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RESUMEN

En la presente investigacion se demostrd el efecto antibacteriano in vitro de los aceites
esenciales de eucalipto (Eucalyptus radiata), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum
vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris) en las cepas bacterianas Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa Yy

Staphylococcus aureus.

El experimento se llevd a cabo mediante pruebas de sensibilidad bacteriana
(antibiogramas). Se realiz6 la siembra de las cuatro cepas en diferentes cajas de Petri,
donde se colocaron discos de papel Whatman, cada disco fue embebido individualmente

en los diferentes aceites esenciales; CHX (0.12%), Listerine®, y Enjuague Blue’M fueron

utilizados como controles positivos, mientras que, como control negativo se utilizé medio de
cultivo liquido. Cada una de las cepas fue incubada durante 2 y 7 dias, para las bacterias
aerobias y anaerobias, respectivamente. La determinacién del grado de sensibilidad fue
evaluada en funcion del tamafo de los halos de inhibicién que se observaron alrededor de

cada disco.

Se encontré que el aceite esencial de orégano mostrd el mayor efecto antimicrobiano contra
las cepas bacterianas A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, mientras que las bacterias
P. aeruginosa y S. aureus mostraron mayor sensibilidad al aceite esencial de tomillo. Los
aceites esenciales de menta y eucalipto mostraron el menor efecto antibacteriano contra
las cepas bacterianas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y S. aureus, mientras que

no mostraron efecto inhibitorio en el crecimiento de P. aeruginosa.

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir que el uso
de aceites esenciales representa una alternativa prometedora para el control de infecciones

periodontales.

Palabras clave: aceites esenciales, menta, eucalipto, orégano, tomillo, enfermedad
periodontal, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus.



ABSTRACT

In the present study, the in vitro antibacterial effect of the eucalyptus (Eucalyptus radiata),
peppermint (Mentha piperita), oregano (Origanum vulgare), and thyme (Thymus vulgaris)
essential oils against the bacterial strains Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus was

evaluated.

The experiment was carried out through bacterial susceptibility tests (antibiograms). The
four bacterial strains were placed in Petri dish, Whatman paper discs were placed in each
plate, individually each disc where embedded in the different essential oils; CHX (0.12%),

Listerine®, and Blue’M Rinses were used as positive controls, while broth culture medium

was used as a negative control. Each Petri dish was incubated for 2 and 7 days, for aerobic
and anaerobic bacteria, respectively. The degree of sensitivity was evaluated according to

the size of the inhibition zones measured around each disc.

It was found that the oregano essential oil showed the greatest antimicrobial effect against
the bacterial strains A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis, while the bacteria P.
aeruginosa and S. aureus showed greater sensitivity to the thyme essential oil. The mint
and eucalyptus essential oils showed the least antibacterial effect against the bacterial
strains A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, and S. aureus, while they did not show an

inhibitory effect on the growth of P. aeruginosa.

Based on the results obtained in the present work, we can conclude that the use of essential

oils represents a promising alternative for the chemical control of periodontal infections.

Keywords: essential oils, peppermint, eucalyptus, oregano, thyme, periodontal disease,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas

aeruginosa, Staphylococcus aureus.



1. INTRODUCCION

En la cavidad oral coexisten alrededor de 700 especies bacterianas, las cuales
interacttian entre ellas y el hospedero '. Esto representa un ecosistema complejo debido a
que existe una gran diversidad de microorganismos capaces de colonizar la cavidad oral.
En condiciones compatibles con salud, las especies microbianas se encuentran en relacion
simbidtica con el hospedero, sin embargo, si existe una pérdida del balance, se produce
una disbiosis en la microbiota que coloniza la cavidad oral, lo que puede generar la aparicién
de diversas patologias bucales 2. Un ejemplo de este desequilibrio lo representa la
enfermedad periodontal, una patologia que es causada por un desequilibrio en las
poblaciones bacterianas de la biopelicula dental 3, la periodontitis representa un estado
patolégico causado por una inflamacion crénica persistente de los tejidos de soporte
periodontales, lo que lleva a la destruccién del hueso alveolar y la eventual pérdida de
dientes *, por lo que ha sido de gran relevancia en el ambito odontoldgico ya que es una de
las infecciones bacterianas mas prevalentes en la cavidad oral de los seres humanos °.

La prevencion de enfermedades periodontales se basa esencialmente en el control
de la biopelicula supragingival, inicialmente con un control fisico por medio de métodos
mecanicos (cepillado dental, pulido dental, uso de hilo dental, raspado y alisado radicular o
cirugia periodontal) de forma adecuada y regular, lo que puede ayudar a lograr la salud oral
y periodontal del paciente . Sin embargo, hay diferentes situaciones en las que este control
mecanico no es suficiente, por lo que el uso complementario de métodos quimicos
(sustancias antisépticas y/o antibidticas) puede ayudar a controlar el desarrollo de la
biopelicula dental, asi como interferir en la adherencia de las bacterias a la superficie dental.
Este control esta dado por diversos quimicos que son utilizados como enjuagues orales, el
mas utilizado hasta el momento es la clorhexidina (CHX), considerado el “estandar de oro”
de los antisépticos orales por sus propiedades antimicrobianas y antisépticas 78, sin
embargo, su uso prolongado produce efectos adversos como manchas en los dientes y
lengua, ademas de alteraciones en la percepcion del gusto, entre otras °, por lo que se ha
considerado el uso de alternativas mas naturales para el control de la biopelicula dental, a
través de la extraccion de compuestos obtenidos de plantas, como los aceites esenciales,
que se han reportado con un efecto antimicrobiano relevante. Un producto caracteristico de

este grupo es el enjuague Listerine®, compuesto por aceites esenciales como mentol

(menta) 0.042%, timol (tomillo) 0.064%, salicilato de metilo (gaulteria) 0.06% y eucaliptol



(eucalipto) 0.092% '°. Clinicamente, se ha demostrado que este antiséptico oral reduce
significativamente la biopelicula dental preformada y reduce la presencia de gingivitis .
Pero uno de sus principales efectos adversos es la sensacién de quemadura y gusto

amargo 2.

Por lo anterior, se considera importante investigar diferentes alternativas para el
control quimico de la biopelicula dental que sean mas naturales, de facil implementacion y
acceso, y que se reporten con menos efectos adversos. El presente estudio tiene como
objetivo evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de eucalipto, menta,
orégano y tomillo sobre cuatro especies bacterianas asociadas con la enfermedad
periodontal. Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis
asociadas con el desarrollo de la enfermedad periodontal, mientras Pseudomonas
aeruginosa y Staphylococcus aureus han sido asociadas con el desarrollo de peri-

implantitis.

2. ANTECEDENTES

2.1. Ecologiaoral.

La cavidad oral representa un ecosistema complejo, cuyas condiciones ambientales
permiten la colonizacion microbiana. Se ha identificado que en la cavidad oral coexisten
mas de 700 especies bacterianas que interacttian entre ellas y el hospedero .

En la naturaleza, las bacterias existen bajo dos estados: bacterias planctdnicas
(1%), es decir, viven como microorganismos libres flotando en el medio liquido y bacterias
sésiles (99%) que son las que se adhieren a una superficie y por lo tanto son integrantes
de colonias de microorganismos en las biopeliculas 3. Las biopeliculas se forman cuando
las bacterias plancténicas encuentran una superficie acondicionada, se adhieren aellay, a
continuacion, elaboran sefiales quimicas para coordinar la organizacion y desarrollo de
microcolonias de bacterias encapsuladas en una matriz de sustancia polimérica extracelular
'3, La matriz polimérica extracelular que rodea a las biopeliculas esta muy hidratada ya que
incorpora hasta el 97 % de agua dentro de su estructura 3.

Las microcolonias bacterianas que forman parte de las biopeliculas se encuentran
separadas unas de otras por canales de agua (espacios intersticiales) que pueden
transportar nutrientes y liberar desechos de los microorganismos que habitan en dichas

microcolonias .



Se reconoce que las biopeliculas constituyen la forma de crecimiento predominante
de muchas especies bacterianas '°, aproximadamente el 95% de las bacterias que hay en
la naturaleza se encuentran en las biopeliculas '®, y pueden estar en cualquier ambiente
liquido, es decir, una interfase soélido-liquida entre una superficie y un medio acuoso (por
ejemplo, el agua o la sangre) que proporciona un entorno ideal para la fijacién y crecimiento
de microorganismos .

Las células que se encuentran en las biopeliculas se vuelven altamente resistentes
a los antibiéticos y a los mecanismos de defensa del huésped, ya que los microorganismos
dentro de una biopelicula estan protegidos dentro de una matriz de exopolisacaridos,
causando que los anticuerpos, las células del sistema inmune y los antimicrobianos, no
tengan acceso a ella '8. Es por esto ultimo que las biopeliculas tienen una gran relevancia
en el area médica y odontolégica, ya que favorecen el desarrollo de infecciones crénicas
como otitis, osteomielitis, infecciones de heridas y periodontitis 4%, entre otras. Ademas de
estar relacionadas con el desarrollo de infecciones asociadas con el uso de dispositivos
médicos, entre ellos catéteres intravasculares, prétesis articulares, catéteres urinarios y
peri-implantitis 1920,

Se sabe que una de las biopeliculas mas importantes y complejas presentes en la
cavidad oral es la biopelicula dental, cuya formacién y desarrollo depende de la adhesion
de las bacterias orales a las superficies dentales 6. Las superficies dentales, tejidos
blandos, superficies de biomateriales o dispositivos utilizados para la rehabilitacién en la
cavidad oral proveen un sustrato adecuado para la colonizacion bacteriana en la cavidad
oral y para la formacion de biopeliculas .

Las bacterias en la biopelicula dental no se encuentran dispuestas de manera
aleatoria 2'. En la cavidad oral se reconocen distintos habitats de colonizacién microbiana
que constituyen un sistema ecolégico muy heterogéneo, estos habitats: dientes, surco
gingival, encia, lengua, mejilla, labios y paladar, favorecen el crecimiento de comunidades
microbianas diferentes 22,

En la superficie del diente, podemos encontrar una biopelicula clasificada en
relacion con el margen gingival. La biopelicula mas inicial es supragingival y mas tarde se
extiende al area subgingival 3. Ambas biopeliculas estan delimitadas por la superficie del
diente y clinicamente se diferencian de acuerdo con su posicién en el margen gingival, esto

hace que ciertos microrganismos aparezcan en ambas 2. La biopelicula supragingival esta



expuesta a la saliva, mientras que la biopelicula subgingival esta delimitada por el epitelio
del surco gingival y se encuentra mas expuesta al fluido crevicular *.

La complejidad de la composicion y formacién de biopelicula en la cavidad oral es
debido, en parte a la gran diversidad de microorganismos capaces de colonizarla, las
bacterias de la biopelicula dental viven en equilibrio mientras las condiciones externas se
mantengan constantes, sin embargo, si existe la pérdida del balance o de la adaptacién
microbiana, se produce una disbiosis, la cual permitira la aparicidon de multiples patologias
orales que pueden llegar a repercutir en la salud general 2.

Dos de las infecciones bacterianas mas prevalentes en la cavidad oral de los seres
humanos causadas por un desequilibrio en las poblaciones bacterianas de biopeliculas
dentales son la caries y la enfermedad periodontal °. Segun datos de la OMS, las
enfermedades orales afectan a casi 3 500 millones de personas en todo el mundo, siendo
la caries dental en dientes permanentes la mas prevalente con 2 300 millones de personas
afectadas 2°. En cuanto a la enfermedad periodontal, se estima que las formas graves
afectan a casi el 10% de la poblacién mundial y sus principales causas son la mala higiene

dental y el consumo de tabaco %°.

2.2. Enfermedad periodontal y peri-implantar.

La enfermedad periodontal es referida como una enfermedad inflamatoria
polimicrobiana compleja, asociada con la disbiosis de la biopelicula dental que induce una
inflamacién crénica persistente de los tejidos de soporte periodontales, lo que lleva a la
destruccion del hueso alveolar y la eventual pérdida dental 4. La gingivitis es la primera
manifestacion patoldgica de la respuesta inmune-inflamatoria del individuo a la
acumulacion de una biopelicula disbidtica, esta enfermedad se caracteriza por la presencia
de inflamacion gingival en ausencia de pérdida de insercion clinica, destruccion del
ligamento periodontal o pérdida 6sea, es reversible si se procede a la reduccion de los
niveles de la biopelicula dental acumulada 2¢. Los microorganismos identificados en sitios
con gingivitis son principalmente Gram negativos, anaerobios como Streptococcus
sanguinis, Streptococcus mitis, Fusobacterium sp., Actinomyces viscosus, y Veillonella
parvula, siendo especies de Actinomyces y Streptococcus las mas predominantes 7.

Si la eliminacion mecanica de la biopelicula dental no es llevada a cabo de forma
adecuada y periodicamente, esta fase de inflamacién gingival puede progresar a

periodontitis 28, la cual se caracteriza por la presencia de inflamacion gingival en sitios
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donde se ha producido la migracion apical del epitelio de unién, acompanado de una
destruccion de los tejidos de insercidn del diente provocando pérdida de dientes parcial o
total, esto Ultimo asociado a dificultades funcionales y estéticas 222°. En los ultimos afios la
enfermedad periodontal también se ha asociado con problemas de salud sistémico 283031,

De acuerdo con Haffajee y Socransky %2, las bacterias mas frecuentemente aisladas
de sitios con periodontitis son: Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus,
Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum, Parvimonas micra, Prevotella
nigrescens, Streptococcus intermedius y varias especies de espiroquetas como
Treponema denticola, ademas de otros microorganismos asociados con menor frecuencia,
los cuales también aparecen en las diversas formas de enfermedad periodontal 3.

Las biopeliculas no solo se forman sobre los dientes, como se menciond
anteriormente, hay diferentes zonas en la cavidad oral que son susceptibles a una
colonizacién bacteriana, también se pueden formar sobre superficies artificiales expuestas
al medio ambiente bucal, como en biomateriales y otros dispositivos empleados para la
rehabilitaciéon y restauracion de alguna estructura pérdida en la cavidad oral, como los
implantes dentales 4.

La peri-implantitis es definida como una entidad patolégica asociada a una
biopelicula disbidtica acumulada en los tejidos que rodean a implantes dentales
osteointegrados. Esta enfermedad se caracteriza por la inflamacion de la mucosa peri-
implantaria con la subsecuente pérdida progresiva del tejido 6seo que rodea a los implantes
osteointegrados 34 . Evidencia indica que un control deficiente de la biopelicula,
antecedentes de enfermedad periodontal previa y el tabaquismo, son identificados como
indicadores de riesgo asociados al desarrollo de peri-implantitis 34

Al respecto, los pacientes con antecedentes de enfermedad periodontal previa
pueden tener un mayor riesgo de desarrollar peri-implantitis, esto debido a la proximidad de
los implantes con los dientes que podria condicionar la presencia de microorganismos
patégenos periodontales en los surcos peri-implantares 3. EI componente microbiano
podria representar una explicacion plausible para la relacién establecida entre las
enfermedades periodontales y peri-implantares *’. De hecho, clinicamente, microambientes
similares, incluyendo surco y bolsa periodontal, se presentan alrededor de implantes
dentales y dientes, lo que podria favorecer la colonizacion de bacterias similares 8. Sin

embargo, las infecciones alrededor de los implantes pueden ademas estar relacionadas
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con microorganismos que normalmente no se encuentran en lesiones cronicas de
periodontitis, estudios previos han identificado que algunas bacterias como Staphylococcus
aureus 4%y Pseudomonas aeruginosa #'#? tienen un papel asociado al desarrollo de la
peri-implantitis debido, entre otras cosas, a su alta afinidad por el titanio *3.

La microflora asociada con sitios peri-implantares sanos esta relacionada con la
presencia de cocos Gram positivos y bacilos Gram negativos, observandose un incremento
en el recuento de bacilos anaerobios Gram negativos y una disminucién de la proporcién
de cocos Gram positivos en sitios pre-implantares con mucositis 4. Conforme el dafio pre-
implantar progresa, la microflora continla cambiando, detectdndose incrementos en las
proporcines de Porphyromonas gingivalis, y en algunos casos Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. P. gingivalis es una bacteria encontrada frecuentemente en
bolsas profundas, y su predominio en localizaciones peri-implantarias profundas pueden
acelerar la pérdida del tejido peri-implantar 44.

En un analisis comparativo de 166 individuos con peri-implantitis y 47 individuos con
tejidos peri-implantares sanos, se encontré que tanto P. aeruginosa como S. aureus
estaban presentes con mayor frecuencia en muestras de peri-implantitis, junto con
periodontopatdgenos clasicos como T. forsythia y A. actinomycetemcomitans *°.

Albertini et al., realizaron un estudio donde se evalué la presencia de
microorganismos periodontales y oportunistas en pacientes con peri-implantitis, ellos
encontraron que en conjunto S. aureus, P. aeruginosa y Candida albicans colonizaron las
superficies de los implantes colocados en el 15% de los pacientes, mientras que P.
aeruginosa se encontré en cuatro pacientes (12%), siendo P. aeruginosa el patégeno
oportunista mas prevalente encontrado en dicho estudio .

Aunque S. aureus, Enterobacteriaceae sp., Candida albicans, P. aeruginosa son
bacterias que no estan tipicamente asociadas con la flora bacteriana oral, y muy raramente
asociadas con el desarrollo de la enfermedad periodontal, son bacterias capaces de
adherirse con éxito a las superficies de titanio de los implantes dentales 3%, no obstante, se
necesitan mas estudios clinicos para evaluar el papel de los patégenos oportunistas: P.

aeruginosa, S. aureus y C. albicans en el desarrollo de la peri-implantitis.
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2.3.  Microorganismos asociados con la presencia de enfermedad
periodontal y peri-implantar.

2.3.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Es un cocobacilo corto, se puede presentar en forma aislada, en pares o en
pequefios racimos 4°. Gram negativo, anaerobio facultativo, no movil (carece de flagelos),
sacarolitico (fermenta carbohidratos), capnéfilo (requiere CO; para su desarrollo), crece
bien en atmosfera con CO; de 5% o en condiciones de anaerobiosis #°.

Los factores de virulencia determinan la capacidad del microorganismo para
desarrollar una patologia, en el caso de A. actinomycetemcomitans presenta en su
estructura fimbrias, vesiculas y produce un material amorfo extracelular proteico, que le
permite adherirse a las células huésped y contribuyen a su virulencia, siendo esta
adherencia el primer paso de todo proceso infeccioso “¢.

Se han descrito 5 serotipos de A. actinomycetemcomitans (a-€), con mas de un
serotipo encontrado en la boca de un individuo. El serotipo b de esta bacteria es
comunmente encontrado en la periodontitis agresiva #’ y los serotipos d, e y f se han
detectado rara vez en las poblaciones “8.

Como patdégeno oportunista se puede encontrar en una variedad de infecciones
como bacteremia, septicemia, endocarditis infecciosa, aterosclerosis, neumonia,
infecciones de la piel, osteomielitis, infecciones del tracto urinario, en diferentes tipos de
abscesos, glomerulonefritis y endoftalmitis “%4°. Es susceptible a cefalosporinas,
tetraciclinas y fluoroquinolonas, describiéndose resistencias a penicilina, ampicilina,
amikacina y macrolidos #°.

A. actinomycetemcomitans es uno de los primeros colonizadores de la biopelicula
de las superficies dentales, lo que sugiere que puede colonizar superficies limpias y sanas
45 Cuando A. actinomycetemcomitans estd presente en un paciente no tratado
periodontalmente, puede persistir durante mucho tiempo, lo que indica que es capaz de
evadir los mecanismos de defensa del huésped #°. La literatura indica que el tratamiento
de raspado y alisado radicular es insuficiente para erradicar este organismo, ya que este

microorganismo tiene la capacidad de invadir los tejidos gingivales “°.
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2.3.2. Porphyromonas gingivalis.

Es un cocobacilo capsulado, Gram negativo, anaerobio estricto, no mévil, fimbriado,
asacarolitico (no fermentan carbohidratos), que produce colonias con pigmentaciones
marrones en medio de cultivo agar-sangre °°.

Esta bacteria puede ser aislada de la saliva, lengua, amigdalas, biopelicula dental
y otros sitios de la boca, y se presenta en altas proporciones y frecuencia en pacientes con
bolsas periodontales *°. Coloniza en forma tardia o secundaria la cavidad oral, proceso que
es facilitado por la presencia de otras especies bacterianas, los colonizadores primarios,
que proporcionan sitios de unién y nutrientes, y que contribuyen a reducir la tensién de
oxigeno a niveles 6ptimos para su crecimiento %'

Mientras que esta bacteria no se asocia tipicamente con infecciones extraorales *,
Rio M. ha sugerido que se puede encontrar en severas infecciones mediastinales de planos
faciales, cerebro y abscesos pulmonares, enfermedades cardiacas, en neonatos nacidos
de partos prematuros y con bajo peso al nacer 2.

De acuerdo con los postulados adaptados de Haffajee y Socransky, P. gingivalis
tiene las condiciones necesarias para ser considerada un microorganismo patdégeno
periodontal 253, Por lo tanto, tiene una elevada correlacion con la progresion y severidad
de la enfermedad periodontal ®°, ademas consigue originar dafio inmediato a las estructuras
periodontales por medio de los variados factores de virulencia que posee, como lo son las
fimbrias, estas se comportan como adhesinas y posibilitan la adherencia a diversos tejidos
y células, ademas de favorecer la coagregacion entre P. gingivalis y Fusobacterium
nucleatum *.

P. gingivalis suele encontrarse en zonas con inflamacion periodontal, aumento de
la profundidad de sondaje, pobre higiene oral y pérdida de insercién °. Realizar raspados
y alisados radiculares en sitios con bolsas periodontales puede ayudar a disminuir
temporalmente los niveles de P. gingivalis, sin embargo, no se logra una erradicacion
definitiva, ya que muchas veces esta bacteria suele localizarse en zonas de dificil acceso

como las furcas *°.

2.3.3. Pseudomonas aeruginosa.

Es un bacilo Gram negativo, recto o ligeramente curvado, perteneciente a la familia

Pseudomonadaceae, es aerobio facultativo (puede desarrollarse en condiciones
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anaerobias utilizando nitrato) %4, es catalasa positivo y oxidasa positivo, produce acido a
partir de azucares como la glucosa, fructosa y lactosa o sacarosa, sin embargo, no
fermenta hidratos de carbono °°. Esta bacteria presenta muchas propiedades de virulencia
como flagelo, fimbrias (pili), produccion de matriz exopolisacarida, que incluyen la
capacidad de sintetizar y secretar enzimas extracelulares y toxinas para adherirse y formar
biopeliculas en los tejidos y superficies abidticas, lo cual ha dificultado el tratamiento
terapéutico dirigido a éste patdégeno, asi como a presentar resistencia a muchos
antibidticos *°.

Una vez establecido en el paciente, P. aeruginosa exhibe muchos mecanismos de
resistencia, incluyendo enzimas que modifican a los antimicrobianos como B-lactamasas y
enzimas modificadoras de aminoglucésidos, la adquisicion plasmidos que codifican para
genes de resistencia, permeabilidad limitada para los antimicrobianos y la posibilidad de
generar una bomba dependiente de energia que expulsa al antimicrobiano fuera de la
bacteria, lo que hace que la terapia contra este patégeno Gram negativo sea desafiante
debido a la falta de nuevas terapias antimicrobiana 6.

Esta bacteria tiene la capacidad de crecer en biopelicula, lo que puede aumentar
su capacidad de causar infecciones al proteger a las bacterias frente a las defensas del
huésped °.

P. aeruginosa se considera un patdégeno oportunista que se establece sobre el
huésped humano, su letalidad es mas evidente en los pacientes inmunocomprometidos
como en el caso de pacientes quemados o que tienen fibrosis quistica ¢, pero también es
un problema importante en heridas crénicas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) y crecimiento superficial en biomateriales implantados °8:%°. Es el principal
microorganismo relacionado con las infecciones nosocomiales, responsable
aproximadamente de 10 a 15% de las infecciones nosocomiales mundiales .  Ademas
de ser responsable de varias enfermedades infecciosas pulmonares, cutaneas, otitis,
ademas de Ulceras corneales, endocarditis, etc.

P. aeruginosa suele estar presente en superficies humedas, en respiradores,
humidificadores, ademas, también puede formar parte de la microbiota de las zonas
hiumedas de la piel como axilas, conducto auditivo, region perineal y mucosas;
ocasionalmente puede colonizar las superficies de manos de trabajadores de la salud ©°.

Se han encontrado asociaciones entre la colonizacion de la cavidad oral por P.

aeruginosa Yy las infecciones respiratorias, sugiriéndose que una mala higiene oral y la
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presencia de enfermedad periodontal puede contribuir a esta condicién, especialmente en
pacientes hospitalizados e inmunodeprimidos 6'. Ademas, se ha sugerido que las
interacciones entre los patdégenos periodontales y P. aeruginosa podrian contribuir a la
capacidad de esta bacteria para invadir células epiteliales y difundirse sistémicamente ¢,

Albertini et al.,, realizaron un estudio donde se evalud la presencia de
microorganismos periodontales y oportunistas en pacientes con presencia de peri-
implantitis, y se encontré a P. aeruginosa fue el patdgeno oportunista mas prevalente. La
presencia de esta bacteria fue mas prevalente en fumadores (20%) que en no fumadores
(9%) 35.

Por otro lado, estudios in vitro identificaron una alta afinidad de P. aeruginosa y S.
aureus por las superficies de titanio 3°. También se demostré que todos los aislados de P.
aeruginosa fueron sensibles a la ciprofloxacina, ceftazidima y aminoglucésidos, sin
embargo, la clorhexidina, que puede tener uso generalizado en el tratamiento de la peri-
implantitis, ha presentado algunos incovenientes, ya que se reporta que puede potenciar el
crecimiento de P. aeruginosa en algunas concentraciones bajas 3°.

A pesar de que la mayoria de los estudios han recuperado microbiota periodontal
anaerodbica alrededor de implantes y dientes, se requieren mas estudios para establecer
una relacién directa entre la prevalencia de especies como P. aeruginosa y S. aureus en

superficies de implantes dentales de titanio en el desarrollo de peri-implantitis 3°.

2.3.4. Staphylococcus aureus.

El género Staphylococcus esta integrado por 32 especies, de las cuales 16 de ellas
se localizan en los humanos, algunas especies forman parte de la microbiota de piel y
mucosas y otras se encuentran solo en la flora microbiana de otros mamiferos y aves. El
geénero Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, con un didmetro de 0.5 a
1.5 ym, agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando
racimos de uvas. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula 2.

S. aureus es un coco Gram positivo, anaerobio facultativo %2, crece bien en medios
de cultivos no selectivos, como el agar sangre, agar chocolate, cerebro corazén infusién
agar, sus colonias se observan lisas, elevadas, brillantes, presentan consistencia cremosa
y pigmentacion que va de amarillo a dorado debido a la produccién de carotenoides, la
mayoria de las cepas producen B-hemdlisis o hemdlisis total alrededor de las colonias

cuando se cultivan en agar sangre 3.
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De forma general, S. aureus se considera una bacteria oportunista que forma parte
de la microflora humana, puede convivir con el huésped humano sin causar ningun dano.
La colonizacidon mas frecuente por S. aureus es la mucosa nasal, el principal reservorio lo
constituye el hombre enfermo o el portador 2, también se ha aislado de nasofaringe, la
lengua, la saliva, superficies mucosas, superficies dentales supragingivales y de la bolsa
periodontal 4.

Sin embargo, bajo algunas condicoones S. aureus puede estar asociada con
infecciones de la cavidad oral y lesiones de la mucosa oral %, ademas de infecciones de
piel y partes blandas, puede producir infecciones invasivas como neumonia, osteomielitis,
bursitis, artritis, y es una de las principales bacterias implicadas en enfermedades
transmitidas por alimentos ©°.

Se ha sugerido que, debido a su alta afinidad por el titanio, es una bacteria de
colonizacién temprana en superficies de implantes dentales y un patégeno asociado con el

desarrollo de peri-implantitis 5668,

2.4. Control mecanico de la biopelicula dental.

La remocién mecanica de la biopelicula dental por métodos fisicos es considerada
la piedra angular para el mantenimiento de la salud oral 6. El cepillado dental tiene el
potencial de eliminar mecanicamente la biopelicula supragingival, mantenido una
estabilidad de los tejidos periodontales y peri-implantarios, previniendo también el
desarrollo de la caries %. Sin embargo, a pesar de ser una estrategia muy difundida y de
eficacia probada, puede verse limitada por algunos factores como: el desconocimiento de
la técnica correcta de cepillado por parte del paciente, la presencia de factores iatrogénicos
en cavidad oral como obturaciones desbordantes o prétesis mal ajustadas, ademas de no
ser utilizada de forma regular por muchos pacientes (pacientes poco cooperadores) . La
recomendacion por los profesionales dentales sobre la frecuencia del cepillado dental es
de 2 a 3 veces al dia, aunque existen estudios que demuestran que la eliminacion de la
biopelicula dental cada 48 horas es suficiente para prevenir el desarrollo de caries y
gingivitis '*. Se considera que, si se utiliza tnicamente el cepillo de dientes, este es capaz
de eliminar hasta 1mm de biopelicula subgingival, sin embargo, es ineficaz en el area
interproximal ®°, ya que es una zona de dificil acceso con un cepillo. Debido a esto, también
se requieren durante la higiene oral el uso de dispositivos como el hilo dental y los cepillos

interdentales que ayuden al paciente a remover la biopelicula dental de estas zonas.
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Diferentes estudios han demostrado que el control mecanico por si solo puede no

ser suficiente para prevenir la aparicion o recurrencia de enfermedades periodontales 7°,

por lo que el uso complementario de métodos quimicos puede reforzar el control del

desarrollo de las biopeliculas dental.

2.5. Control quimico de la biopelicula dental.

A pesar de los buenos resultados que pueden ser logrados con el uso de métodos

mecanicos para el control del desarrollo la biopelicula dental, uno de los mayores

inconvenientes es que muchos de los pacientes no pueden, no quieren o no estan

capacitados para practicar eficazmente estos métodos °. Por otro lado, hay pacientes que

requieren ayuda adicional mas alla de los métodos fisicos para el control de la biopelicula

dental, debido a esto, se han desarrollado agentes quimioterapicos utilizados como

coadyuvantes en la terapia para el control de la biopelicula dental®.

Se han propuesto diferentes caracteristicas ideales para un agente quimico: %"

Especificidad: Los agentes y las formulaciones para el control quimico deben demostrar
un amplio espectro de accién, contra bacterias, virus y hongos.

Eficacia: La capacidad antimicrobiana debe ser demostrada contra microorganismos
implicados en la gingivitis y periodontitis, tanto en estudios in vitro como in vivo.
Sustantividad: Duracion de la accién antimicrobiana in vivo. Es una medida del tiempo
de contacto entre el agente y el sustrato en un medio definido. El agente necesita cierto
tiempo de contacto con el microorganismo para inhibirlo o eliminarlo.

Seguridad: Debido a la cronicidad de las condiciones que deben prevenirse y al uso
esperado a largo plazo, los efectos secundarios deben ser minimos.

Estabilidad: Deben ser estables a temperatura ambiente durante un periodo
prolongado de tiempo.

Facilidad de uso.

Desafortunadamente, actualmente, no hay algun agente quimico que cumpla con

todas las caracteristicas antes mencionadas ®.

Los agentes quimicos pueden influir cualitativamente (alterando la vitalidad de la

biopelicula) y cuantitativamente (reduccién de microorganismos) en la biopelicula mediante

diferentes mecanismos de accién: 72
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= Anti-adhesién: Impiden la fijacién inicial de las bacterias formadoras de la biopelicula
primaria.

= Antimicrobianos: Evitan el crecimiento bacteriano y/o la coagregacion. Por medio de la
inhibicion de la proliferacion bacteriana (efecto bacteriostatico) y/o por la lisis de los
microorganismo que se estan adhiriendo o que ya estan adheridos a la superficie dental
(efecto bactericida).

Los enjuagues orales se han utilizado desde hace mas de 4000 afios ' debido a
sus propiedades anti-biopelicula y anti-gingivitis que pueden coadyuvar a los efectos que
brinda el control mecanico de la biopelicula dental 7, la eficacia de estos enjuagues se
atribuye a los agentes quimicos que poseen. La clorhexidina (CHX), el triclosan, el fluoruro
de estano y los aceites esenciales (AEs) han mostrado ser inhibidores de la biopelicula
dental, ya sean en su presentacion como dentifrico o colutorio 2. Por lo tanto, es importante

comentar las caracteristicas de los agentes utilizados en la presente investigacion.

2.5.1. Listerine®.

Este producto fue creado en 1879 por el Dr. Joseph Lawrence, con el fin de
tener un antiséptico Unico para el uso en cirugias y para limpiar heridas. En 1881 Lambert

Pharmaceutical Co. compra los derechos de la férmula Listerine® y comienza a producirlo y

comercializarlo. Este enjuague bucal contiene en su formula original, a base de alcohol,
como ingredientes activos a los AE de mentol (menta) 0.042%, timol (tomillo) 0.064%,
salicilato de metilo (gaulteria) 0.06% y eucaliptol (eucalipto) 0.092%. En combinacién, estos
EA tienen un efecto antiséptico y se cree que el salicilato de metilo puede tener ademas un
efecto antiinflamatorio "3. El etanol es toxico a las bacterias en concentraciones del 40%, y

esta presente en el producto comercial Listerine®, en concentraciones de 26%, para disolver

los ingredientes activos presentes en la formulacion 476, El alcohol en los colutorios se
utiliza como vehiculo disolvente de los principios activos de los enjuagues, sin embargo, se
han reportado efectos adversos asociadas con la presencia de alcohol en estos enjuagues.
El alcohol a elevadas concentraciones puede tener efectos lesivos en la mucosa, por lo que
no se recomienda su utilizacién en pacientes que por diversas causas la mucosa oral se
encuentra alterada, por ejemplo, pacientes con mucositis, inmunodeprimidos, irradiados de
cabeza y cuello, etc. Ademas, esta contraindicado en embarazadas, nifios (debido al riesgo

de intoxicacion), alcoholicos (se puede injerir como sustituto de una bebida alcohdlica) 7.
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Debido a esto, la mayoria de los enjuagues orales, incluyendo Listerine®, ofrecen
como alternativa una gama de productos formulados sin alcohol 7°. Clinicamente, se ha
demostrado que este antiséptico oral reduce significativamente la biopelicula dental

preformada y reduce significativamente la presencia de gingivitis 7®.

2.5.2. Clorhexidina.

Hoy en dia, la clorhexidina (CHX) sigue siendo considerada como el estandar de oro
dentro de los antisépticos para el control de la biopelicula dental por su efecto anti-
biopelicula y anti-gingivitis "8

La CHX fue desarrollada en la década de 1940 por Imperial Chemical Industries de
Inglaterra, los investigadores fueron capaces de desarrollar un grupo de compuestos
denominados polibiguanidas, que demostraron tener un amplio espectro antibacteriano y
sali6 al mercado en 1954 como antiséptico para heridas de la piel. Posteriormente comenzd
a usarse en medicina y cirugia tanto para el paciente como para el cirujano. En el campo
de odontologia se uso inicialmente para la desinfeccion prequirdrgica de la boca y en
endodoncia ”’.

Es un compuesto quimico que presentan un amplio espectro de accién, siendo
activo frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, levaduras y virus, incluyendo el
virus de inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de hepatitis B 7. Posee una base fuerte
dicatiénica, a pH superior a 3,5 con dos cargas positivas en cada extremo de un puente de
hexametileno. Debido a su naturaleza dicatidénica es extremadamente interactiva con los
aniones, lo que es importante para su eficacia, seguridad, efectos secundarios locales. Es
incolora, inodora y de sabor amargo, estable a temperatura ambiente, sus distintas sales,
diacetato, diclorhidrato, digluconato, son mas solubles en alcohol que en agua. Aunque el
digluconato es la sal mas soluble en agua, en presencia de materia organica, se inactiva
facilmente 77. Es bacteriostatica a bajas concentraciones contra una variedad de bacterias
orales, ademas tiene un efecto de sustantividad, es decir, que al adherirse a la superficie
de los dientes dura mas tiempo en ellos, favoreciendo su efecto anti-biopelicula "8, sin
embargo, es debido a esta propiedad que la CHX posee efectos adversos, principalmente
la pigmentacion de los dientes y la reduccion de la percepcion de sabores si es usada por
largos periodos 7°.

Su efecto antimicrobiano depende de la concentracién, la CHX se une con fuerza a

la membrana plasmatica y en bajas concentraciones, incrementa la permeabilidad de la
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membrana con pérdida de componentes intracelulares (efecto bacteriostatico). A altas
concentraciones, induce la precipitacidén de las proteinas citoplasmaticas y la muerte celular
(efecto bactericida) ™.

En la boca se adsorbe con rapidez a las superficies como los dientes recubiertos
por una pelicula salival acondicionante, una vez adsorbida se libera gradualmente en 8-12
horas en su forma activa, después de 24 horas aun pueden recuperarse concentraciones
bajas de clorhexidina, lo que evita la colonizacion bacteriana durante ese tiempo "".

No existen informes sobre su toxicidad sistémica al aplicarla por via tépica o por
ingesta, ni evidencias de teratogenicidad en modelos animales. Tampoco existe evidencia
sobre resistencia bacteriana por uso bucal durante periodos prolongados. Sin embargo, la

CHX no esta exenta de eventos adversos como: °

= Coloracion parda de los dientes, mucosa, algunos materiales de restauracion y del
dorso de la lengua. Siendo los dientes y la lengua los sitios mas afectados. Los
antisépticos o iones metalicos unidos localmente a la mucosa o a los dientes pueden
reaccionar con polifenoles en productos como como el café, té, vino y tabaco para
producir las pigmentaciones.

= Alteracion del gusto. Siendo el sabor amargo y salado los cominmente afectados. Esta
alteracion es reversible.

= Erosion de la mucosa bucal. Reaccion dependiente de la concentracion.

= Tumefaccién unilateral o bilateral de la parétida.

= Reaccion de hipersensibilidad.

= Aumento de la formacién de célculo supragingival debido a la precipitacion de proteinas
de la saliva sobre la superficie dental, lo que incrementa la precipitacion de sales

inorganicas o el espesor de la pelicula salival adquirida.

2.5.3. Blue®M.

Actualmente, se encuentra en el mercado odontolégico una marca de productos
para la higiene oral basados en oxigeno activo, desarrollados por un equipo dirigido por el
Dr. Peter Blijdorp °.

Los principales productos de la marca son: gel oral, pasta de dientes y enjuague
oral. Estos productos se pueden utilizar después de cirugias orales como coadyuvante al

cepillado de dientes, para tratar la inflamacion gingival, peri-implantitis, entre otros 8'.
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El enjuague Blue®M contiene cantidades de oxigeno activo, ademas de ser libre de
alcohol y fldor, ya que evitan que el alcohol deshidrate las membranas mucosas y el fluor
que dafie los implantes causando corrosion en la capa superior de titanio 8. La marca
promete que este producto ayuda a mantener los dientes y encias saludables, ademas de
reducir la posibilidad de inflamacion de las encias, ayuda en el tratamiento de ulceras, peri-
implantitis y periodontitis 8. Sin embargo, no existen suficientes estudios in vivo e in vitro
que respalden que estos productos tienen una buena efectividad para el tratamiento de

enfermedades orales como la peri-implantitis.

2.6. Aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AEs) son conocidos desde épocas antiguas debido a sus
propiedades antimicrobianas &, son una mezcla de componentes organicos, volatiles que
se originan de una fuente botanica unica, y contribuyen al sabor y fragancia de una planta.
Ademas, las plantas son capaces de sintetizar otro tipo de aceites, los denominados aceites
fijos, los cuales estan constituidos de ésteres de glicerol y acidos grasos (triglicéridos o
triacilgliceroles) 8. Los AEs son los mensajeros quimicos que las plantas aromaticas utilizan
para interactuar con su entorno y para protegerse contra amenazas medioambientales 86,
Las plantas que producen AEs pertenecen a muchas especies botanicas encontradas en
todo el mundo, se estima que hay alrededor de 35,000 especies de plantas y de estas, el
5% (17,500) aproximadamente son aromaticas 8.

Los AEs se pueden encontrar en diferentes partes de la planta, por ejemplo: en las
hojas (eucalipto, menta), flores (rosa), frutas (limén), semillas (hinojo), hierbas (limoncillo),
raices (vetiver), rizomas (jengibre), flores (tomillo), maderas (cedro), cortezas (canela),
flores de arboles (ylang-ylang), bulbos (ajo), entre otros 887, La mayoria de los aceites son
liquidos, sin embargo, pueden encontrarse también en estado sdlido (orris) o semisolido
(guayaco) a temperatura ambiente 3. Las partes de una planta que contienen la mayor
cantidad de aceite esencial son usualmente las partes que corren mayores riesgos de
invasion por microorganismos como: la corteza, la savia, las hojas, las semillas y las
cascaras de las frutas 8%,

Los AEs estan constituidos por una mezcla de 20-200 compuestos organicos con
estructuras quimicas relacionadas 8, pero la mayoria de las veces solo uno o dos de sus
constituyentes dominan su accién fisiologica 8. En cuanto al porcentaje de constituyentes,

estos varian dentro de un cierto rango, esto puede deberse a diferentes factores, por
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ejemplo: ubicacién geografica de la planta, condiciones climaticas, tipo de suelo,
fertilizantes utilizados, edad de la planta, momento de recoleccion, entre otros 84.

Los compuestos mas comunes de los AEs son los terpenos que se obtienen
principalmente como compuestos de hidrocarburos o los derivados de la molécula de
oxigeno &y, en menor medida pueden encontrarse los fenilpropanoides 8. Los terpenos
son la clase de moléculas aromaticas sintetizadas por las plantas, cada planta tiene cientos
de enzimas llamadas terpeno sintasas que trabajan juntas para construir estos compuestos
usando bloques mas pequeios llamados unidades de isopreno, que tienen cinco carbonos
90.

Hay tres clases principales de terpenos: *° monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos. Los monoterpenos, formados por dos unidades de isopropeno, es decir, diez
carbonos (CH1o) y por lo menos un enlace doble, tienden a reaccionar rapidamente al aire
y al calor. Tienen fuertes efectos en las membranas celulares debido a que son lo
suficientemente pequefios para caber entre las moléculas grasas que forman la membrana
celular y pasar completamente por ella y afectar objetivos dentro de la célula. Los
sesquiterpenos formados por tres unidades de isopropeno, es decir, quince carbonos
(CH1s), son menos volatiles que los monoterpenos y menos prevalentes en los aceites
esenciales. Tienen formas Unicas que les permiten adherirse a los espacios de estructuras
proteinicas tridimensionales afectando la actividad proteinica. Se conocen por activar varios
receptores de la superficie celular. Los diterpenos formados por cuatro unidades de
isopropeno, es decir, veinte carbonos (CHxg) a veces estan presentes en algunos aceites
esenciales, pero Unicamente en cantidades muy pequenas *°.

Estos monoterpenos y sesquiterpenos pueden ser a su vez, aciclicos, monociclicos y

biciclicos, y también oxigenados y no oxigenados °'.
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La figura 1 muestra la estructura de los principales componentes de los aceites

esenciales orégano, menta, tomillo y eucalipto.

H=0
O e — H
Carvacrol (monoterpeno fenol) Mentol (monoterpeno alcohol)
Timol (monoterpeno fenol) 1,8 Cineol (monoterpeno éter)

Figura 1. Estructura quimica de los componentes principales de los AE. A) Carvacrol, constituyente
principal del AE orégano. B) Mentol, constituyente principal de AE menta. C) Timol, constituyente

principal del AE tomillo. D) 1,8 cineol, constituyente principal del AE eucalipto.

Los métodos mas comunes de extraccion de AEs son: %

A. Destilacién por arrastre de vapor: Método mas comun, consiste en poner la planta
a hervir en agua para crear vapor que pasa a través del material vegetal. El vapor
arrastra el aceite esencial de la planta hacia un tubo de recogimiento donde el vapor
se enfria y se condensa, se produce una capa de aceite y una capa de agua. El AE
se separa de la capa acuosa (hidrosol, agua floral/ aromatica, hidrolato) que,
también contiene compuestos odoriferos, pero en concentraciones y proporciones
mucho mas bajas al aceite esencial. Al ser solubles en lipidos, los AEs se separan
facilmente del agua.

B. Prensado en frio: Este es el método de eleccion para extraer todos los aceites
citricos, como la naranja silvestre, el limon, la lima, la bergamota y la toronja, de la

corteza. El aceite esencial de los citricos se encuentra en pequefias bolsas situadas
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bajo la piel del fruto (pericarpio), para llevar a cabo esta técnica se utilizan prensas
hidraulicas. Se raspa la superficie de la cascara de la fruta para abrir los depésitos
gue contienen el AEs. Se rocia agua sobre la cascara de las frutas y se recoge el
aceite.

C. Extracciéon con solvente: La muestra seca y molida se pone en contacto con
solventes tales como alcohol, cloroformo, etc. Estos solventes solubilizan la esencia,
pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como grasas y ceras,
obteniéndose al final una esencia impura. El material vegetal es lavado con el
solvente para extraer por disolucién los compuestos fragantes. La mezcla resultante
es filtrada para sacar el material vegetal, y luego se retira el solvente mediante la
destilacién al vacio. El resultado de este proceso es un material espeso y ceroso

que se procesa de forma similar para quedar finalmente una mezcla pura.

Los AEs son moderadamente volatiles y liposolubles, ademas, tienen un grado muy
pequefo de solubilidad en agua. Son de aspecto fluido o espeso y de color variable segun
las plantas de las que esté extraido 8%,

Algunos AEs son muy sensibles a los efectos de luz, calor, aire y humedad, por lo
que, para evitar la degradacién deben almacenarse lejos de la luz solar directa. Se pueden
almacenar en recipientes herméticos en la oscuridad y en lugares frescos para prevenir
cambios en la composicion 8485,

Las propiedades antimicrobianas de los AEs han sido reportadas en diferentes
estudios® y estan relacionadas con la composicién compleja de los aceites que son
mezclas formadas por sustancias con actividad bioldgica diversa %, es decir, la interaccién
compleja entre las diferentes clases de compuestos tales como fenoles, aldehidos, cetonas,
alcoholes, ésteres, éteres o hidrocarburos.

La interaccion de los componentes de los AEs con membranas celulares
microbianas permite la inhibicién del crecimiento de algunas bacterias Gram positivas como
S. aureus, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus las cuales, en general, son mas
susceptibles a los AEs que las bacterias Gram negativas como Escherichia coli y
Salmonella enteritidis, estas ultimas poseen una pared celular exterior hidrofilica, que ayuda
a prevenir la penetracion de compuestos hidrofébicos 3.

El mecanismo de accion de los AEs ha sido ampliamente estudiado, se ha propuesto

que la accion antimicrobiana de los AEs se puede atribuir a su capacidad de penetrar a
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través de membranas bacterianas y asi interrumpir las propiedades funcionales de ésta,
interactuando con los organelos que constituyen el citoplasma de la célula bacteriana e
interferir en el metabolismo celular 4.

Los AEs parecen no tener un blanco especifico celular, al ser lipdfilos, pasan a
través de la pared celular y la membrana citoplasmatica, atraviesan la estructura de sus
diferentes capas de polisacaridos, acidos grasos y fosfolipidos, y los permeabilizan. Esta
permeabilizacion en la pared bacteriana esta asociada con pérdida de iones y reduccién
del potencial de membrana, colapso de la bomba de protones y agotamiento del conjunto
de ATP. El dafio a la pared y membrana celular pueden conducir a fuga de macromoléculas
y lisis celular . También ha sido propuesto que los AEs pueden inhibir las endotoxinas de
patdogenos Gram negativos. Estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de los
AEs para penetrar en la biopelicula dental y ejercer un efecto bactericida °.

Por otra parte la naturaleza fendlica de los AEs también provoca una respuesta
antimicrobiana frente a bacterias patdégenas; los compuestos fendlicos interrumpen la
membrana celular e inhiben las propiedades funcionales de la célula provocando la muerte
celular, de la misma manera los compuestos fendlicos pueden alterar la permeabilidad
celular microbiana, interferir con la generacion de ATP e interrumpir la fuerza motriz de
protones, que junto con la permeabilidad alterada de la membrana citoplasméatica se puede

provocar la muerte celular %.

2.7. Propiedades quimicas de los aceites esenciales utilizados en el

presente trabajo de investigacion.

2.7.1. Aceite esencial de eucalipto.

Taxonomia %
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Myrtales
Familia: Myrtaceae
Género: Eucalipto

Especie: radiata sieber
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El arbol de Eucalipto fue descubierto en el siglo XVIIl en Tasmania, forma parte de
la familia de las mirtaceas y cuenta con mas de 700 diferentes especies %. El compuesto
principal es el terpeno: 1,8 cineol, también conocido como eucaliptol, sin embargo, la
cantidad de este componente varia en cada especie. Son aproximadamente 18 especies

del eucalipto las que han sido utilizadas para extraer AE %.

Los AEs de eucalipto y sus compuestos: 1,8-cineol, pineno, limoneno, piperitona,
etc., han demostrado actividad antimicrobiana contra un amplio espectro de
microorganismos, como por ejemplo, contra patégenos asociados a enfermedades
respiratorias: Streptococcus pyogenes, S. agalactiae, S. pneumoniae, Cryptococcus
neoformans, Klebsiella pneumoniae, Moraxella catarrhalis, ademas de patégenos como
Porphyromonas gingivalis, S. sobrinus, S. mutans, Candida albicans, S. aureus, P.
aeruginosa, Bacillus cereus, E. coli, Salmonella enterica, Listeria monocytogenes °°.

Debido al incremento en el interés de su aplicacion como un aditivo natural para
comida, cosméticos, para investigacion cientifica y en la industria, Eucalyptus globulus y
Eucalyptus radiata son las especies mejor conocidas con una alta demanda por los
consumidores por sus propiedades antisépticas, astringentes, desinfectantes,
expectorantes o como tratamiento para abscesos, artritis, asma, bronquitis, gripa, entre
otras 19,

Eucalyptus radiata es un gran arbol originario de Australia. Sus hojas jovenes son
sésiles, cordadas-ovadas y crecen en lados opuestos del rama, mientras que las hojas
maduras son pecioladas, lanceoladas y crecen en lados alternos de la rama, generalmente
presentando un tono verde mas oscuro en comparacion con la hoja joven. Puede llegar a
medir de 30 a 50 metros de altura "°'.

Se han identificado como principales compuestos del AE de Eucalyptus radiata: 1,8-
cineole, a-terpineol, a-pineno y limoneno, los cuales estan presentes en altas proporciones
con respecto a otros compuestos °'. En un estudio realizado por Luis et al., se detectaron
72 compuestos en el aceite E. radiata, sus componentes principales fueron limoneno
(68.51%), a-terpineol (8.60%), a acetato de terpenilo (6.07%) y a-pineno (3.01%) '%.
Mientras que otros estudios han reportado que el mayor componente de E. radiata es 1,8-
cineol %2, Sin embargo, no existe una composicion exacta reportada de los compuestos
principales del aceite esencial de E. radiata. Las diferencias entre la composicion quimica

del AE de Eucalyptus radiata reportadas, pueden deberse a la variacion genética o factores
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ambientales como el clima, estaciones de cosecha o ubicaciéon geografica de los
especimenes analizados %,

Con respecto a sus propiedas antimicrobianas, en una investigacion llevada a cabo
por Luis Angelo et al., en el 2016, donde se compararon los AEs de Eucalyptus globulus y
Eucalyptus radiata, el aceite de E. radiata fue mas efectivo contra las cepas de
microorganismos analizadas: P. aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, ya que el diametro de las zonas de inhibicién es mayor que el obtenido con el
aceite de E. globulus '®. Sin embargo, ambos aceites tenian la capacidad de extenderse
sobre las placas de agar e inhibir el crecimiento de los microorganismos, particularmente
las cepas de A. baumannii, que presentaban las zonas de mayor inhibicidon para ambos
aceites de eucalipto. En conclusion, los aceites esenciales de E. globulus y E. radiata
mostraron actividad antibacteriana contra varias bacterias Gram negativas y un efecto
sinérgico con varios antibidticos convencionales contra las cepas de A. baumannii, lo que
los hace una posible alternativa a los antibidticos o desinfectantes habituales.

Un estudio realizado por Argote E. et al., en 2017, tuvo como objetivo evaluar la
capacidad antibacteriana de aceites esenciales de eucalipto, limén y mandarina frente a
bacterias como S. aureus y E. coli . En la composicion del AE de eucalipto se destacaron
compuestos como eucaliptol (1,8 cineol) y pineno. Se demostré que S. aureus fue mas
susceptibles a diferentes tipos de aceites esenciales, mientras que E. coli fue mas
resistente a los diferentes aceites evaluados.

En el 2019, Montero M et al., también evaluaron el efecto antimicrobiano in vitro del
AE de eucalipto sobre E. coliy S. aureus, utilizandose concentraciones al 30%, 60% y 90%
del AE en dilucién con etanol al 96.8%. La prueba de sensibilidad antimicrobiana indicé
que todas concentraciones presentaron actividad antimicrobiana en las cepas bacterianas
E. coli y S. aureus, y que las concentraciones al 30 y 60% no mostraron diferencias

estadisticamente significativas %4,

2.7.2. Aceite esencial de menta.

Taxonomia %
Reino: Plantae
Division: Espermatophyta
Clase: Dicotiledonae

Orden: Lamiales
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Familia: Lamiaceae
Género: Mentha

Especie: piperita

El género Mentha esta compuesto esta compuesto por 19 especies geograficamente
extendidas y 13 especies hibridas. La Mentha pertenece a la familia Lamiaceae, y es
encontrada en regiones templadas de Asia, Sudafrica, oeste y este de Europa, asi como
Turquia y Rusia. La primera aparicion registrada de la planta se remonta al afio 1000 a. C.,
cuando se encontraron hojas secas de menta sepultadas en las antiguas piramides egipcias
106.

La Mentha se ha utilizado como planta medicinal y aromatica desde tiempos
antiguos, tanto en las culturas occidentales como orientales. Las especies de Mentha son
ampliamente utilizadas en la medicina convencional, por sus efectos antiespasmadicos,
antisépticos y emenagogos "%, ademas se han reportado otros usos terapéuticos en casos
de malestar estomacal, como anestésico local, antiinflamatorio, diurético, antihelmintico,
antibacteriano, antifungico y antioxidante 7. Sus aceites esenciales se utilizan en chicles,
bebidas alcohdlicas, cosméticos, perfumes, pastas dentales y enjuagues bucales. Ademas,
la planta se usa principalmente como ensalada, especias y té, ademas de hierba de menta
utilizada para tefiir la lana 1%,

Las plantas de menta producen diferentes AEs como aceite de menta: M. spicata,
M. piperita, M. canadensis y aceite de poleo M. pulegium. La cosecha de las plantas varia
de acuerdo con las estaciones del afo, condiciones culturales, localizacidon geografica y
composicion genética, especies, subespecies, etc 1%,

Mentha piperita ocurre por una hibridacion espontanea entre la Mentha spicata y la
Mentha aquatica, y fue descrita por Carl Linneaus en 1753 "%, Es una planta herbacea,
perenne, mide de 50-90 cm, sus tallos usualmente estan ramificados. Las hojas presentan
forma rectangular-ovoide'®, son pecioladas, lanceoladas o agudas, con bordes aserrados
de color verde oscuro en la cara superior y mas clara en el inferior, formando nudos de los
que surgen ramificaciones del tallo. Sus flores estan agrupadas en tirsos densos, color
purpura. Los estolones son de seccién cuadrangular y crecen bajo y sobre la superficie del
suelo en todas direcciones '"°. Originaria de Europa, pero se puede encontrar en diferentes
partes del mundo, con climas de preferencia templados. Es una planta que puede ser
cultivada en huertos, jardines o campos, crece espontaneamente en tierras profundas y con

bastante humedad "°.
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En el conjunto de toda la planta, se puede obtener el AE, el cual es un liquido
incoloro, con olor fuerte y sabor picante, que se halla localizado en pequefias glandulas
situadas en la superficie superior e inferior de las hojas, los tallos contienen menor
proporcion del aceite ', los extractos de la menta se deben proteger de la luz.

El aceite esencial en las hojas secas de menta esta compuesto principalmente de
mentol (50%), mentona (10 a 30%), ésteres de mentilo (hasta 10%) y otros derivados de
monoterpeno. La composicion quimica de M. piperita se caracteriza por la presencia de
monoterpenos oxigenados como mentol, mentona, acetato de mentilo, hidrato de sabineno,
mentofurano y 1,8 cineol '%. Ha sido reportado que el mentol es el responsable de la
actividad antibacteriana de M. piperita, sin embargo, la actividad antimicrobiana, como
muchas otras actividades biolégicas, esta estrechamente relacionada con la variabilidad en
la composicion quimica del aceite esencial presente en diferentes genotipos y especies del
género Mentha %,

Se ha reportado que el aceite esencial de M. piperita exhibe una fuerte actividad
inhibitoria contra una amplia gama de bacterias patégenas humanas Gram positivas y Gram
negativas y hongos ', ademas de que los componentes de este AE: 1, 8-cineol,
dihidrocarvona, limoneno, fitol, linalool, timol, carveol, piperitona y eugenol, presentan
propiedades antioxidantes 12,

En un estudio donde se evalud la actividad antimicrobiana de los AEs de M. piperita
y M. spicata, se reporté que ambos aceites contenian mentol y carvona como componentes
principales, y que ambos AEs mostraron una buena actividad antibacteriana contra los
microorganismos E. coli, S. aureus, S. pyogenes y C. albicans, sin embargo, no mostraron
actividad antibacteriana contra P. aeruginosa '%.

Mamani realizdé un estudio donde determiné la actividad antibacteriana in vitro del
aceite esencial de Mentha spicata a concentraciones del 25%, 50% y 100% sobre flora
bacteriana salival. Las muestras de saliva fueron obtenidas de 15 sujetos seleccionados
aleatoriamente. Como control positivo se usé clorhexidina 2 % y como control negativo
alcohol etilico de 96°. Se concluyé que el aceite esencial de menta al 25% no presenta
actividad antibacteriana, sin embargo, hubo actividad inhibitoria positiva en las

concentraciones de 50 y 100 % sin diferencia significativa entre ellas 3.
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2.7.3. Aceite esencial de orégano.

Taxonomia "4
Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae (Labiatae)

Género: Origanum

Especie: vulgare

El orégano es una especie herbacea mediterranea de la familia Lamiaceae, planta
perenne aromatica con raices fibrosas, generalmente de 30-60 cm de altura en algunas
especies y en otras de mas de 100 cm. Los tallos tienen cuatro angulos, como en otras
especies de Lamiaceae. Comprende varias subespecies como hirtum, vulgare, viridulum,
viride "5, Aproximadamente el 75% de todas las especies de Origanum solo se encuentran
en la regién del Mediterraneo oriental.

La planta de Origanum vulgare, es un pequefio arbusto perenne, tupido,
rizomatoso. Sus tallos son erectos, de unos 90 cm o mas, generalmente ramificados en la
parte superior, sus hojas son simples, fragantes y de forma redondeada a ovada, produce
flores diminutas, de color purpura rosado o blanco '"®. La planta de orégano desprende un
aroma agradable y especial, crece mejor en humedad seca a media y en suelos bien
drenados. Se encuentra naturalmente en algunas partes de Europa, centro y norte de Asia
y América del Norte. Fue introducida en el siglo XVI, procedente de Oriente Medio "4117

Se sabe que la mayoria de las especias, principalmente las que pertenecen a la
familia Lamiaceae, poseen una amplia gama de actividades biolégicas y farmacoldgicas.
Desde la antigiedad se han utilizado para mejorar el sabor y las propiedades
organolépticas de diferentes tipos de alimentos '8, EI AE de orégano tiene un gran valor
comercial, ya que se emplea como especia, condimento, en la industria de los perfumes,
jabones, cosméticos o como aromatizante. En medicina se ha aconsejado su aplicacion
como vendaje para calmar fuertes dolores de cabeza o para calmar el dolor dental '*°.

Los componentes principales del aceite de orégano varian segun la region de
procedencia, generalmente contiene como principios activos carvacrol y timol, llegando

hasta el 80% y el 64%, respectivamente, ademas de contener precursores de los

31



monoterpenos: p-cimeno y y-terpineno, en una proporcion menor '?°. Acevedo et al.,
determinaron los componentes quimicos del aceite esencial de las hojas de O. vulgare,
obteniendo una mayor concentracion del timol, sin embargo, esto puede variar segun las
condiciones de su crecimiento como suelo, clima o las condiciones climaticas '2'. Ademas,
se pueden encontrar sesquiterpenos (b-cariofileno y b-bisaboleno); linalol y terpinen-4-ol,
polifenoles (flavonoides y acidos fendlicos), triperpenoides y esteroles ''°.

Debido a su alto contenido de fenoles, se debe tener cuidado al inhalar o difundir,

solo se necesitan de 1-2 gotas.

El efecto antimicrobiano del aceite de orégano se debe a sus componentes
principales, el carvacrol y timol, su espectro antimicrobiano es amplio, incluye a bacterias
como S. aureus resistente a meticilina, Listeria innocua, L. monocytogenes, A. baumannii,
K. pneumoniae, Citrobacter freundii, S. enteritidis, S. typhimurium, E. coli, P. vulgaris, P.
aeruginosa, P. fluorescens, Y. enterocolitica, Bacillus subtilis, B. cereus, Serratia
liquefaciens, Lactobacillus carvatus y Lactobacillus sakes, hongos: Aspergillus sp. y
Candida sp., y parasitos: Blastocystis hominis, Entamoeba hartmanni, y Endolimax nana
120_

Los AEs obtenidos de las diferentes especies de orégano presentan actividad contra
bacterias como Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Se ha sugerido que los fenoles
que posee este aceite esencial (carvacrol y timol) poseen niveles mas altos de actividad
contra microorganismos Gram negativos, siendo el timol el mas activo 22

El timol es una sustancia cristalina incolora que se encuentra presente en la
naturaleza de aceites esenciales como el orégano o tomillo, se considera uno de los
agentes microbianos mas activo de los componentes de los AEs, su composicién quimica
es muy parecida a la de carvacrol, unicamente cambia la posicién del grupo hidroxilo. Se
reporta que su mecanismo de accion consiste en alterar la estructura de la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, lo que facilita la liberacién de lipopolisacaridos y
aumenta la permeabilidad de la membrana citoplasmatica. El timol pertenece al grupo de
los terpenos y un isémero del timol es el carvacrol, se ha sugerido que el carvacrol en los
diferentes quimiotipos de O. vulgare es variable y puede ser del 60 hasta el 95% '%°.

En un estudio donde se evaluaron cinco aceites esenciales (extraidos de plantas
perteneciente a la familia Lamiaceae) contra seis bacterias Gram positivas (incluyendo S.
aureus) y 9 Gram negativas (entre ellas E. coli), el aceite de orégano mostré un gran efecto

bacteriostatico y bactericida, probablemente debido a su alto contenido en compuestos
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fendlicos, en comparacion con los aceites de salvia, menta, manzanilla y aceites de hisopo,
que presentaron un efecto mas débil y solo bacteriostatico '23.

Albado E, y cols., determinaron la actividad antimicrobiana en el aceite esencial de O.
vulgare sobre E. coli, P. aeruginosa, Salmonella tiphymurium, Salmonella cholerae suis,
Vibrio cholerae, S. aureus y Bacillus cereus, las cuales mostraron diferentes grados de
sensibilidad. Los autores concluyeron que el AE O. vulgare posee actividad antimicrobiana
contra todas las bacterias evaluadas, excepto para Pseudomonas aeruginosa 24,

Bastos M y cols., evaluaron la concentracién minima bactericida del AE O. vulgare
contra las bacterias Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Los autores encontraron que, aunque el AE O. vulgare no presenté efecto inhibitorio en P.
Aeruginosa, si mostré actividad antibacteriana in vitro contra S. aureus '2°,

Por otro ado, Pimentel et al., en el 2015 realizaron un estudio in vitro evaluando la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de O. vulgare al 100%, comparado con
clorhexidina al 0.12% contra Lactobacillus acidophilus y Porphyromonas gingivalis. El
extracto demostré un mayor efecto inhibitorio en las cepas Lactobacillus acidophilus y
Porphyromonas gingivalis en comparacién con clorhexidina al 0.12% 6.

Otro estudio in vitro determiné el efecto inhibitorio del aceite esencial de O. vulgare,
comparado con clorhexidina al 0,12% contra Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Los
resultados mostraron que el AE O. vulgare al 100% tuvo el mismo efecto inhibitorio frente

al crecimiento de cepas de A. actinomycetemcomitans que la clorhexidina al 0,12% '%.

2.7.4. Aceite esencial de tomillo.

Taxonomia %8

Reino: Plantae
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae

Género: Thymus

Especie: vulgaris

El tomillo es una planta originaria del Mediterraneo, se ha adaptado a muchos

climas diferentes en todo el mundo, también crece en estado silvestre en Estados Unidos,
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Canada, Chile, Australia o Nueva Zelanda '?°: 3% E| tomillo pertenece a la familia
Lamiaceae, existen diferentes especies, entre las mas representativas esta Thymus
serpyllum y Thymus vulgaris '%°,

Hasta ahora se han identificado 928 especies del género Thymus en Europa, Africa
del Norte, Asia, América del Sur y Australia '?°. EI género Thymus es de clima templado y
originario de los paises de la cuenca mediterrdnea occidental. Crece en suelos secos y
soleados, resiste bien las heladas y sequias, es una planta aromatica, lefiosa, de 10-40 cm
de altura y muy ramificada, sus hojas de 3-8 mm son lineares, oblongas. Es una especie
muy variable, tanto en su fenologia como en la composicion quimica de su aceite esencial,
en el que ya se han detectado 7 quimiotipos 28131,

El aceite esencial de T. vulgaris puede contener hasta 30 monoterpenos '%.
Principalmente este AE esta constituido por fenoles monoterpénicos como timol (10-64%),
carvacrol (0.4-20.6%), p-cimeno (9.1-22.2%), y-terpineno, limoneno, borneol (0.6—7.5%),
linalool (2.2-4.8%), 1,8-cineole (0.2-14.2%), a-pinene (0.9-6.6%)'2. ElI AE también
contiene flavonoides, como luteolina, apigenina, naringenina, eriodictol, cirsilineol,
salvigenina, cirsimaritina, timonina y timusina, entre otros. Otros componentes también
destacables son los acidos fendlicos derivados del acido cinamico (acidos cafeico y
rosmarinico), triterpenos (acidos ursélico y oleandlico), saponinas, taninos y un principio
amargo (serpilina) '3'.

Sin embargo, se debe tener en cuenta que la composicion del AE es variable segun
la época y lugar de la cosecha, por este motivo, la Farmacopea Francesa exige que la
esencia tenga un minimo del 30% de fenoles totales, entre ellos, los principales son el timol
y el carvacrol 37,

En el siglo XIX y primera mitad del XX, cuando todavia no se conocian los
antibioticos, el tomillo era considerado como un eficaz desinfectante '33. Sus componentes
fendlicos (timol y carvacrol) tienen actividad antibacteriana frente a bacterias Gram positivos
y Gram negativos ya que actua sobre la membrana de éstas. Ademas, también tiene accién
antifungica (contra Candida albicans) y antivirica. Se han reportado diferentes estudios que
validan el efecto antibacteriano in vitro de este AE, ademas de su actividad antifungicas en
algunos patdégenos como Candida albicans 134,

Boruga O et al., reportan que la actividad antimicrobiana del AE de tomillo esta
relacionado con la presencia de sus componentes fendlicos (timol) e hidrocarburos

terpénicos (y-terpineno). El p-cimeno, que es el tercer elemento principal segun el
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porcentaje mostrado en su estudio, no muestra eficacia antibacteriana cuando se usa solo,
sin embargo, se le atribuyen efectos sinérgicos en relacién con el timol y el y-terpineno,
respectivamente, que podrian representar otra causa de la actividad antimicrobiana
registrada. El efecto inhibitorio de este AE se prob6 en 7 bacterias y hongos comunes
relacionados con los alimentos: S. aureus, P. aeruginosa, Salmonella typhimurium, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, E. faecalis y Candida albicans, utilizando el método de difusién en
agar. Los resultados demostraron la efectividad del tomillo contra las bacterias y hongos
evaluados en dicho estudio '3°.

En un estudio in vitro, se determiné la actividad antibacteriana del aceite esencial
de tomillo (Thymus vulgaris) contra la cepa de P. gingivalis mediante el método de difusion
en agar, en el cual se observod que la concentracion minima inhibitoria de Porphyromonas
gingivalis fue de 0,31 mg/ml, mientras que la conentracion minima bactericida fue de de
0,37 mg/ml 28,

Otro estudio que evaluo 21 aceites esenciales y cinco bacterias patdgenas
demostré que los aceites esenciales de tomillo, laurel, canela y clavo tenian los efectos
bacteriostaticos y bactericidas mas potentes contra Campylobacter jejuni, E. coli,
Salmonella enteritidis, L. monocytogenes y S. aureus 3.

Ademas, en otra investigacion se evaluaron los hidrosoles (agua aromatica) de tres
especies de Orégano: O. vulgare, O. onites, O. majorana, y de dos especies de Tomillo: T.
vulgaris, T. serpyllum, contra las bacterias E. coli, Staphylococcus aureus y Yersinia
enterocolitica observandosé que la bacteria S. aureus la mas sensible a todos los
hidrosoles '¥".

El efecto antimicrobiano del AE de tomillo, como se ha mencionado, es atribuido al
carvacrol y timol, y su espectro antimicrobiano es amplio, incluyendo bacterias como
Aeromonas sp., B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, L. monocytogenes, S. aureus resistente
a meticilina, S. epidermidis, S. enteritidis, S. Typhimurium, Helicobacter pylori, E. coli, Y.
enterocolitica, K. pneumoniae, Shigella sp., Campylobacter jejuni, y P. aeruginosa, ademas
de hongos como C. albicans C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, S.

cerevisiae, dermatophytes, Fusarium sp., y Aspergillus sp. '2°.
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Tabla 1. Se muestra la estructura molecular, constituyentes principales, ademas del efecto
antimicrobiano reportado para cada uno de los AE evaluados en el presente trabajo.

Aceltg Estructura Co.nst.|tuyentes Efecto antimicrobiano 13 140
esencial molecular principales '
1,8-cineol Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Limoneno Streptococcus pneumoniae, Klebsiella pneumoniae, Moraxella
Eucalipto Terpineol catarrhalis, Porphyromonas gingivalis, Streptococcus sobrinus,
(Eucalyptus Monoterpeno Acetato de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
radiata) terpenilo aeruginosa, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella
Piperitona enterica, Listeria  monocytogenes, Candida  albicans,
a pineno Cryptococcus neoformans.
Mentol Brevibacillus brevis, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Menta Mentona Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
(Mentha Monoterpeno  Acetato de mentilo  Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Streptococcus
piperita) Mentofurano pyogenes, Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium corylophilum.
Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium botulinum,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
Carvacrol aeruginosa, Listeria innocua, Acinetobacter baumannii,
Timol Citrobacter freundii, Salmonella enteritidis, Salmonella
Orégano y- terpineno typhimurium, Salmonella choleraesuis, Proteus vulgaris,
(Origanum  Monoterpeno Terpinen-4-ol Pseudomonas fluorescens, Yersinia enterocolitica, Bacillus
vulgare) monoterpenos subtilis,  Serratia  liquefaciens, Lactobacillus  curvatus,
sabinyl Lactobacillus sakei, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
pneumonia, Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Serratia spp.,
Vibrio cholerae, Bacillus cereus, Aspergillus niger, Candida
albicans, Blastocystis hominis, Entamoeba hartmanni, Endolimax
nana.
Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Aspergillus flavus, Klebsiella pneumoniae,
. Pseudomonas aeruginosa, Salmonella sp., Mycobacterium
Tomillo T|lmol smegmatis, Protgu; .mirabilis, Propioniba(_:t.e.rium gcnés,
p- cimeno Campylobacter  jejuni, Salmonella  enteritidis, Listeria
(Thymus Monoterpeno y- terpineno monocytogenes, Aeromonas  spp Bacillus  subtilis
vulgaris) Linalool ’ 1 )

Staphylococcus  epidermidis, Salmonella  Typhimurium,
Helicobacter pylori, Yersinia enterocolitica, Shigella spp.,
Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
krusei, Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae,
dermatofito, Fusarium sp., Aspergillus niger.
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Tabla 2. Se muestra un resumen de los principales usos reportados para cada uno de los
AE evaluados en el presente trabajo.

Eucalipto 100101

Eucalyptus radiata

Menta 108,119,141-143

Mentha piperita

Orégano 117,118,144,145

Origanum vulgare

Tomillo 119,131-134

Thymus vulgaris

= Antiséptico.

= Antimicrobiano.

= Antiviral.

= Antiinflamatorio.

= Antitusivo.

= Mucolitico.

= Expectorante.

= Astringente.

» Desinfectante.

= Utilizado en
condiciones dentales
como gingivitis.

= En aromaterapia es
usado independiente o
combinado con otros

aceites esenciales.

= Antiséptico.

= Antibacteriano.

= Antiviral.

= Antifangico.

= Antiparasitario.

= Antieméticos.

= Tranquilizante.

= Insecticida.

= Antiespasmadico a nivel
del musculo liso del
tracto gastrointestinal.

= Ha sido utilizado junto

aceites

con otros

volatiles para aliviar
dolor de cabeza.

= Promueve la funcion
respiratoria saludable y
la respiracion
despejada.

= Se utiliza en pasta de
dientes y goma de
mascar para la salud

oral.

Antiséptico.
Antibacteriano.

Antiviral.

Antifungico.
Antiinflamatorio.
Analgésico.

Cicatrizante (uso externo).
Insecticida.

Expectorante.
Antiespasmadico.
Digestivo.

Carminativo.
Antioxidante.

Ayuda en afecciones de
las vias respiratorias como
faringitis, bronquitis, toses

espasmadicas 0 asma.

Como especia,
condimento.

En la industria de los
perfumes, jabones,
cosméticos o] como

aromatizante.

= Antiséptico (Al eliminarse
por via respiratoria y renal,
el tomillo produce también
efecto antiséptico en el arbol
respiratorio y en las vias
urinarias).

= Antibacteriano.

= Antiviral.

= Antifingico.

= Antiinflamatorio.

= Antitusivo.

= Expectorante.

= Mucolitico.

= Insecticida.

= Antiespasmadico.

= Ayuda en afecciones de las
vias respiratorias altas (tos
irritativa, laringitis,
bronquitis, asma, enfisema,
tos ferina y gripe).

= Antihelmintico.

= Condimento.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La biopelicula dental constituye el factor etiolégico fundamental en el desarrollo de

las dos enfermedades orales de mayor prevalencia a nivel mundial: la caries y la

enfermedad periodontal, por lo que es importante establecer estrategias que permitan un

control de la biopelicula dental para evitar el crecimiento de comunidades microbianas que

afecten el estado de salud oral. Existen muchos enfoques destinados en reducir la
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acumulacion de la biopelicula dental, desde la restriccion de azucares en la dieta hasta
métodos mecanicos y quimicos, estos ultimos son utilizados como coadyuvantes de la
higiene oral mecanica. El uso de agentes antimicrobianos en enjuagues bucales o pastas
dentifricas se han considerado auxiliares utiles en la prevencion del crecimiento de la
biopelicula dental. Actualmente, existen en el mercado diferentes antisépticos orales que
contribuyen al control de la biopelicula dental, sin embargo, la mayoria de estos agentes
antisépticos producen diversos efectos adversos como tincion en dientes, alteraciones del
sentido del gusto, entre otras. Debido a esto, en la practica clinica odontoldgica persiste
una necesidad de obtener nuevos productos que inhiban o detengan el crecimiento de
microorganismos asociados con el desarrollo de enfermedades en la cavidad oral y que
posean menor efectos adversos para ser utilizados por los pacientes en el tratamiento de

enfermedades orales.

4. JUSTIFICACION

Bajo condiciones normales los microorganismos presentes en la cavidad oral viven
en equilibrio mientras las condiciones externas son constantes, sin embargo, si se produce
un desequilibrio, este puede repercutir en la salud oral y generar la aparicion de afecciones,
entre las cuales se encuentra la enfermedad periodontal, por esta razén, es de gran
importancia el enfoque en el control de la biopelicula dental para prevenir el desarrollo de
enfermedades orales. Uno de los tratamientos utilizados para esta enfermedad son los
enjuagues orales, sin embargo, como se ha mencionado anteriormente, estos poseen
diversos efectos adversos al utilizarlos por largo plazo.

Actualmente se buscan nuevas alternativas que sean naturales, eficaces y de bajo
costo con respecto a agentes antisépticos quimicos existentes en el mercado. Se ha
reportado que los aceites esenciales poseen una alta actividad antimicrobiana y pueden
ser un método alternativo para el tratamiento de algunas afecciones, por lo que en el
presente trabajo se considera relevante evaluar la actividad antibacteriana de los AEs de
eucalipto, menta, orégano y tomillo en bacterias relacionadas con la enfermedad

periodontal y peri-implantar.
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5. HIPOTESIS

Los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus radiata), menta (Mentha piperita),
orégano (Origanum vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris) tienen efecto antibacteriano sobre
las cepas bacterianas Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

6. OBJETIVOS
6.1. Objetivo general

Determinar el efecto antibacteriano de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus
radiata), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris)
sobre las cepas bacterianas Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

6.2. Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus
radiata), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare) y tomillo (Thymus
vulgaris) a una concentracion del 100% sobre las cepas bacterianas Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus.

2. Evaluar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de eucalipto (Eucalyptus
radiata), menta (Mentha piperita), orégano (Origanum vulgare) y tomillo (Thymus
vulgaris) a una concentracion del 50% sobre las cepas bacterianas Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Pseudomonas aeruginosa Yy

Staphylococcus aureus.

7. MATERIALES
7.1. Recursos humanos.
e Tutora de tesis.
e Tesista estandarizada para el manejo de los equipos de laboratorio y realizacién

de pruebas microbioldgicas.
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7.2. Recursos materiales para el cultivo de microorganismos.
Cajas de Petri con agar TSA.
Cajas de Petri con agar HK.
Caldo de cultivo TSA.

Tubos Falcon de 15y 50 mL.
Tubos Eppendorf de 1.5 pL.
Autoclave.

Micropipetas de 10, 20 y 200 uL.
Asas bacterioldgicas estériles.
Espectrofotémetro Eppendorf.
Camara de anaerobiosis.

Incubadora Felisa a 35°.

7.3. Recursos para las pruebas de inhibicion bacteriana.
Cajas de Petri con agar TSA.
Cajas de Petri con agar HK.
Caldo de cultivo TSA.
Espectrofotémetro Eppendorf.
Tubos Falcon de 15y 50 mL.
Tubos Eppendorf de 1.5 L.
Micropipetas de 10, 20 y 200 L.
Mechero de gas.
Asas bacterioldgicas estériles.

Aceites esenciales de eucalipto, menta, orégano y tomillo (loTERRA, CPTG Certified

Pure Tested Grade ™).
Discos de papel Whatman.
Céamara de anaerobiosis.
Incubadora Felisa a 35°.

Analizador de imagenes aColyte 3, Symbiosis.

40



8. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Todos los ensayos se realizaron en el laboratorio de Genética Molecular de la

Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién de la Facultad de Odontologia de la

UNAM.

La tabla 3 presenta los compuestos probados en este estudio.

ACEITE ESENCIAL

Eucalipto
Menta
Orégano

Tomillo

Clorhexidina (CHX) al 0.12%, considerada el estandar de oro de los antisépticos

orales "®, fue utilizada como control positivo en el presente estudio, ademas, se utilizaron

dos enjuagues comerciales como referencia, Listerine®, a base de aceites esenciales y

Blue’M, el cual es referido por el fabricante como un antiséptico oral enfocado en el control

de la biopelicula dental alrededor de implantes dentales de titanio.

La tabla 4 presenta las caracteristicas de las especies bacterianas que fueron utilizadas

como referencia para la evaluacion del efecto antibacteriano de los diferentes AEs, en el

presente trabajo.

ESPECIE ATCC* GRAM RESPIRACION ASOCIADO
Aggregatibacter
) i . 43718 -
actinomycetemcomitans
Anaerdbica Periodontitis.
Porphyromonas
p.y. ) 33277 -
gingivalis
Pseudomonas . .
43636 > Infecciones asociadas con
aeruginosa - . . s
Aerdbica dispositivos biomédicos/
Infecciones oportunistas.
Staphylococcus aureus 25923 +

* American Type Culture Collection, Rockville, MD
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8.1 Cultivo de microorganismos.

Las especies bacterianas empleadas para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana provienen de cultivos liofilizados del American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, USA). En el caso de las especies anaerodbicas, las especies
crecieron en agar enriquecido HK (agar soya Tripticasa, con agar cerebro-corazén vy
levadura) en una camara de anaerobiosis durante 7 dias. Mientras que, las especies
aerobicas crecieron en agar enriquecido TSA (Trypticase soy agar) en una incubadora a
35°C durante 24 a 48 horas.

Las cepas liofilizadas A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, se sembraron sobre
agar HK, posteriormente se llevaron a una camara de anaerobiosis en condiciones
atmosféricas de 80% N2, 10% CO,, 10% H», durante 7 dias. Las cepas liofilizadas P.
aeruginosay S. aureus se sembraron sobre el agar TSA, se utilizé un asa de alambre estéril,

posteriormente, las placas fueron llevadas a una incubadora a 35°C durante 24 horas.

8.2. Pruebas de antibiogramas.

De cada cepa en cultivo puro, se recolecto el crecimiento de la superficie del agar y
se colocdéen en tubos con caldo enriquecido HK (caldo soya Tripticasa, con infusién
cerebrocorazoén), suplementado con 0.3 pyg/mL de menadiona y 5 pyg/mL de hemina para
las cepas anaerdbicas. Las cepas aerodbicas, fueron suspendidas en tubos con caldo TSB
enriquecido (caldo soya Tripticasa) suplementado con 0.3 ug/mL de menadiona y 5 ug/ml
de hemina.

Posteriormente, se ajustdé la densidad optica (OD) de cada tubo a 1 en un
espectrofotémetro con longitud de onda de 600 nm para obtener el mismo numero de
células/mL en cada ensayo. De la solucion ajustada a OD=1 de cada cepa bacteriana, se
transfirieron 100 uL en las cajas de petri con agar enriquecido HK o TSA, segun el tipo de
microorganismo y se esparcieron de manera homogénea en la superficie del agar, por
medio de la técnica de sembrado en pasto.

Una vez esparcida la suspensiéon de los microorganismos, se colocaron discos de
papel Whatman embebidos con 3 yL de las siguientes sustancias: aceite esencial al 100%
(eucalipto, menta, orégano y tomillo), cada uno de estos en una caja de Petri diferente,
enjuague oral Blue®M, Listerine®, CHX al 0.12% (controles positivos) y medio de cultivo

liquido (control negativo).
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Posteriormente, en otras cajas de Petri, se colocaron los discos embebidos con 3
uL de aceite esencial (eucalipto, menta, orégano y tomillo) diluido al 50% con aceite de
olivo, enjuague oral Blue®M, Listerine® y clorhexidina al 0.12%, como controles positivos,
aceite de olivo al 100% y medio de cultivo liquido (control negativo). La disposicion de los

discos se muestra en la figura 2.

LISTERINE®

LISTERINE®

ENJUAGUE
BLUE®M

ENJUAGUE
BLUE®M

MEDIO DE
CULTIVO

MEDIO DE
CULTIVO

ACEITE
ACEITE OLIVO

ESENCIAL 100%

Figura 2. Disposicion de los discos en el antibiograma.

Las cajas de Petri sembradas con sus respectivos discos se incubaron durante 7 dias
bajo condiciones de anaerobiosis en el caso de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis.
Y las cajas con las cepas P. aeruginosa y S. aureus se incubaron durante 24 horas bajo
condiciones de aerobiosis. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizé el
examen visual para la medicion de los halos de inhibicién asociados a cada compuesto
probado en cada caja de Petri.

Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion adecuado para cada tipo de
microorganismo, se realizd el examen visual de los halos de inhibicidon presentes en cada
una de las cajas de Petri. La medicién de cada uno de os halos de inhibicion fue registrada

en milimetros (mm) utilizando el analizador de imagenes aColyte 3, Symbiosis.
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8.3. Andlisis estadistico.

El analisis estadistico se llevo acabo tomando en cuenta el diametro de cada uno
de los discos mediante la prueba de ANOVA, y las diferencias significativas se determinaron

utilizando la modificacion de Bonferroni.

9. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de
la actividad antimicrobiana de cada uno de los aceites esenciales (AE) sobre las bacterias

A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. aeruginosa y S. aureus.

9.1. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de eucalipto,
menta, orégano y tomillo sobre la especia bacteriana Aggregatibacter

actinomycetemcomitans.

En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos a partir de las pruebas de
antibiograma llevadas a cabo para la evaluacién del efecto antibacteriano de los diferentes
AE sobre la cepa Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Se observé que el AE de orégano mostrd el mayor efecto antibacteriano sobre la
cepa A. actinomycetemcomitans (15.1 = 1.0mm) (media = DS), seguido del efecto
antibacteriano obtenido por el AE de tomillo, el cual mostré con un halo de inhibicién de 7.4
1+ 0.0mm, observandose una diferencia estadisticamente significativa entre ambos AEs (p
< 0.05). Los AEs de eucalipto y menta mostraron un efecto antibacteriano
significativamente menor en comparacion con el efecto antibacteriano observado con el AE
de orégano (p < 0.001). Los halos de inhibicion mostrados por los AEs de menta y eucalipto
fueron de 1.2 £ 0.3mm y 1.9 * 0.2mm, respectivamente; siendo estas diferencias no
estadisticamente significativas entre ellas (NS).

Se observo que todos los AEs evaluados mostraron un efecto antibacteriano igual
o mayor al efecto inhibitorio logrado con el control positivo, clorhexidina (CHX) al 0.12%. Al
respecto, se encontré que la inhibicion bacteriana lograda por los AEs de orégano y tomillo
fue estadisticamente mayor a la observada con el estandar de oro (CHX), p < 0.001y p <

0.05, respectivamente.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Control neg. Eucalipto Menta Orégano Tomillo CHX 0.12% Listerine BlueM

Figura 3. Comparacién del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) sobre el crecimiento de la cepa bacteriana Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

Por otro lado, cuando se evalud el efecto antibacteriano de los AEs de eucalipto,
menta, orégano y tomillo diluidos al 50%, sobre el crecimiento de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (figura 4), se encontré que los halos de inhibicion mostrados por
los todos AEs fueron menores, e incluso los AEs de menta y eucalipto perdieron su efecto
antibacteriano al ser diluidos al 50%. Como se puede observar en la figura 4, el aceite de
orégano sin diluir produjo un halo de inhibicién de 15.1 + 1.0mm sobre la cepa bacteriana
A. actinomycetemcomitans, y al ser diluido al 50% el halo de inhibicion se redujo a 6.3
0.9mm. De forma similar, se observé que el AE de tomillo dismuyo su capacidad inhibitoria
al ser diluido al 50%, mostrando un menor halo de inhibicion (3.4 £ 0.2mm), en comparacién
del halo de inhibiciéon observado con el AE de tomillo sin diluir (7.4 £ 0.0mm). Los AEs de
eucalipto y menta perdieron su efecto antibacteriano cuando fueron diluidos al 50%.

En la figura 4 se observa que el AE de orégano diluido al 50% fue el AE con mayor
halo de inhibicién (6.3 + 0.9mm), dicha inhibicion fue estadisticamente significativa con
respecto al halo de inhibicion observado con el AE de tomillo (3.4 + 0.2mm) (p < 0.05).
También se puede observar que incluso diluidos al 50% los AEs de orégano y tomillo
tuvieron un efecto antibacteriano significativamente mayor al observado en el control

positivo CHX al 0.12%, p <0.001y p < 0.05, respectivamente.
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Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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Figura 4. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) diluidos al 50% sobre el crecimiento de la cepa bacteriana Aggregatibacter
actinomycetemcomitans.

9.2. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de eucalipto, menta,
orégano y tomillo sobre la especia bacteriana Porphyromonas

gingivalis.

En la figura 5 se muestran los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto
antibacteriano de los AEs de eucalipto, menta, orégano y tomillo sin diluir sobre el
crecimiento la cepa bacteriana Porphyromonas gingivalis. Se observa que, deforma similiar
a lo observado con la cepa bacteriana A. actinomycetemcomitans, el AE de orégano mostré
un halo de ihnibicién significativamente mayor (14.3 £ 0.6mm) al logrado por el AE de tomillo
(5.8 £0.4m) (p <0.01), e incluso significativamente mayor que el halo de inhibicion logrado
por el control positivo (CHX al 0.12%) (p < 0.001). El menor efecto antibacteriano fue
observado con la utilizacién de los AEs de eucalipto (1 £ 0.0mm) y menta (1.1 £ 0.2mm),
sin observarse una diferencia estadisticamente significativa entre el efecto inhibitorio de
ambos AEs (NS). Es importante mencionar, que el efecto antibacteriano observado en los
AEs de eucalipto y menta fue menor al observado en el control positivo CHX al 0.12% (2.3

1+ 0.6mm), Sin embargo, ésta diferencia no fue estadisticamente significativa (NS).
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Figura 5. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) evaluados en la inhibicion del crecimiento de Porphyromonas gingivalis.

En la figura 6 se pueden observar los resultados de la evaluacion del efecto
antiobacteriano de los AEs de eucalipto, menta, orégano, tomillo diluidos al 50% sobre el
crecimiento de la cepa bacteriana Porphyromonas gingivalis. Con base en los resultados
obtenidos, se comprueba que los AEs evaluados en el presente trabajo, al ser diluidos al
50%, dismunuyen su efecto antibacteriano, como sucede con los AEs de orégano y tomillo,
o incluso pierden por completo su efecto inhibitorio (eucalipto y menta) sobre el crecimiento
de la bacteria P. gingivalis.

Nuevamente, el AE de orégano mostré el mayor efecto inhibitorio sobre la cepa
bacteriana P. gingivalis (4.6 £ 0.7mm), seguido del efecto antibacteriano logrado por el AE
de tomillo, el cual tuvo un halo de inhibicién de 2.4 + 0.9mm, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05). Ademas, la inhibicién bacteriana lograda por el AE
de orégano fue significativamente mayor a lo observada en el control positivo CHX al 0.12%
(3 £ 0.0mm) (p < 0.05). Mientras que no se encontré diferencia estadisticamente
significativa entre el efecto antibacteriano observado con el AE de tomillo (2.4 £ 0.9mm) y
el grupo de CHX al 0.12% (NS).
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Figura 6. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) diluidos al 50% sobre el crecimiento de la cepa bacteriana Porphyromonas
gingivalis.

9.3. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de eucalipto, menta,
orégano y tomillo sobre la especia bacteriana Pseudomonas

aeruginosa.

La figura 7 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion antibacteriana de los
diferentes AEs (eucalipto, menta, orégano y tomillo) sobre el crecimiento de la cepa
Pseudomonas aeruginosa. A diferencia de los observado con las A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis, la cepa bacteriana P. aeruginosa mostro mayor
sensibilidad al AE de tomillo, el cual produjo un halo de inhibicion significativamente mayor
(7 £ 1mm) en comparacién con el halo de inhibicidon logrado por el AE de orégano (1.8
0.7mm), p < 0.01. El efecto inhibitorio del AE de tomillo fue también significativamente
mayor al efecto antibacteriano observado con el grupo de CHX al 0.12% (3.2 £ 0.5mm), p
< 0.05. Mientras que no se encontraron diferencias significativas entre el efecto
antibacteriano logrado por el AE de orégano en comparacién con el efecto inhibitorio
observado en el grupo de CHX al 0.12% (NS).
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Finalmente, la cepa bacteriana P. aeruginosa se mostré resistente al efecto
inhibitorio de los AEs de eucalipto y menta, asi como también mostré resistencia a los

controles positivos: Blue’M y Listerine”.
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Figura 7. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) evaluados en la inhibicion del crecimiento de Pseudomonas aeruginosa.

La figura 8 muestra los resultados obtenidos de la evaluacion antimicrobiana de los
diferentes AEs probados en el presente trabajo, diluidos al 50%, sobre el crecimiento de la
cepa bacteriana P. aeruginosa. Se puede se observar que los AE de eucalipto y menta no
tuvieron efecto inhibitorio sobre esta cepa.

También se observa que el control positivo de CHX al 0.12% tuvo el mayor halo de
inhibicion (1.4 £ 0.3mm), sin embargo, dicha inhibicion no fue estadisticamente significativa
con respecto al halo de inhibicion observado con el AE de tomillo (0.7 £ 0.6mm) (NS).

Por otro lado, el AE de orégano (0.3 £ 0.6mm) mostré el menor efecto inhbitorio
sobre el crecimiento de la cepa P. aeruginosa, sin embargo, no se encontré diferencia
estadisticamente significativa entre el efecto antibacteriano logrado por el AE de oréganoy
el AE de tomillo, o el grupo de CHX al 0.12% (NS).

Finalmente, los enjuagues Listerine® y Blue°M no mostraron un efecto

antimicrobiano sobre el crecimiento de P. aeruginosa.
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Figura 8. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) diluidos al 50% sobre el crecimiento de la cepa bacteriana Pseudomonas
aeruginosa.

9.4. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales de eucalipto, menta,

orégano y tomillo sobre la especia bacteriana Staphylococcus aureus.

La figura 9 muestra los resultados de la evaluacion del efecto inhibitorio de los
diferentes AEs sobre del crecimiento de la cepa bacteriana Staphylococcus aureus. Se
encontré que el AE que mayor halo de inhibicion tuvo fue tomillo (14.8 + 1.4mm), siendo
esta inhibicion estadisticamente significativa con respecto a la inhibicién encontrada con los
aceites esenciales de eucalipto (p < 0.001), menta (p < 0.001) y orégano (p < 0.01),
observandose que el AE de eucalipto mostré un halo de inhibicién de 1.7 £ 0.8mm, el AE
de menta un halo de 1.3 £+ 0.3mm vy el AE de orégano un halo de 9.3 + 1.0mm. El AE de
tomillo incluso tuvo un efecto inhibitorio significativamente mayor al observado con el grupo
CHX al 0.12% (p < 0.001).

El efecto antibacteriano mostrado por la CHX al 0.12% (3 £ 0.4mm) fue

significativamente mayor al observado con el enjuague Blue’M (0.7 + 0.1mm) (p < 0.05).

Finalmente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativa en el efecto

antibacteriano producido por los AEs de eucalipto y menta (NS).
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Figura 9. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) evaluados en la inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus.

Finalmente, la figura 10 muestra los resultados de la evaluacion del efecto inhbitorio
de los AEs de eucalipto, menta, orégano y tomillo diluidos al 50% sobre el crecimiento de
la cepa Staphylococcus aureus. Se encontré que el AE de eucalipto logré un halo de
inhibicion de 0.3 + 0.6mm, mientras que el aceite esencial de menta produjo un halo de
inhibiciéon de 0.7 £ 0.6mm, siendo esta diferencia no estadisticamente significativa (NS). Por
otro lado, se observo que el AE de orégano logré el mayor halo de inhibicion (5.6 £ 0.9mm),
siendo esta inhibicion estadisticamente significativa con respecto a la inhibiciéon encontrada
con los AE de eucalipto (p < 0.001), menta (p < 0.001), tomilllo (p < 0.05) y con respecto al
control positivo de CHX al 0.12% (p < 0.05).

El efecto antibacteriano de CHX al 0.12% (3.2 £+ 0.8mm) fue significativamente

mayor que el efecto inhibitorio logrado por el enjuague Blue’M (1 + 0.0mm), p < 0.05.
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Figura 10. Comparacion del efecto inhibitorio de los diferentes aceites esenciales (eucalipto, menta,
orégano y tomillo) diluidos al 50% sobre el crecimiento de la cepa bacteriana Staphylococcus aureus.

Las tablas 5y 6 nos muestran el resultado (mm) de la mediciéon de los halos de

inhibicion bacteriana de los AEs en las cepas bacterianas evaluadas en el presente trabajo.

Tabla 5. Resultado de la mediciéon de los halos de la inhibicién bacteriana de los AEs al

100% en las diferentes cepas bacterianas evaluadas.

Eucalipto Menta Orégano Tomillo CHX Listerine® Blue’M
. actinomycetemcomitans 1.2+0.3mm 1.9+£0.2mm 15.1£1.0mm 7.4+£0.0mm 1.7£0.2mm - -
. gingivalis 1.0£0.0mm 1.1£0.2mm 14.3+.06mm 5.8£0.4mm 2.3+0.6mm - 0.7£0.6mm
. aeruginosa - - 1.8+£0.7mm 7.0£1.0mm 3.2+0.5mm - -
. aureus 1.740.8mm 1.320.3mm 9.3+1.0mm 14.8+1.4mm 3.0£0.4mm - 0.7£0.1mm

Tabla 6. Resultado de la medicion de los halos de la inhibicion bacteriana de los AE al 50%

en las diferentes cepas bacterianas evaluadas.

Eucalipto Menta Orégano Tomillo CHX Listerine” Blue’M
. actinomycetemcomitans - - 6.3£0.9mm 3.410.2mm 1.0£0.0mm - -
. gingivalis - - 4.6+0.7mm 2.4+0.9mm 3.0+£.0.mm - -
. aeruginosa - - 0.3+0.6mm 0.7+0.6mm 1.4+£0.3mm - -
. aureus 0.3+£0.6mm 0.7+£0.6mm 5.6£0.9mm 2.8£0.4mm 3.2£0.8mm - 1.0£0.0mm
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10. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de cuatro
diferentes aceites esenciales: eucalipto, menta, orégano y tomillo, sobre el crecimiento de
bacterias asociadas con infecciones en tejidos periodontales, dos de ellas, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivales, asociadas con la enfermedad
periodontal '#6, mientras que Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa han sido
previamente asociadas con infecciones peri-implantares 3'.

Cuando se evaluo el aceite esencial de eucalipto (Eucalyptus radiata) al 100% sobre
las 4 cepas periodontopatdgenas, este mostrd un efecto antibacteriano sobre la bacteria
Gram positiva S. aureus, con un halo de inhibicién de 1.7 mm, lo que coincide con Argote
E. et al.,, quienes evaluaron AE de eucalipto (1,8 cineol y pineno como compuestos
principales), limén y mandarina frente a bacterias como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli '°. Los autores mostraron que las bacterias Gram positivas son mas
susceptibles a diferentes tipos de aceites esenciales que las bacterias Gram negativas,
basandose en el resultado obtenido con la bacteria S. aureus que mostré inhibicién por el
AE de eucalipto a diferencia de E. coli, que fue mas resistente. Otros autores como Ait-
Ouozzou et al.’*”, Montero-Recalde et al.,’*® también manifiestan que el aceite de eucalipto
presenta efecto antibacteriano con predileccion a bacterias Gram positivas como S. aureus.

Yariez y Cuadro '*°, evaluaron el efecto antibacteriano de los aceites de las especies
E. globulus y E. camaldulensis, obteniendo como resultado que el AE de E. globulus que
contenia como compuesto principal 1,8-Cineol (77-82%) en una concentracion del 80%,
tuvo un halo de inhibicién de 4 mm sobre S. aureus, ademas demostré poseer mayor
eficiencia en cuanto a la actividad antibacteriana frente a otras bacterias Gram positivas y
Gram negativas. Es por esto que también se confirma el resultado obtenido en el presente
trabajo sobre las bacterias Gram negativas: A. actinomycetemcomitans con un halo de
inhibiciéon de 1.7 mm y P. gingivalis con un halo de inhibicion de 1 mm, esto respaldado
también por autores como Vieira et al.,' que demostraron que el efecto antimicrobiano es
menor para cepas Gram negativas como E. coli.

En el caso de la bacteria P. aeruginosa, el AE de eucalipto no mostré ninguna
actividad antibacteriana sobre dicha cepa, al igual que en el estudio de Ait-Ouazzou et al.,
quienes observaron que el AE de eucalipto (Eucalyptus globulus) con 1,8-cineol como
compuesto principal (79.85%), no mostro actividad inhibitoria sobre P. aeruginosa '¥’. Por

otro lado, Alzamora et al., evaluaron la actividad in vitro del AE Eucalyptus globulus
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(eucalipto) sobre diez microorganismos, entre ellos P. aeruginosa y S. aureus. Discos de
papel fueron impregnados de AE puro (5 uL), los resultados mostraron que el AE de
eucalipto tiene un efecto antibacteriano bajo contra S. aureus y nulo contra P. aeruginosa,
que no mostro sensibilidad ante dicho AE '°'.

Por otro lado, se ha reportado que el aceite esencial de Mentha piperita exhibe una
fuerte actividad antimicrobiana contra una amplia gama de bacterias patégenas humanas
Gram positivas, Gram negativas y cepas de hongos '%. En el presente estudio, al evaluar
el AE de menta (M. piperita) se observé que logré tener una efectividad antibacteriana sobre
las cepas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y S. aureus, excepto contra P.
aeruginosa. En las cepas A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis se observé un halo de
inhibicion de 1.9 mm y 1.1 respectivamente, mostrando el AE de menta presenta actividad
antibacteriana sobre estas cepas, sin embargo, no existe evidencia cientifica suficiente que
respalde estos resultados sobre estas dos bacterias. Por otro lado, otros autores han
investigados la actividad antibacteriana de las diferentes presentaciones de extractos de
menta (Mentha piperita) es decir, acuosas, infusion, decoccion, jugo y aceite esencial frente
a 100 aislamientos pertenecientes a 11 diferentes especies de bacilos Gram negativos:
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, S.
paratyphi A, S. paratyphi B, Proteus mirabilis , P. vulgaris, Shigella dysentriae, Yersinia
enterocolitica, y Enterobacter aerogenes. La prueba se realizd por el método estandar de
difusién en disco. El aceite esencial de menta muestra mayor actividad antimicrobiana con
11.78 mm media zona de inhibicion. El jugo de menta también posee actividad
antibacteriana con 10,41 mm de halo de inhibicién, mientras que todos los aislados eran
totalmente resistentes a la infusion acuosa y cocimiento de menta %2,

Kizil et al., evaluaron la actividad antimicrobiana de los AE de M. piperita y M.
spicata, teniendo como componente principal mentol (35.64%) y carvona (50.33%)
respectivamente. Al utilizar el AE de M. piperita con 5 L, este presenté un halo de inhibicién
de 11.6 mm contra S. aureus, sin embargo, no tuvo ningun efecto contra P. aeruginosa 1%,
Estos resultados coinciden con los obtenidos en el presente estudio, donde se demostrd
que el AE de menta tiene efecto antibacteriano sobre S. aureus, que mostré un halo de
inhibicion de 1.3 mm y que el AE no tuvo efecto inhibitorio sobre la cepa P. Aeruginosa.

En otro estudio se probaron los AE de Lavandula angustifolia y Mentha piperita. Los
principales componentes de M. piperita fueron linalol (22,35%), acetato de linalilo (21,80%),

transocimeno (6,16%) y 4-terpineol (5,19%) para L. angustifolia y mentol (33,28%), mentona
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(22,03%), y acetato de mentilo (6,40%). La actividad antibacteriana in vitro de ambos
aceites empleados fue alta contra S. aureus '3,

Al probar la actividad antibacteriana del AE de orégano (Origanum vulgare), se pudo
observar que este aceite presentd resultados favorables significativos frente a las cuatro
cepas probadas en el presente estudio. El orégano dentro de sus compuestos quimicos
contiene timol y carvacrol, que pertenecen al grupo funcional de los fenoles, estos principios
activos atribuyen su efectividad antibacteriana contra bacterias Gram positivas como
Staphylococcus aureus y Bacillus cereus y sobre bacterias Gram negativas 24,

Se pudo observar que el AE de orégano (Origanum vulgare) logro el mayor efecto
inhibitorio en la bacteria A. actinomycetemcomitans, mostrando un halo de inhibicion de
15.1 mm, este resultado coincide con los datos previamente reportados por Yevori L., quien
evaluo el efecto inhibitorio del AE de orégano (al 100%) frente a esta cepa, resultando un
halo de inhibiciobn de 13.7mm, siendo similar al resultado observado en la presente
investigacion '?’. Por otro lado, este mismo estudio realizado por Yevori L., donde también
compara el AE de orégano con la CHX al 0.12%, la cual tuvo un halo de inhibiciéon de 13.8
mm, determinando que el efecto inhibitorio de estas dos variables no tiene diferencia
estadisticamente significativa entre si, mientras que, en el presente estudio, el resultado fue
diferente ya que la CHX al 0.12% tuvo un halo de inhibicion de 1.7, siendo la diferencia
estadisticamente significativa con el AE de orégano. Otro estudio realizado por Yonfa, se
analizé si existe efecto inhibitorio in vitro del extracto oleoso del Origanum vulgare en
concentracién de 50% y 100% sobre cepas de Streptococcus mutans, concluyendo que el
AE de Origanum vulgare al 100% tuvo mayor efecto sobre S. mutans, que a la
concentracion del 50% '%4. Sin embargo, el aceite esencial de Origanum vulgare en sus dos
concentraciones (50% y 100%) tiene mayor efectividad antibacteriana que la clorhexidina
al 0.12%, coincidiendo con esta investigacion, ya que el AE de orégano mostré mayor efecto
inhibitorio que la CHX al 0.12% a sus dos concentraciones (50% y 100%) sobre las cepas
bacterianas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y S. aureus, con excepcion de la cepa
P. aeruginosa, que en ambas concentraciones (50% y 100%), el AE de orégano tuvo un
halo de inhibiciéon menor al de CHX al 0.12%.

Por otro lado, al evaluar el efecto antibacteriano del AE de orégano sobre la cepa P.
gingivalis, se observé que este AE presentd el mayor halo de inhibicién sobre esta bacteria,
siendo de 14.7 mm. Pimentel et al., realizaron un estudio in vitro evaluando la actividad

antibacteriana del extracto etandlico de O. vulgare al 100%, comparado con clorhexidina al
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0.12% frente a Lactobacillus acidophilus y Porphyromonas gingivalis '?°. El extracto frente
a cepas de Lactobacillus acidophilus y Porphyromonas gingivalis, demostrd alto efecto
inhibitorio comparado con las sustancias utilizadas como tratamientos convencionales,
ademas, se observo que a medida que la concentracion del extracto etandlico de O. vulgare
disminuye, la medicién de los halos de inhibicion también disminuye frente a
Porphyromonas gingivalis.

Autores como Bastos M et al., evaluaron la concentracidon minima bactericida del AE
de O. vulgare frente a bacterias de los géneros Streptococcus, Staphylococcus,
Corynebacterium y tres cepas de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus y
Escherichia coli 2. El aceite esencial de O. vulgare no presenté efecto para P. aeruginosa,
pero se comprobo la actividad in vitro de este AE frente a las bacterias que pertenecen a
los géneros Staphylococcus, Streptococcus y Corynebacterium. Este estudio coincide con
los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya que en la cepa bacteriana S. aureus se
observé un halo de inhibicion de 9.3 mm, confirmando una actividad antibacteriana. Esta
medicién del halo de inhibicidn coincide con los resultados mostrados por Cargua, donde
se obtuvo un halo de inhibicion de 9.60 mm 48 horas después %,

Los resultados del presente estudio también coinciden con una investigacion
realizada por Vasquez et al.,, donde se evalud el efecto del AE de orégano frente a
Staphylococcus aureus obteniendo un halo de inhibicion 32 mm ', A pesar de que en el
presente estudio se obtuvo un halo de inhibicion de 9.3 mm, se puede explicar esta
diferencia debido a que puede existir una variabilidad de concentraciones de los diversos
compuestos de los aceites esenciales que puede cambiar por multiples factores, por
ejemplo: el clima, el tiempo y lugar de recoleccién o por el método de extraccién utilizado,

entre otros.

En el caso de la bacteria P. aeruginosa, esta cepa presentd mayor resistencia a los
AEs evaluados en el presente trabajo. Autores como Albado E et al., determinaron la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de O. vulgare sobre las cepa Escherichia coli,
Pseudomona aeruginosa, Salmonella tiphymurium, Salmonella cholerae suis, Vibrio
cholerae, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, las cuales mostraron diferentes grados
de sensibilidad y concluyeron que el AE de O. vulgare posee actividad microbiana contra
todas las bacterias evaluadas, excepto para Pseudomonas aeruginosa '?*. Otros autores
coinciden con lo anterior, Albado et al., determinaron la actividad antimicrobiana del AE de

Origanum vulgare, el cual se obtuvo por destilacion por arrastre con vapor de agua. La
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actividad antimicrobiana del AE se realizé por el método de difusion en agar. El resultado
de la investigacion confirma que el AE de orégano, posee efecto antimicrobiano frente a
bacterias Gram positivas como S. aureus y Bacillus cereus y sobre bacterias Gram
negativas., sin embargo, la bacteria P. aeruginosa no mostré sensibilidad frente al AE 24,
Existen multiples estudios en los que también se ha encontrado que los AE de las especies
del género Origanum presentan actividad contra diferentes bacterias, sin embargo, se
reporta que no hay efecto contra P. aeruginosa '*’. A pesar de los estudios encontrados,
los resultados mostrados en la presente investigacién mostraron un efecto inhibitorio del
AE de orégano sobre la bacteria P. aeruginosa, con un halo de inhibicion de 1.8 mm con
una concentracion del AE del 100% y un halo de inhibicion de 0.3 mm con una
concentracion del 50%.

Los resultados de los experimentos con el AE de orégano confirman el potencial de
esta planta y su actividad antimicrobiana, por lo que se considera importante analizar y
explorar mas acerca de sus beneficios para poder entender mas a fondo los mecanismos
de accion responsables detras de propiedades antimicrobianas observadas en este AE.

Al analizar la efectividad antimicrobiana del aceite esencial de tomillo (Thymus
vulgaris), se observo que este AE tuvo los mayores efectos inhibitorios sobre las 4 bacterias
probadas en el presente estudio. EI AE de tomillo tuvo el mayor halo de inhibicién sobre la
bacteria Gram positiva S. aureus, siendo este de 14.8 mm, coincidiendo con un estudio
donde se evaluaron diferentes AE aceites esenciales sobre cinco bacterias patégenas,
entre ellas S. aureus, cuando se observo el halo de inhibicidon que provoco el AE de tomillo,
se observé que fue de 8.5 mm, los resultados mostraron que las bacterias Gram positivas
fueron mas sensibles a la inhibicion del AE de tomillo que las bacterias Gram negativas 4.
Rota C et al., también analizaron diferentes AEs para evaluar su efectividad en el control
del crecimiento y supervivencia de microorganismos patdégenos, donde los AE de Satureja
montana y Thymus vulgaris mostraron el efecto inhibidor mas potente contra L.
monocytogenes, S. aureus, S. enteritidis, E. coli, Yersinia enterocolitica y Shigella flexneri
158.

Ademas, el AE de tomillo tuvo efecto inhibitorio sobre las bacterias Gram negativas
analizadas en el presente estudio, donde mostré un halo de inhibicién de 7.4 mm sobre A.
actinomycetemcomitans, un halo de 7 mm sobre P. aeruginosa, siendo ambos resultados
estadisticamente significativos comparados con los resultados obtenidos en ambas cepas

con el AE de orégano, sin embargo, ambos aceites esenciales tuvieron un gran efecto
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inhibitorio sobre estas dos cepa, por lo que se cree que es debido a la similitud de sus
compuestos quimicos, ya que se ha reportado que tanto el AE de orégano como el AE de
tomillo poseen diferentes concentraciones de monoterpenos fendlicos como carvacrol y
timol que son antibacterianos para diferentes bacterias Gram positivas y Gram negativas
28 Fani My cols., mostraron en un estudio la gran actividad antimicrobiana in vitro del AE
Thymus vulgaris en algunos aislados de patégenos orales, incluido A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis, confirmando su actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas, ademas, los autores sugieren que el AE de tomillo podria usarse
en enjuagues bucales, pasta de dientes o aromaterapia para la prevencion y tratamiento de
infecciones orales relacionadas "4, sin embargo, es importante realizar mas estudios que
demuestren la efectividad de estos AE tanto in vitro como in vivo, y asi obtener mayor
evidencia cientifica que respalde su efecto y su uso seguro como productos de cuidado
oral. En el caso de la bacteria P. aeruginosa, el AE de tomillo mostré un halo de inhibicion
de 7 mm, coincidiendo con estudios que validan el efecto antibacteriano in vitro de este AE
ademas de su actividad antifingica en algunos patdgenos 134135,

En el presente estudio, hubo actividad antimicrobiana de los AE sobre las 4 bacterias
evaluadas, tanto las Gram positivas (S. aureus), como las Gram negativas (A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y P. aeruginosa). Las bacterias estan rodeadas por
una envoltura celular conformada por la pared celular bacteriana y la membrana celular, en
el caso de las bacterias Gram negativas, estas poseen una membrana externa que actua
como proteccion frente a muchos agentes antibacterianos, algunos autores afirman que
podria existir una mayor resistencia en las bacterias Gram negativas que en bacterias Gram
positivas debido a su pared celular 894,

Es dificil atribuir la actividad antibacteriana sélo a un compuesto particular dentro
de la mezcla compleja de constituyentes presentes en los AEs, de esta forma, una mayor
concentraciéon del componente principal no significa necesariamente que se obtendran los
mejores efectos antimicrobianos para las cepas evaluadas, también es importante tener en
cuenta los posibles efectos sinérgicos y / o antagonistas de los diferentes componentes

dentro de los diferentes AEs.
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11.CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se pudo comprobar el
efecto antibacteriano de los diferentes aceites esenciales evaluados. Se encontré que el
AE de orégano (Origanum vulgare) al 100% mostré el mayor efecto antimicrobiano contra
las cepas bacterianas A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis, seguido de la cepa
bacteriana S. aureus, mientras que la bacteria P. aeruginosa tuvo la menor sensibilidad a
este aceite. Mientras que las bacterias A. actinomycetemcomitans y S. aureus mostraron
mayor sensibilidad al AE de tomillo (Thymus vulgaris) a concentraciones del 100%. Seguido
de las bacterias P. aeruginosa y P. gingivalis.

Los AEs de menta (Mentha piperita) y eucalipto (Eucalyptus radiata) al 100%
mostraron el menor efecto antibacteriano contra las cepas bacterianas A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis y S. aureus, mientras que no mostraron efecto
inhibitorio en el crecimiento de P. aeruginosa.

También se pudo observar que al ser diluidos 50% todos los AEs probados
disminuyeron su efecto inhibitorio o incluso perdieron su actividad antibacteriana observada
con sus homoélogos sin diluir (100%), como fue el caso de los AEs de menta y eucalipto,
que perdieron su efecto inhibitorio sobre las cepas bacterianas A. actinomycetemcomitans
y P. gingivalis.

Los resultados positivos observados en el presente trabajo nos indican que la
utilizacién de los aceites esenciales Mentha piperita, Eucalyptus radiata, Origanum vulgare
y Thymus vulgaris pueden ser una alternativa terapeutica eficaz al uso de antisépticos
orales actualmente disponibles en el mercado, sin embargo, es necesario llevar a cabo
estudios adicionales que valuen posibles efectos adversos antes de poder considerar su
uso en aplicaciones clinicas para el control de enfermedades periodontales como

periodontitis o peri-implantitis.
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12.PERSPECTIVAS

Después de determinar la efectividad antimicrobiana de los aceites esenciales de
los aceites esenciales menta (Mentha piperita), eucalipto (Eucalyptus radiata), orégano
(Origanum vulgare) y tomillo (Thymus vulgaris) que fue el principal objetivo del presente
trabajo, es necesario tomar en cuenta diferentes aspectos antes de poder considerar la
aplicacion clinica de estos aceites:

= Citotoxicidad, se considera importante llevar a cabo estudios adicionales que nos
permitan determinar las concentraciones de seguridad que permitan la viabilidad de
células eucariotas.

= Concentraciones minimas inhibitorias, para cada uno de los aceites esenciales
evaluados en el presente trabajo.

= Composicidon quimica, se considera relevante llevar a cabo la caracterizacion de
cada uno de los aceites esenciales, para poder tener una mayor comprension del

efecto antibacteriano observado en el presente trabajo.
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