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RESUMEN

Objetivo: evaluar la actividad antimicrobiana de cinamaldehido, timol, eugenol y
quitosano en comparacion con clorhexidina al 0,12 % sobre cepas de
Streptococccus mutans.

Métodos: se realizaron pruebas de susceptibilidad bacteriana de cepas de
Streptococccus mutans con discos embebidos en eugenol, cinamaldehido, quitosano
y timol, al 0,1 y 1 % con un control positivo de clorhexidina al 0,12 % evaluando
los halos de inhibicion existentes a las 24 h y 48 h.

Resultados: el cinamaldehido al 1 % mostré el mejor poder de control sobre el
crecimiento de Streptococccus mutans al presentar 19,91 mm y 24,44 mm de halos
de inhibicién a las 24 h y 48 h, respectivamente, con una diferencia significativa de
p< 0,05 entre los dos intervalos. Cuando se compar6 el cinamaldehido al 1 % con
el control positivo de clorhexidina al 0,12 %, no se encontraron diferencias
significativas (p> 0,05).

Conclusiones: el cinamaldehido al 1 % tuvo los mejores resultados seguidos por
quitosano, eugenol y timol a la misma concentracién en comparaciéon con
clorhexidina al 0,12 % tanto a la 24 como 48 h.

Palabras clave: Streptococccus mutans; timol; cinamaldehido; eugenol;
quitosano; caries.
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ABSTRACT

Objective: to evaluate the antimicrobial activity of cinnamaldehyde, thymol,
eugenol and chitosan compared to chlorhexidine-0.12 % on Streptococcus mutans
strains.

Methods: bacterial susceptibility tests were performed on S. mutans strains with
disks embedded in eugenol, cinnamaldehyde, chitosan and thymol, at 0.1 % and 1
% with a positive control of 0.12 % chlorhexidine, evaluating existing inhibition
zones after 24 and 48 hours.

Results: cinnamaldehyde-1 % showed the best control power over the growth of
S. mutans, presenting 19.91 mm and 24.44 mm of inhibition halos after 24 and 48
hours, respectively, with a significant difference of p< 0.05 between the two
intervals. When the cinnamaldehyde-1 % was compared with the positive control of
chlorhexidine-0.12 %, no significant differences were found (p> 0.05).
Conclusions: cinnamaldehyde-1 % had the best results followed by chitosan,
eugenol and thymol in the same concentration compared to chlorhexidine-0.12 %
after both 24 and 48 hours.

Keywords: S. mutans; thymol; cinnamaldehyde; eugenol; chitosan; caries.

INTRODUCCION

Segun la OMS entre el 60 % al 90 % de la poblaciéon estan afectados por caries
dental, esta enfermedad bucodental es mas frecuente en paises latinoamericanos.?
El Streptococcus mutans es el microorganismo con mayor relacién en el inicio del
desarrollo de caries, observandose una asociacion positiva entre el grado de
infeccion por Streptococcus mutans y la caries dental.? La caries dental es definida
como el conjunto de signos y sintomas producidos por la disolucién localizada en la
superficie del diente previamente en contacto con placa dental,® por lo que la
reduccion o eliminacion de Estreptococos del grupo mutans de las superficies de los
dientes infectados podria dar como resultado un control de caries.*

Diferentes productos antibacteriales de origen sintético han sido desarrollados con
el objetivo de prevenir la caries dental,*® sin embargo, en los Gltimos afios el uso
de agentes de origen natural sobre numerosas afecciones comunes en la cavidad
bucal se ha incrementado por su accesibilidad.® Tal es el caso del timol,
componente del aceite esencial extraido del orégano y del tomillo,” con gran
potencial antioxidante y antibacterial en concentraciones del 1 % al 2 %,
principalmente frente a bacterias grampositivas.®

El quitosano por otro lado, es un polimero natural biodegradable, proveniente de
los exoesqueletos de crustaceos e insectos, no téxico, biocompatible y con actividad
antimicrobiana. Se ha evaluado su efecto como protector de infecciones producidas
por algunos patégenos,® observandose una buena actividad antifiingica y
antibacteriana.19-12

El cinamaldehido es un componente del aceite esencial proveniente de la
canela,3%* su efecto antimicrobiano se ha evaluado en la prevenciéon de plagas
para la preservacion de cosechas.'® Otro componente de los aceites esencial de uso
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probado en odontologia es el eugenol,'® proveniente del clavo de olor y posee un
efecto antiséptico y anestésico.® La accion antibacteriana de estos compuestos se
atribuye a una accioén a nivel de la membrana celular que desencadena su
disrupcion, mediante el aumento de la permeabilidad de la membrana a iones
pequenos, afectando la estabilidad estructural de la membrana y desestabilizando
el empaquetamiento de la bicapa lipidica, cualquiera de estos efectos produce la
muerte en la célula bacteriana.l’-1°

Tomando S. mutans como uno de los patégenos relacionados mas estrechamente
con la caries dental, y que en el mercado existen diferentes sustancias de uso
comercial con efecto antibacteriano para control del desarrollo de estos
microrganismos, se disefi6 el presente estudio microbioldgico in vitro para evaluar
la actividad antimicrobiana de cinamaldehido, timol, eugenol y quitosano en
comparacion con clorhexidina al 0,12 % sobre cepas de S. mutans. Para ello se
empled la técnica microbiolégica de cuantificacién de halos de inhibicion.

METODOS

CULTIVO MICROBIOLOGICO

Se realiz6é un estudio de tipo descriptivo, observacional y experimental, para
evaluar la actividad antibacteriana de los aceites esenciales en el Laboratorio de
Ingenieria en Alimentos de la Universidad Laica Eloy Alfaro de Manabi, Ecuador.
Siguiendo las normas técnicas y de bioseguridad para procedimientos de
susceptibilidad antimicrobiana,?° y previa autorizacion de un Comité de Etica de
Investigacion reconocido, se preparo el inéculo con cepas puras de S. mutans
ATCC35668, microorganismos que fueron adquiridos desde Minnesota, USA
Laboratorio Microbiologics. Las cepas liofilizadas fueron activadas en caldo BHI
(Brain Heart Infusion Broth C5141 Criterion) y fueron sembradas en cajas Petri con
20 mL de medio de cultivo agar sangre de cérdero e incubadas a 37 °C durante
48 h. Una vez activados los microorganismos en estudio, se prepararon
suspensiones con las alicuotas correspondientes.

SOLUCIONES USADAS

Las soluciones de aceites esenciales fueron obtenidas de la Universidad Publica de
Navarra (Pamplona). Todos los extractos de timol, eugenol, quitosano y
cinamaldehido se ajustaron a concentraciones de 0,1 % y 1 %, mientras que la
solucién de clorhexidina se ajusté a una concentraciéon de 0,12 %. Todas las
soluciones fueron almacenadas en un ambiente aséptico hasta su uso en el analisis
microbioldgico de sensibilidad.

RECUPERACION DE LA VIABILIDAD DE LAS CEPAS

Antes de comenzar con el experimento se rehidrataron las cepas liofilizadas en
caldo Brain Heart (Infusion BHI Broth C5141 Criterion). Se incubaron en estufa a
37 °C, por 48 h en un ambiente microaerdfilo para su reproduccion. Se replicé cada
cepa en una placa de agar sangre, finalmente por cada cepa se preparé una
suspension bacteriana al 0,5 Mc Farland.
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Para la evaluacion de la capacidad reproductora de las cepas, se realizaron lecturas
de absorbancia a 625 nm de longitud de onda a 24 h y 48 h de incubacién,
verificando que la medida de absorbancia obtenida fuera directamente proporcional
a la concentracion de los microorganismos presentes. Las lecturas se realizaron en
un equipo de medicidon de absorbancia marca Jenway 6320D. Para poder
correlacionar la medida de absorbancia con la concentracién de microorganismos,
se utilizé un patrén 0,5 Mac Farland que representa una concentracidon conocida de
microorganismos la cual es de 1,5 x 108 UFC. En las lecturas se incluyé un pozo
blanco que contenia caldo BHI virgen; esta lectura fue restada a las lecturas
realizadas para eliminar la absorbancia procedente del caldo BHI.

Para evaluar la sensibilidad de S. mutans a los aceites esenciales como control
microbiano, se empleé el método de difusién en agar segun la técnica
estandarizada por el National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS).?* Se depositaron 20 uL de cada sustancia proveniente de los aceites
esenciales, eugenol, cinamaldehido y timol al 0,1 y 1 % de concentracion, asi como
la clorhexidina al 0,12 % en discos de papel filtro (Fisher Scientific Q2) de 5 mm de
diametro. Posteriormente, estos se colocaron a 3 mm equidistantes en cada placa
que contiene el medio inoculado con S. mutans a analizar. Las placas inoculadas se
incubaron a una temperatura de 37 °C durante 2 dias. Se midieron los halos de
inhibicién del crecimiento bacteriano en (mm) a las 24 h y 48 h; la evaluacion se
realizé por triplicado, siguiendo metodologias preestablecidas.??

ANALISIS DE DATOS

Se describi6 la variable principal con medidas de tendencia central (medias y
desviacion estandar), posteriormente se hizo el analisis bivariante comparando las
medias con la prueba de Kruskal Wallis y Mann-Whitney, previa evaluacion de la
normalidad de la distribucion de las medias con la prueba de Shapiro Wilk. Se
acepto una p< 0,05 para considerar la significancia estadistica (95 % de
confiabilidad). Los datos recolectados fueron procesados mediante programa
estadistico SPSS.

RESULTADOS

Los halos de inhibicién de crecimiento bacteriano a las 24 h fueron mayores con las
concentraciones al 1 % de las sustancias estudiadas. La media del halo de
inhibicién para cinamaldehido fue de 19,9 mm, seguido del quitosano con 17,0 mm,
el eugenol con 15,9 mm y el timol 15,3 mm, mientras que las cepas expuestas a
clorhexidina al 0,12 % mostraron una inhibicién de 12,0 mm. Con las
concentraciones al 0,1 % de los aceites esenciales se obtuvieron medias de 9,1y
8,4 mm para el cinamaldehido y el quitosano, respectivamente (Fig.).
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Fig. Comparacion de medidas de los halos de inhibicion a las 24 y 48 h.

A las 48 h los aceites esenciales al 1 % produjeron medias de halos de inhibicién de
21,4 mm para el cinamaldehido, 18,6 mm para el quitosano y eugenol y 17,3 mm
para timol, mientras que las cepas expuestas a clorhexidina por 48 h mostraron
una inhibicion de 14,6 mm. En cuanto a las concentraciones de 0,1 % de los aceites
esenciales el cinamaldehido y el quitosano produjeron una media de halo de
inhibicién de 9,7 mm y el eugenol y el timol de 9,4 mm. Cuando se comparo6 el
efecto antibacteriano de los aceites esenciales a diferentes concentraciones en
relacion con el control positivo de clorhexidina al 0,12 % no se encontrd diferencia
significativa, p> 0,05 (tabla).

13,56
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Tabla. Relacion del efecto antibacteriano de aceites esenciales con la clorhexidina

.y < Desviacion
Sustancia 1-Sustancia 2 Estadistico Estandar Estadistico de
de prueba error

prueba
TML 0,1 %-CHX 0,12 % 26,33 10,92 2,41
EGMN 0,1 %%-CHX 0,12 % 26,33 10,92 2,41
CMLD 0,1 %-CHX 0,12 % 22,44 10,92 2,05
0TS 0,1 %-CHX 0,12 % 21,33 10,92 1,095
TML 1 %-CHX 0,12 % -12,55 10,92 -1.14
QTS5 1 %%-CHX 0,12 % -18,72 10,92 -1,71
EGMN 1 %-CHX 0,12 %@ -19,77 10,92 -1,81
CMLD 1 % -CHX 0,12 % -30,88 10,92 -2,82

TML: timol, CHX: clorhexidina, EGM: eugenol, QT5: quitosano,
CMLD: cinamaldehido

DISCUSION

En este estudio se evalué la actividad antibacteriana de diferentes aceites
esenciales en concentraciones de 0,1 % y 1 % sobre cepas de S. mutans a las 24 h
y 48 h; el mejor efecto antibacteriano fue obtenido por parte del cinamaldehido en
los dos tiempos con la prueba de halos de inhibicion. Aunque se encontré un efecto
antibacteriano mayor que el control positivo de clorhexidina al 0,12 %, no se
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demostré diferencia significativa entre ninguno de los aceites esenciales a
diferentes concentraciones en comparacion con el control positivo.

Dentro de los procesos de enfermedad bucal, la caries es una de las afecciones
ampliamente distribuidas en el mundo,? debido a su multietiologia, donde tiempo,
huésped, dieta y microorganismos se encuentran inmiscuidos?® y se crea una
enorme dificultad en su control, de ahi la necesidad de que existan agentes que
permitan mantener en nimero y potencial reducido los microorganismos
responsables de la caries dental. En este sentido la clorhexidina ha mostrado gran
utilidad como agente de inhibicién del crecimiento de S. mutans como un control
por ser sustancia antimicrobiana de eleccién en odontologia?* por lo que en el
presente estudio fue empleada como una sustancia de control positivo.

El timol es un componente del aceite esencial de orégano que en concentraciones
entre 1 % y 2 % presenta gran potencial antimicrobiano contra bacterias
grampositivas y en menor nivel sobre bacterias gramnegativas.® Esta informacion
coincide con el presente estudio ya que se observo un efecto inhibitorio sobre S.
mutans que son cocos grampositivos, sin embargo, el mayor poder inhibitorio se
encontrd en el cinamaldehido al 1 % tanto a las 24 h como a las 48 h. Asimismo el
efecto antimicrobiano del quitosano al ser un polimero natural biodegradable,
proveniente de los exoesqueletos de crustaceos e insectos, no toxico, presenta un
amplio espectro de aplicaciones;?® su actividad antifingica, antibacterial®® y
anticancerigena ha sido reportada en diversos estudios® y comprobada en el
presente estudio.

El cinamaldehido es un componente del aceite esencial proveniente de la
canela,3** con un efecto antimicrobiano probado en Odontologia,*>?7 al igual que el
eugenol proveniente del clavo de olor.1® Chaudhari y otros?* de igual manera
mostraron que el aceite esencial proveniente de la canela, obtuvo mejores
resultados de halos de inhibicién sobre cepas de microrganismos, en comparacion
con el aceite esencial de clavo de olor. El efecto antimicrobiano se asocia a la
actividad a nivel de la membrana celular produciendo un aumento de la
permeabilidad que se traduce en la fuga de iones asi como la pérdida de otros
contenidos celulares, incluyendo las proteinas intracelulares lo cual resulta en la
muerte celular.*”-1® Considerando la actividad antimicrobiana de aceites esenciales
del cinamaldehido y clavo de olor en diferentes bacterias, se encontraron una
mayor zona de inhibicidon por el cimaldehido, seguido de la clorhexidina y el aceite
clavo de olor sobre cepas de S. mutans; es evidente que el empleo de estas
sustancias puras poseen un mejor desempefio en la inhibicidon del crecimiento de
microrganismos en relaciéon con soluciones diluidas del mismo componente.?® Sin
embargo, en el presente estudio se decidié trabajar con concentraciones de 1 % y
0,1 % similares a las empleadas en estudios, considerando la actividad
antimicrobiana del aceite esencial de orégano sobre bacterias patdégenas del tracto
gastrointestinal;® por otro lado, las concentraciones al 1% de componentes activos
se han empleado en otros estudios?® en los que se utilizaron productos de uso
dental como barnices fluorados con el timol, enjuagues bucales con aceites
esenciales,?*® y productos con eugenol,3! en los cuales se ha reportado un efecto
antimicrobiano.

De la misma manera se puede sefialar sobre el analisis de las sustancias en los dos
tiempos de evaluacién (24 h y 48 h) en los que fue evidente el mejor desempeiio
del cinamaldehido al 1 % en los dos periodos de tiempo; de esta manera pese a los
incontables efectos benéficos que la clorhexidina posee,® la pigmentaciéon en las
superficies dentales cuando su uso es prolongado es una de sus principales
limitaciones.3? En este sentido los aceites esenciales resultan mas exitosos, por lo
que se establece con ello la necesidad de ejecutar evaluaciones posteriores en
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tiempos prolongados o quiza sobre otros microrganismos o inclusive plantear
futuros estudios in vivo involucrando al cinamaldehido y su efectividad en el control
de caries.

En las condiciones que este estudio fue desarrollado es factible concluir que el
cinamladehido al 1 % tuvo los mejores resultados inhibitorios seguidos por
quitosano, eugenol y timol a la misma concentracién en comparaciéon con
clorhexidina al 0,12 % tanto a las 24 h como 48 h.
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