,65 11,88 0,00 0,00 23,32
7 18,95 11,91 0,00 0,00 2328
28 16,81 12,62 0,00 0,00 20,89
2 17,45 13,08 0,00 0,00 21,68
30 18,27 12,15 0,00 0,00 203
n 14,16 11,03 0,00 0,00 2185
32 14,31 1,7 0,00 0,00 21,712
3 14,71 13,85 0,00 0,00 2197
34 13,95 12,16 0,00 0,00 26,65
35 14,14 12,82 0,00 0,00 26,04
36 14,66 12,65 0,00 0,00 25,87
Halo de inhibicion de las sustancias de prueba frente a Porphyromonas gingivalis

N° Replica en ATCC 33277 en milimetros (mm) a las 72 horas en agar sangre
placa Petri M1: Extracto M2: Extracto M3: Extracto M4: Extracto IISA:
etandlico de etandlico de etandlico de etanélico de Metronidazol
tocosh al 100% | tocosh al 75% | tocoshal 50% | tocosh al 25%

1 17,12 12,14 0,00 0,00 23,77
2 17,91 11,91 0,00 0,00 240
3 17,96 12,23 0,00 0,00 23,77
4 18,14 11,94 0,00 0,00 22,85
5 16,96 13,33 0,00 0,00 23,12
6 18,64 12,15 0,00 0,00 2248

L resiitados s s enssyos ormespiraden sal a lafs) misatrals) ensayadale). Los resltados no deben ser ulitzades coma Una certiicacian de conormicad con nofmas o2 podico o come camifizads Bl sistema de calidad de ke
enfidad que b produce. Queda prohibkds |a reproducckén parcial o iotal del presene informe, sinla autorizeckin escrila por SCIENTIFIC QUALITY SAC, |2 adubieracién o uso indebido del presente infome consdiuye un delke contra la
fie piiblaca y a8 regula par las dispoaicions panaied y chikes en la matsra

RO8-PO3-GL. Ver. 01

Dirpecion: Mz, N Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Subparcela B. Agrup. Pachacamac. Villa El Salvador. Lima.

Celular: 099 365 647,

Correo electrinico: laboratorio@scientificquality.org.

Web: www.scientificquality.org
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7 17,45 13,15 0,00 0,00 22,23
8 16,25 11,93 0,00 0,00 20,89
9 16,97 11,95 0,00 0,00 241
10 16,35 11,84 0,00 0,00 22,02
1 15,34 12,00 0,00 0,00 21,18
12 17,25 11,96 0,00 0,00 22,64
13 17,72 1,92 0,00 0,00 2387
14 16,83 12,10 0,00 0,00 24,04
15 17,55 12,56 0,00 0,00 223
16 18,66 11,90 0,00 0,00 23,39
17 16,90 12,24 0,00 0,00 2212
18 18,36 12,44 0,00 0,00 23,74
19 17,93 11,73 0,00 0,00 23,52
20 17,49 11,81 0,00 0,00 23,58
2 17,53 1,52 0,00 0,00 23,61
22 17,00 12,05 0,00 0,00 22,52
23 17,88 1,16 0,00 0,00 2258
24 17,59 11,51 0,00 0,00 21,98
25 16,84 12,58 0,00 0,00 23,96
26 16,42 11,63 0,00 0,00 23,09
2 18,72 11,66 0,00 0,00 231
28 16,62 12,45 0,00 0,00 20,76
29 17,24 12,82 0,00 0,00 2147
30 18,14 11,99 0,00 0,00 21,8
K 14,04 10,86 0,00 0,00 21,63
32 14,17 11,55 0,00 0,00 2151
3 14,52 13,63 0,00 0,00 21,78
34 13,1 11,99 0,00 0,00 2647
35 13,99 12,59 0,00 0,00 2586
36 14,45 12,42 0,00 0,00 25,68
Loa resultados de los i oo a la(s) musstrals) Lo resultados no deben ser utiizades como ung certficactin de conformidad con nermas de products o como cerificado del sistema de calidad de la

enfidad que bo produce. Quada prohibida la reproduccién parcial o total del presente informe, ain la autorizeckin eserils por SCIENTIFIC QUALITY SAC, la adulteracién o uso indebido del presents informe constituye un delio contra la

fe pbica y 9e regula por las dispesiciones penales y chilea en la materia.

RO8-PO3-GL. Ver. 01

Direecion: Mz, M Lote 1. Barrio 4. Sector 2. Parcela-Subparcela B. Agrup. Pachacamac. Villa El Salvador. Lima.
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METODOS DE ENSAYQ
ENSAYOS REFERENCIA
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DESCRIZIONE
Gli standard McFarland vengono utilizzati come standard di torbidita
nella preparazione delle sospensioni di microrganismi ed in particolar
modo nella preparazione degli inoculi batterici per I'esecuzione
dell'antibiogramma.

PRINCIPIO

Gli standard di torbidita sono composti da sostanze chimiche che
miscelate precipitano formando una soluzione di riproducibile
torbidita.

Gli standard McFarland vengono preparati aggiungendo acido solforico
ad una soluzione acquosa di cloruro di bario.

La miscela porta alla formazione di precipitato di solfato di bario.

Per ciascun standard McFarland in tabella 1 & riportata la densita
corrispondente espressa in cellule/ml. La concentrazione batterica
dipende dalla dimensione dei microrganismi. 1 valori riportati nella
tabella 1 rappresentano valori medi di concentrazione validi per i
batteri. Per i lieviti, che hanno dimensioni maggiori, bisogna dividere
gli stessi numeri per 30.

PROCEDURA

Prima dell'uso, agitare vigorosamente lo standard di torbidita,
utilizzando un vortex meccanico.

Comparare la torbidita di una sospensione batterica preparata alla
torbidita dello standard, in presenza di una luce adeguata.
Alternativamente, utilizzare lo standard di torbidita per calibrare un
turbidimetro elettrometrico.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

L'utilizzo degli standard McFarland consente la preparazione di inoculi
standardizzati da utilizzare nelle procedure per |'esecuzione
dell'antibiogramma.

MCcFARLAND BARIUM SULPHATE STANDARD

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

DESCRIPTION

McFarland standards are used as turbidity standards in the preparation
of suspensions of microorganisms and has particular application in the
preparation of bacterial inocula for performing antimicrobial
susceptibility testing.

PRINCIPLE

Turbidity standards are prepared by mixing chemicals that precipitate to
form a solution of reproducible turbidity.

McFarland standards are prepared by adding sulphuric acid to an
aqueous solution of barium chloride, which results in the formation of a
suspended barium sulphate precipitate.

For each McFarland standard in table 1 is reported the correspondent
density expressed in cells/ml. Bacterial concentration depends on
microorganisms size. The mentioned values in table 1 represent average
values of concentration valid for bacteria. For yeast, which are larger in
size, these numbers should be divided by about 30.

PROCEDURE

Vigorously agitate the turbidity standard on a mechanical vortex mixer
just before use.

Using adequate light, compare the turbidity of a bacterial suspension to
the turbidity standard.

Alternatively, use the turbidity standard to calibrate a electrometric
turbidimeter.

RESULTS INTERPRETATION

McFarland standards will enable the preparation of standardized
inocula for use in the performance of standardized antimicrobial
susceptibility testing procedures.

Tabella / Table 1.

McFarland Standard
0.5
1.0
2.0
3.0
4.0

BIBLIOGRAFIA / BIBLIOGRAPHY
1. Mc Farland, 1907. |.Am.Med.Assoc.49:1176.

Densita (cellule/ml) / Density (cells/ml)
1.5x10°
3.0x10"
6.0x 10"
9.0x 10"
12.0x10"

2. Patricia M. Tille. 2014. Bailey & Scott's Diagnostic Microbiology, 13" edition by Mosby, Inc., an affiliate of Flsevier Inc
3. CLSIM7-A9, 2012. Methods for dilution antimicrobial susceptibility test for bacteria that grow aerabically.
4. CLSIM11-A7, 2007. Methods for dilution antimicrobial susceptibility testing of anaerobic bacteria.

PRESENTAZIONE / PRESENTATION
Prodotto / Product

McFARLAND 0.5 BARIUM SULPHATE STANDARD
McFARLAND 1.0 BARIUM SULPHATE STANDARD
McFARLAND 2.0 BARIUM SULPHATE STANDARD
McFARLAND 3.0 BARIUM SULPHATE STANDARD
McFARLAND 4.0 BARIUM SULPHATE STANDARD
McFARLAND STANDARD SET (McFARLAND 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0)

TABELLA DEI SIMBOLI / TABLE OF SYMBOLS

Bt Coe N/
[REF] VAN

Contenuto sufficiente per <n: saggi
Content sufficient for <n> tests

Numero di catalogo
Catalogue Number

Attenzione, vedere le istruzioni per 'uso
Attention, see instructions for use

LIOFILCHEM®S.r.l.

Via Scozia, Zona Ind.le - 64026, Roseto degli Abruzzi (TE) - ITALY

80400 1
80401 1
80402 1
80403 1
80404 1
80405 5

Non riutilizzare
Do not reuse

Fabbricante
Manufacturer

@

Fragile, maneggiare con cura
Fragile, handle with care

Rev.3 /10.01.2014

Tel +39 0858930745 Fax +39 0858930330 Website: www.liofilchem.net E-mail: liofilchem@liofilchem.net
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Microbiologics'

Certificate of Analysis: Lyophilized Microorganism Specification and Performance Upon Release

SPECIFICATIONS: RELEASE INFORMATION:

Product Name: Porphyromonas gingivalis Quality Control Technologist: Jacob A Lohman
Catalog Number: 0912 Release Date: 2023/09/11

Lot Number: 912-77*

Reference Number: ATCC® 33277 ™*
Passage from Reference: 2
Expiration Date: 2025/07/31

Performance
Macroscopic Features: Medium:
Small, circular, transparent colonies that become brown with age. A/R SBAP
Microscopic Features: Method:
Gram negative rod, pleomorphic bacillary to coccoid forms. Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)

See attached ID System results document.

%4/4(%%

Amanda Kuperus
Director of Quality Control
AUTHORIZED SIGNATURE

**Disclaimer: The last digit(s) of the lot number appearing on the product label and packing slip are merely a packaging event number. The lot number displayed
on this certificate is the actual base lot number.

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

Individual products are traceable to a recognized culture collection.

(1) These tests are accredited to ISO/IEC 17025.

lACCREDITEDI

TESTING CERT #2655.01

ATCCL 4\ (*) The ATCC Licensed Derivative Emblem, the ATCC Licensed Derivative word mark and the ATCC catalog marks are trademarks of
Dﬁ?\giﬁ.e } ATCC. Micrabiologics, Inc. is licensed to use these trademarks and to sell products derived from ATCC® cultures.

|ACCREDITEDI

REFERENCE MATERIAL PRODUCER
CERT £2655.02

® 2012 Microbiologics, Inc. All Rights Reserved. 200 Cooper Avenue North Saint Cloud, MN 56303 Page 1 0f 1 DOC.286

48



Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Results

Meaning of Score Values

<)
BRUKER
L)

a non-identification.

Range Interpretation Symbols Color
2.00 - 3.00 (+++) Green
770199 o
0.00 - 1.69 ) Red
Meaning of Consistency Categories (A - C)
Category Interpretation
(A) High consistency: The best match is a high-confidence identification. The second-best match

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

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

(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are not met.
Run Creation Date/Time: 2023-09-11T10:30:36.127 JAL
Applied MSP Library(ies): BDAL, Mycobacteria Library (bead method), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
H12 (+++) (A) 912-77 Porphyromonas gingivalis
Comments:

N/A
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5. Instrumentos de recoleccion de datos

Tratamiento

Extracto
etandlico

de Tocosh

al 25%

Extra

cto

etandlico de
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etandlico de
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Extracto

Tocosh al
100%

Grupo contro
Metronidazol
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R4

RS

R1
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6. Fotos

1 MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Agar Sangre Medio Tioglicolato fluido

Estandar de turbidez de 0,5 de Mc Farland
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2. CEPA MICROBIANA E INSUMOS PARA ANTIBIOGRAMA

Cepa de Porphyromonas gingivalis ATCC 33277  CEPA DE Porphyromonas gingivalis ATCC 33277
Liofilizada EN MEDIO TIOGLICOLATO FLUIDO

Tarjeta de comparacién visual para el estadndar de turbidez McFarland
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Extracto etandlico de Tocosh Extracto etandlico de Tocosh
al 100 % al 75%

(& Scientific 7 ffic
sy st
““bpacacidn: 22/147 :‘tn..umww’

\u...:::c-l‘ ! \...:r::.l‘

Extracto etanélico de Tocosh Extracto etanélico de Tocosh
al 50% al 25%

“vparacion: 22/317%

Antidad: 10mi
: 20Ca 5%

e
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Metronidazol

Alcohol de 70%

54



3. PREPARACION DE LAS SUSTANCIAS DE PRUEBA

PAPA (Solanum tuberosum,

FERMENTACION CON SALMUERA AL 3% PARA PREPARAR TOCOSH

Tocosh Secado de Tocosh en estufa microbiolégica

NP20S2A
JCUBATOR
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Molido de tocosh deshidratado Tocosh molido

Pesado de tocosh deshidratado molido para preparar concentraciones al 100% (100mg/mL), 75%
(75mg/mL), 50% (50mg/mL), 25% (25mg/mL) en esterilidad frente al mechero Bunsen
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Colocacion de Alcohol al 70% en cada frasco ambar para las concentraciones de extracto
etandlico de tocosh en esterilidad frente al mechero Bunsen

Diluciones del extracto etandlico de Tocosh en frascos ambar
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4. PREPARACION DEL AGAR SANGRE:

Pesaje del agar sangre en balanza digital

Luego el frasco de agar Sangre se esteriliza por autoclave y se estabiliza la temperatura en el
bafio termostatico antes de su traslado en placas Petri.
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4.1 Combinacién de agar Sangre con Sangre desfibrinada y Vitamina K1, en esterilidad, luego, se
vierte el agar Sangre enriquecido en las placas Petri estériles con mechero de bunsen encendido

VITAMINA K1
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5. Preparacion suspension al 0,5 McFarland, a partir de cultivo en agar de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277. Comparacién con el estandar comercial Sulfato de Bario 0,5 de Mc
Farland.

6. Realizacion de pocillos antibiograma
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7. Inoculacién con hisopo estéril de la cepa Porphyromonas gingivalis ATCC 33277 a las placas de
agar Sangre
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Procedimiento de inoculacién de 20puL de las sustancias de prueba, en esterilidad, frente al mechero de
Bunsen con micropipeta

Inoculacién a los pocillos antibiograma en agar Sangre con Extracto etandlico de tocosh
al 100%

Inoculacién a los pocillos antibiograma en agar Sangre con Metronizadol
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9. Colocacién de las placas Petri con agar sangre conteniendo las sustancias de prueba inoculadas
con Porphyromonas gingivalis en Jarra de anaerobiosis

10.1 Incubadora Microbiolégica con el material de ensayo
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10. RESULTADOS
Después del tiempo de incubacion, las placas Petri se sacan del equipo y se miden con
una regla Vernier digital y una lupa de 4 aumentos de un contador de colonias
microbiolégico de fondo oscuro que dard contraste para observar detalladamente los
halos de inhibicién de las concentraciones de los extractos etandlicos de Tocosh frente a
Porphyromonas gingivalis.
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Fotos de placa Petri con extracto etanélic Tocosh al 1 n agar Sangre fren Porph ni
gingivalis ATCC 33277 a las 72 horas de estudio
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: : en agar Sangre
gingivalis ATCC 33277 a las 72 horas de estudio
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on Vietro UdZ01 €N aidl SanNgre ente a Po
ATCC 33277 a las 72 horas de estudio
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on Metronidazol en agar Sangre frente a Porph
ATCC 33277 a las 72 horas de estudio
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11. ELIMINACION DE LOS RESIDUOS BIOLOGICOS DEL ENSAYO.
Las placas Petri y otros residuos bioldgicos se colocaron en bolsas rojas y se esterilizaron
por autoclave segln procedimiento.

Introduciendo Bolsa roja de residuos
biolégicos a la autoclave AUTOCLAVE

71



7. Ofros

Tabla N°1

Confiabilidad del instrumento

Resumen de procesamiento de casos

n %
Vdlido 30 100,0

Casos Excluido@ 0 0.0
Total 30 100,0

Estadisticas de fiabilidad

Alfa de Cronbach N de
elementos
0,758 6

En la tabla observamos la ficha con un valor de la confiabilidad de la prueba de
alfa de Cronbach fue 0,758, por lo que se concluye que la consistencia inferna del

instrumento utilizado es buena.

Escala de Alfa de Cronbach

-1 a 0 No es confiable

0.01 — 0.49 Baja confiabilidad

0.50 - 0.69 Moderada confiabilidad
0.70 - 0.89 Fuerte confiabilidad
0.90 - 1.00 Alta confiabilidad
Fuente: Alfa de Cronbach

Oviedo y Campo-Arias (2005) se refieren a la escala del Alfa de Cronbach vy el
significado de cada escala, determinando que un valor del Alfa de Cronbach, enfre 0.70
y 0.90 indica una alta confiabilidad interna para una escala; asi mismo, los valores cercanos
a 1 implican que el instrumento utilizado es de alta confiabilidad vy si se aproxima a 0

significa que el instrumento es de baja confiabilidad.
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