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Evaluacion antibacterial del compuesto dialil disulfuro
y aceites esenciales sobre especies de la biopelicula
oral formada in situ.

Dominguez Valadez Laura G*, Miryam Martinez Hernandez***,
Adriana P. Rodriguez Hernandez**** Garcia Pérez Victor Irahuen**

Objetivo:

Evaluar los cambios en las cuentas de especies bacterianas de la biopelicula
oral formadas sobre superficies de hidroxiapatita posterior a la interaccion de
una solucibn com base base el compuesto de dialil disulfuro y aceites
esenciales in situ.

Método:

Se evaluaron las cuentas de especies bacterianas de la biopelicula mediante
hibridacion DNA-DNA posterior a la interaccion del compuesto de dialil disulfuro
y aceites esenciales sobre la biopelicula in situ. Se utilizaron 3 superficies de
hidroxiapatita por paciente durante 48 horas en cavidad oral en 5 pacientes con
salud periodontal y gingival.

Resultados:

El conteo total del grupo control presenté mayores cuentas bacterianas totales
con una media de 267.19(x 10° + SEM), seguido del grupo de aceites
esenciales con una media de 233.60(x 10°> + SEM), finalmente, el grupo de
dialil disulfuro obtuvo el conteo mas bajo con una media de 156.59(x 10° *
SEM). Se mostré una reduccion de cuentas bacterianas totales del 58.6% entre
el grupo control y el grupo dialil disulfuro (p=0.07). Las especies individuales
S.anginosus, S. intermedius, S. sanguinis mostraron  diferencia
estadisticamente significativa (p=0.05).

Conclusiones:

Se desarrollo un modelo de biopelicula in situ (48hrs) con un enfoque cercano
a su crecimiento y maduracion fisioldgica en la evaluacion a la interaccién con
compuestos antimicrobianos. Se demostré la efectividad del compuesto de
dialil disulfuro contra bacterias de la biopelicula oral in situ. Lo que sugiere que
puede ser un compuesto con potencial uso en la disminucion de la biopelicula
oral
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Abstract.

Objective: To evaluate the changes in the structure of the oral biofilm following
the interaction of a solution based on the solution of diallyl disulfide and
essential oils in situ.

Methods:

Bacterial species counts in the biofilm were evaluated by DNA-DNA
hybridization following the interaction of the solution of dialyl disulfide and
essential oils on the biofilm in situ. Six hydroxyapatite surfaces per patient were
used for 48 hours in the oral cavity in 5 partients with periodontal and gingival
health.

Results:

The total count of the control group presented higher total bacterial counts with



a mean of 267.19(x 105 = SEM), followed by the essential oils group with a
mean of 233.60(x 105 + SEM), finally, the solution of diallyl disulfide group
obtained the lowest count with a mean of 156.59(x 105 + SEM). A reduction of
total bacterial counts of 58.6% was shown between the control group and the
solution of diallyl disulfide group (p=0.7). The individual species S.anginosus, S.
intermedius, S. sanguinis showed a statistically significant difference (p=0.5).

Conclusions:

An in situ biofilm model (48hrs) was developed with a close approach to its
growth and physiological maturation in the evaluation of interaction with
antimicrobial compounds. The effectiveness of solution diallyl disulfide against
oral biofilm bacteria in situ was demonstrated. Which suggests that it may be a
compound with potential use in reducing the biofilm in situ.
Keywords

Diallyl disulfide, biofilm, in situ, essential oils, DNA-DNA hybridization.
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Introduccién

Hoy en dia, la salud periodontal se define como la ausencia de inflamacion
clinicamente detectable, aunque existe un nivel biolégico de vigilancia
inmunoldgica que es consistente con la homeostasis y la salud gingival clinica.
(1) Estudios han demostrado que la transicién de la salud a la enfermedad
sigue los principios de sucesion ecoldgica primaria, con cambios en la
abundancia de especies autdctonas, en lugar de la adquisicion de organismos
mas nuevos en la biopelicula bacteriana. (2, 3, 4). En cavidad bucal, la placa
dentobacteriana es un clasico ejemplo de biopelicula bacteriana adherente que
se forma en todos los tejidos duros y blandos, es el principal agente etiologico
de enfermedades orales como caries y enfermedades periodontales.(5) La
formacion de biopelicula bacteriana en un sujeto sano se produce primero
supragingivalmente, la cual progresa subgingivalmente. La superficie de un
diente sometido a profilaxis inicial se cubre con una pelicula de saliva, la cual
se sabe influencia la adhesion bacteriana (6). Estas bacterias consisten
principalmente en células cocoides Gram-positivas que se dividen y forman
microcolonias. Después de unos dias de crecimiento de la biopelicula
bacteriana, las bacterias filamentosas se coagregan a los colonizadores
iniciales y se incrustan en una matriz compuesta por componentes salivales y
altas proporciones de exopolisacaridos de origen bacteriano (7). La formacién
de biopeliculas representa un modo de crecimiento protegido, lo que origina
menor susceptibilidad de las células bacterianas a los antimicrobianos y a la



destruccion por los mecanismos efectores inmunitarios del huésped y, por lo
tanto, permite que los patdogenos sobrevivan en entornos hostiles y también se
dispersen y colonicen nuevos nichos. Se estima que residen mas de 700
especies en cavidad oral (8). La biopelicula supragingival (sobre el esmalte
dental adyacente a la encia) contiene, en relacién con su maduracion y grosor,
una mezcla de especies facultativas y anaerobias, provocando una inflamacién
gingival inespecifica (gingivitis) de acuerdo a la presencia de colonizacién
bacteriana, predominan las especies del género Streptococcus y son
reemplazadas con el tiempo por las especies de Actinomyces (9,10,11,12,13).
También se han observado especies como C. gracilis, S. noxia y C. ochracea,
P. intermedia y P. nigrescens, asi como ciertas fusobacterias, y aunque en
menor cantidad, se han observado P. gingivalis, T. forsythia y T.denticola (14).

Existe evidencia sustancial de que varios métodos mecanicos y quimicos de
control de la biopelicula dental pueden prevenir la gingivitis (15,16). La forma
mas eficaz para control de las biopeliculas y prevencion de la gingivitis ha sido
mediante la interrupcion fisica y eliminacion de forma mecanica con el uso de
cepillos dentales, dispositivos para la limpieza interdental y cepillos de dientes
eléctricos. Sin embargo, se ha estudiado que aunado a esto, es importante el
uso de agentes quimicos en sujetos que no logran un control adecuado de la
técnica de cepillado (17). Entre las diferentes alternativas de control quimico
encontramos diferentes compuestos, entre ellos la clorhexidina (CHX) el cual
ha demostrado una gran efectividad antibacterial, sin embargo, presenta
efectos secundarios en largos periodos de tiempo de uso, como decoloracién
marron de los dientes, asi como de algunos materiales de restauracion y del
dorso de la lengua, también se ha reportado que provoca alteracion en el gusto
y erosion en la mucosa bucal, entre otras. (18,19,20,21)
Otra alternativa de los compuestos comerciales mas empleados en la
actualidad son los compuestos fendlicos esenciales, que actian alterando la
pared celular, inhiben enzimas bacterianas. No obstante, el pH del producto es
bajo (pH 4,3) y se ha demostrado in vitro e in situ que provoca erosion de la
dentina y el esmalte respectivamente (22,23,24).

Debido a esto, se han buscado distintas alternativas, como agentes derivados
de origen natural, dentro de las alternativas estudiadas se encuentra el
compuesto de dialil disulfuro (DAS) el cual, es un tioéter lipofilico derivado de la
alicina oxidada del género Allium sativum que pertenece a la familia Rutaceae.
Esta familia comprende mas de 200 especies, la cual, se ha descrito que puede
ser eficaz en diversos padecimientos como bronquitis, problemas
gastrointestinales, posee propiedades antimicrobianas, exhibe un efecto
antioxidante y estimula el sistema inmunolégico del cuerpo. Por otra parte,
especificalmente el compuesto de dialil disulfuro, ha demostrado que tiene
actividad antibacteriana de amplio espectro eficaz contra una amplia gama de
bacterias bucales Gram negativas y Gram positivas. (25,26).

En ensayos preclinicos, se ha demostrado que inhibe la oxidacion de
lipoproteinas de baja densidad y minimiza el dafio celular inducido por el
oxigeno. Sangeeta et. Al. Realizaron el primer estudio donde concluyeron que
el enjuague bucal de extracto de DAS se puede utilizar al como una alternativa
al enjuague bucal de clorhexidina al no presentar toxicidad in vitro. La solucién
de dialil disulfuro en una concentracion de 3% reduce los recuentos de
patbgenos periodontales como S. mutans salivar, sin efectos adversos en



cavidad bucal con resultado favorable (27,28). También se ha demostrado que
DAS exhibe wuna actividad antibacteriana significativa contra A.
actinomycetemcomitans. Como se ha descrito anteriormente, aunque hay
estudios del efecto antibacterial del compuesto de dialil disulfuro derivado de
Allium sativum sobre especies bacterianas planctonicas in vitro, los estudios
sobre su efecto sobre la microbiota organizada en biopelicula es limitado o
nulo. (29,30).

Por tanto, uno de los objetivos del presente trabajo es desarrollar un modelo de
biopelicula in situ para evaluar la posterior a la interaccion y efecto de una
solucién de dialil disulfuro.

Métodos

Se seleccionaron 5 pacientes de manera aleatorizada que cumplieran con los
criterios de inclusion con una media de 25.4 afios de edad, todos mexicanos.
Los criterios de inclusion fueron ausencia de sangrado al sondaje en < 10% de
sitios, eritema y edema, que el paciente no presentara sintomas de enfermedad
periodontal o gingivitis, tampoco perdida 6sea o profundidades de sondaje
<3mm. Todos se diagnosticaron con salud gingival en un periodonto intacto
segun lo establecido por la Nueva Clasificacion de Enfermedades
Periodontales del 2018 (31).

A los pacientes se les dio el consentimiento informado, una vez habiéndolo
leido y firmado se les ensefi6 la técnica de cepillado por un examinador, y se
les explicaron las indicaciones a seguir; las cuales consistian en mantener el
dispositivo en boca por 48 horas, solo podrian retirarlo al comer colocandolo en
una superficie humeda por un maximo de 30min. La higiene oral seria 3 veces
al utilizando cepillo dental Unicamente, se indic6 evitar cualquier dentifrico o
agente guimico como coadyuvante.
Una vez aceptadas y entendidas la explicaciéon, se tomaron impresiones con
alginato de la arcada superior de cada paciente, se confeccioné un dispositivo
tipo guarda con un acetato del no. 40 con un espesor de 1 mm. Se realizaron 3
cavidades por la parte vestibular entre canino-primer premolar, primer
premolar-segundo premolar y primer molar-segundo molar bilateral.

Se coloco6 una base se polivinilsiloxano en cada lado del dispositivo, sobre esta
se adhirieron por retencion 3 superficies de hidroxiapatita en forma de disco, y
se pidi6 colocar en boca para iniciar las 48 horas. Al terminar el tiempo se
toman las para ser procesadas.

Hibridaciones DNA-DNA — Analisis microbiota

Se determiné la proporcibn de cada especie dentro de las biopeliculas
utiizando la técnica de “checkerboard” para hibridaciones DNA-DNA
(Socransky, Smith et al. 1994); Las superficies de hidroxiapatita fueron
transferidas a un pozo de una caja de cultivo estéril, con 2ml segun los
diferentes grupos; compuesto de dialil disulfuro, aceites esenciales y agua
bidestilada estéril, respectivamente. Posteriormente se llevaron a la centrifuga
a 200rpm durante 5 minutos a una temperatura de 35°. Al terminar el tiempo,
cada superficie se colocé en 200ul de TE mezclado con 200ul de hidréxido de
sodio, y posteriormente se les realizaron 3 lavados con PBS, al terminar, las
superficies se colocaron en un pozo estéril con 1.5 ml de TE pH 7.5 (10mM
Tris-HCI, 1mM EDTA) para ser sonicadas 5 veces en periodos de 5 segundos
cada uno. El siguiente paso fue tomar 150 ul del sobrenadante y se colocaron



en tubos individuales, donde se realizé6 micro-centrifugacion de 1.5mL. cada
uno contenia 100 pl de NaOH (0.5 M, Sigma) y las muestras fueron
dispersadas. Los tubos fueron hervidos durante 10 min. y el pH neutralizado
con 800 ul de acetato de amonio (5 M, Sigma). El DNA de cada muestra fue
colocado en uno de los canales abierto de un minislot-30, concentrado vy fijado
en una membrana de nylon de carga positiva de 15x15cm mediante
entrecruzamiento con luz ultravioleta seguido por incubaciéon a 120°C durante
20 min, a su vez se le colocaron dos canales de estandares microbiologicos
con mezclas ajustadas a 10° y 10° células de cultivos.

Las membranas fueron prehibridizadas a 42°C durante 1 hora en solucion de
hibridacién que contenia 50% de formamida, 5x citrato salino estandar (SSC)
(1x SSC = 150 mM NacCl, 15 mM citrato de sodio, pH 7.0), 1% caseina, 5x
solucién Denhardt, 25 mM fosfato de sodio (pH 6.5) y 0.5mg/ml de RNA de
levadura (Roche). Para el proceso de obtencién de sondas de DNA, las cepas
fueron adquiridas como cultivos liofilizados del American Type Culture
Collection (ATCC, Rockville, MD, USA). Estas, fueron rehidratadas en caldo
para Mycoplasma y cultivadas en agar enriquecido a 35°C de 3 a 7 dias dentro
de una camara de anaerobiosis con ambiente de 80% N2, 10% CO2 y 10% H2.
Las sondas de DNA gendmicas fueron preparadas para las 30 especies
bacterianas mediante el marcaje con digoxigenina (Roche) de 1ug de DNA
purificado utilizando la técnica de primers aleatorios (random primer technique).
Las sondas de DNA fueron diluidas a una concentracion de 20 ng/ml en
solucién de hibridacion (45% formamida, 5x SSC, 1x solucién Denhardt, 20mM
fosfato de sodio (pH 6.5), 0.2mg/ml de RNA de levadura, 10% sulfato de
dextrano y 1% caseina), colocadas en canales de hibridacion individuales del
miniblotter-45 e hibridizadas una noche a 42° C con el aparato sellado dentro
de una bolsa de plastico para evitar evaporaciéon de las sondas de DNA. Las
membranas fueron lavadas dos veces a alta astringencia durante 20 min. a 68°
C en buffer de fosfato (0.1x SSC y 0.1% SDS) utilizando un bafio con
circulacion. Fueron blogueadas mediante su incubacion durante 1 hora en
amortiguador bloqueador que contenia 1% de caseina en buffer de maleato
(100mM &cido maleico, 150mM NaCl, pH 7.5). Después de ser lavadas, las
membranas fueron incubadas en un agente quimioluminiscente de deteccién
(cdp-star, Roche) a 37 °C durante 1 hora; Las sefales fueron detectadas
mediante la exposicion de las membranas a peliculas autoradiograficas dentro
de cassettes a temperatura ambiente durante 35 min. Las peliculas fueron
reveladas y posteriormente fueron fotografiadas con camara digital (Kodak Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA.). Con un sistema digital de foto
documentacion (Digidoc. Biorad) se enviaron a un programa (Quantity One.
Biorad).

Etica

El comité de Investigacion y Etica, reunido el dia 1o de diciembre de 2020 a las
12:00, en la decimocuarta sesion ordinaria del Comité de Investigacion y Etica
de la Facultad de Odontologia, y estando presentes miembros del CIEFO.
Formato de consentimiento informado y carta de consentimiento informado.
CIE/1111/08/2020.

Estadisticas



Las cuentas bacterianas de los perfiles microbianos se describieron como la
media (ME) zel error estandar de la media (EEM). Los analisis para determinar
las diferencias en la viabilidad de la biopelicula asi como las cuentas
bacterianas en las superficies analizadas, se llevaron a cabo mediante la
prueba de t- de Student.

Resultados

El total de poblacion evaluada fueron n= 5. En los resultados del conteo total de
especies bacterianas, observamos que el grupo que presentd mayores cuentas
bacterianas totales fue el grupo control de agua estéril con una media de
267.19 de las cuentas bacterianas totales (x 10° + SEM), seguido del grupo de
aceites escenciales con una media de 233.60 de las cuentas bacterianas
totales (x 10° + SEM), y el grupo de dialil disulfuro obtuvo un conteo mas bajo
de especies presentes con la media de 156.59 de las cuentas bacterianas
totales (x 10° + SEM). Se mostré una reduccién de cuentas bacterianas totales
del 58.6% entre el grupo control y el grupo de dialil disulfuro. La diferencia
estadistica de cuentas bacterianas totales entre grupo Control vs grupo dialil
disulfuro fue de (p=0.07). Como se observa en la figura 1.

Especificamente, respecto a la cuentas bacterianas individuales, se observo
una mayor reduccién en el grupo de dialil disulfuro con respecto al grupo
control en las especies A. georgiae (0.82 vs 3.42), A. israelli (0.00 vs 0.66), C.
ochracea (0.18 vs 0.71) E.corrodens (2.09 vs 4.79), F. alocis (0.18 vs .74)
P.micra (4.42 vs 11.51), P. intermedia (0.00 vs 24.25), S. anginosus (5.41 vs
11.28), S. gordonii (10.09 vs 25.38), S. intermedius (1.93 vs 6.14), S. oralis
(2.74 vs 7.73), S. sanguinis (3.73 vs 9.18), S. noxia (0.03 vs 0.18), como se
observa en la figura 2.

Por otra parte, se observé reduccion de mas de 50% en el grupo de dialil
disulfuro de las cuentas bacterianas individuales en comparacion con el grupo
de aceites esenciales en las especies E. corrodens, F.alocis, S. anginosus, S.
gordonii, S. intermedius, S. oralis, S. sanguinis. Asi mismo en la mayoria de las
especies tuvo ligera reduccién el grupo de dialil disulfuro con respecto al grupo
de aceites esenciales.

Por otra parte, las especies que no fueron detectadas en ninguno de los
analisis por hibridacion en ninguno de los grupos fueron C. showae, P.
endodontalis. Sin embargo, la especie P. intermedia se presento Unicamente
en el grupo control, lo que indica que los grupos antibacteriales la eliminaron. A
diferencia de P. nigrescens el cual solo se detectdé en el grupo de aceites
esenciales.

Las especies bacterianas individuales que presentaron diferencia
estadisticamente significativa en el grupo dialil disulfuro comparadas con el
grupo control fueron S. anginosus 11.28 vs 5.41, S. Intermedius 6.14 vs 1.93 y
S. sanguinis 9.18 VS 3.73 (p=0.05).



Discusion

Las biopeliculas son importantes porque algunas especies residentes
contribuyen al mantenimiento de un equilibrio en la salud bucal asi también,
existen especies potencialmente patdgenas. Existen estudios de biopeliculas in
situ con diferentes métodos, sin embargo, se debe aplicar una metodologia “no
perturbadora” en el estudio de cualquier agente antimicrobiano para no alterar
la relacién entre las células, la matriz extracelular y el sustrato.

Los estudios in situ son la forma més cercana al in vivo de la formacién del
biopelicula, y podria ser el método ideal para lograr un mejor conocimiento y
control de la enfermedad.

En el presente estudio in situ utilizamos un dispositivo especifico para el
crecimiento de la biopelicula oral en un ambiente normal adherido a la
superficie de los dientes y evaluamos el efecto antimicrobiano del compuesto
de dialil disulfuro contra bacterias de especiales representantes da la
biopelicula subgingival. (T. denticola, T. forsythia, S. Intermedius, S. sanguinis,
S. oralis, S. mitis, P. intermedius, P. nigrscens, P. gingivalis, A. naeslundii).
Autores han evaluado la biopelicula en términos de maduraciéon a partir de las
4h. Antes de este tiempo, posiblemente existan bacterias adheridas a la
pelicula adquirida. Hay estudios in situ sobre biopelicula oral utilizando un
dispositivo especifico para su crecimiento y han analizado pellicel adquirido a
2h, otros autores han analizado UFC desde los primeros 10 min, o han aplicado
técnicas FISH a los 30 min (26, 27,28). En nuestro estudio dejamos crecer la
biopelicula por 48 horas, sabiendo que es el minimo necesario para tener la
maduracion de la biopelicula propiamente dicha y no solo con los colonizadores
primarios.

En este estudio analizamos el efecto antibacterial sobre biopelicula mediante
su interaccién de soluciones con base del compuesto de dialil disulfuro,
comparando con un compuesto antibacterial a base de aceites esenciales. El
compuesto de dialil disulfuro es un tioéter lipofilico derivado de la alicina
oxidada del género Allium sativum que pertenece a la familia Rutaceae. El
Allium sativum se compone de varios metabolitos biol6gicamente activos como
aliina, alinasa, alicina, S-alicisteina, dialil disulfuro y alilmetiltrisulfuro.

Existen estudios en diversas areas de la medicina incluyendo cavidad oral
donde la inhibicion del crecimiento bacteriano y la actividad bactericida se
atribuyen a la alicina y los tiosulfatos. Ademas, se ha informado que las
especies de Allium y sus compuestos relacionados tienen varias actividades
biolégicas que incluyen actividades anticancerigenas, antiaterosclerdticas,
antihipertensivas, asi mismo se informé que la ingesta frecuente de ajo
promueve las actividades antioxidantes internas y reduce los efectos adversos
oxidativos, aumentando la sintesis de antioxidantes endégenos o reduciendo la
produccion de oxidantes como las especies de radicales libres de oxigeno.
(29). También se ha observado que su actividad antiinflamatoria se debe a la
inhibicion de la emigracion de granulocitos neutrofilos al epitelio,
antibacterianas contra bacterias grampositivas y gramnegativas resistentes a
los antibidticos, como Shigella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus mutans, S. faecalis, S. pyogenes,
Salmonella enterica, Klebsiella aerogenes , antifingicas, la actividad antiviral
de los extractos de ajo ha sido evaluada contra la influenza B, el rinovirus



humano tipo 2, el citomegalovirus humano (HCMV), el herpes simple tipo 1y 2.
(30).

Especificamente, se evaluaron los cambios en las cuentas de especies
bacterianas de la biopelicula posterior a la interacciéon de una solucién a base
la solucion de dialil disulfuro y aceites esenciales in situ. Al ser considerada la
biopelicula oral como agente causal necesario en infecciones orales como la
enfermedad periodontal.

Bakri et al. Realizaron la primera descripcion de una evaluacion de la actividad
frente a diferentes especies orales in vitro con bacterias planctonicas o libres.
Al igual que nuestro estudio, ellos estudiaron las especies S. gordonii, S.
sanguis, S. mitis, S. oralis, S. intermedius, S. anginosus, A. naeslundii, P.
intermedia, P. nigrescens, P. gingivalis y posibles patdgenos periodontales,
entre otras, en el cual confirmaron el efecto antibacterial de la alicina contra
una gama de especies Gram-negativas orales como A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gingivlais, P. intermedia (35.7—1.1
mg/ml de ajo; 0.4—13.7 mg/ ml alicina) En conjunto, los patégenos
periodontales putativos probados tenian concentracion minima inhibitoria mas
bajos que los otros organismos probados. A diferencia de nuestro estudio, en el
cual evaluamos diferentes especies de Streptoccocus, como S. noxia, S.
anginosus, S. constellatus, S. gordonii, S. intermedius, S. mitis, S. oralis, S.
sanguinis, en las cuales tuvimos una disminucion importante del 50% al 30%
del conteo de bacterias. (35)

Por otra parte, a diferencia de bacterias plancténicas, en las biopeliculas se
forma una capa de exopolisacaridos alrededor de las bacterias adheridas. Se
ha observado que la capa de peptidoglucano en la envoltura de las células
Gram-positivas podria dificultar el acceso de la alicina a la membrana, porque
observaron que las especies Gram-negativas probadas, P. gingivalis y P.
intermedia, fueron particularmente sensibles al extracto de ajo, las cuales se
considera que juegan un papel patogénico tanto en la periodontitis como en las
infecciones dentoalveolares.

En contraste, en el presente estudio hubo una disminucion estadisticamente
significativa en especies Gram positivas S. anginosus, S. intermedius y S.
sanguinis. Estas especies forman parte del complejo amarillo, se encuentran
dentro de las primeras bacterias en colonizar la superficie dental, asi como,
cocos facultativos grampositivos. La colonizacion inicial se caracteriza por una
union transitoria y reversible al diente. Son organismos que colonizan
preferentemente las superficies de los dientes poco después de la erupciéon de
los dientes y posteriormente tienen interaccion con especies relacionadas con
el desarrollo de gingivitis y enfermedad periodontal. (27)

En este estudio coincidimos en la disminucion de la especie P. gingivalis que
mostréo mas de la mitad de reduccién al contacto con el grupo de dialil disulfuro
en cuentas bacterianas individuales con respecto al grupo control. Esta especie
es un componente prominente del microbioma oral, asi como un colonizador
del epitelio oral que puede invadir localmente los tejidos periodontales y evadir
los mecanismos de defensa del huésped. Al hacerlo, utiliza un panel de



factores de virulencia que provocan la desregulacion de las respuestas
inmunitarias e inflamatorias innatas, de esta forma contribuye a la patogenia de
la periodontitis al inducir altos niveles de citoquinas proinflamatorias, como IL-
1B e IL-6 por parte de las células auxiliares T CD4+ periféricas. Es importante
su reduccion porgue el lipopolisacarido de Porphyromonas gingivalis circula
sistémicamente en mas del 50% de los pacientes con enfermedad periodontal.
(31)

En estudios previos se ha demostrado que la alicina pueden ser un agente
terapéutico potencial para la periodontitis porque muestra una actividad
significativa contra los patdgenos y sus proteasas. En contraste a nuestro
estudio con el compuesto de dialil disulfuro, donde las especies grampositivas,
especificamente la especie S. sanguinis fue una de las especies donde se
demostré6 una reducciébn con diferencia estadisticamente significativa en
cuentas bacterianas individuales del grupo control con el grupo de (32).

Por otro lado, al momento de realizar evaluacion respecto a la concentracion,
estudios han mostrado su actividad antibacteriana de cuatro concentraciones
diferentes de extracto de ajo (5%,10%, 20% y 100%) contra S. mutans, S.
sanguinis, S. salivarius, P. aeruginosa y lactobacillus spp. Se ha observado que
las zonas de inhibicion de las diferentes concentraciones de extracto de ajo no
fueron significativamente diferentes para las especies evaluadas
S.mutans, S. sanguinis y S.salivarius (33).

En este estudio la concentracién utilizada en el presente estudio, fue de
80ug/ml de dialil disulfuro para la formacién en biopelicula in situ, lo que reportd
actividad antibacteriana de relevancia para la mayoria de las especies
probadas.

Un numero limitado de estudios ha investigado los efectos antibacterianos del
extracto de ajo contra la microbiota de la biopelicula dental humana. Groppo et
al. observado una notable reduccion de S. mutans después de hacer enjuagues
con una solucion con ajo al 2,5% (34). Posteriormente Chavan et al. Realizaron
el primer estudio con alicina en dos fases contra S. mutans, el cual, es uno de
los principales factores etiolégicos de la caries dental en cavidad oral.
Evaluaron el efecto antibacterial de dialil disulfuro como enjuague bucal
especificamente con la especie S. mutans.
En comparacion, nuestro estudio evalud la eficacia antibacteriana de dialil
disulfuro contra especies de la biopelicula oral adheridas sobre una superficie
de hidroxiapatita expuesta a cavidad oral sin embargo, la formacion de
biopelicula fue durante 48hrs y la interaccion con la solucion de dialil disulfuro
fue durante con una concentracién de 80ug/ml. Al igual que el estudio previo,
se demostro la eficacia del dialil disulfuro contra especies gram positivas (31).

Asimismo, un estudio evalué el efecto antibacterial del compuesto de dialil
disulfuro contra un periodontopatdgeno como A. actinomycetemcomitans, y
demostré un efecto antimicrobiano significativo sin efecto citotoxico a su
concentracion terapéutica in vitro. lgualmente en nuestro estudio las muestras
fueron crecidas en el medio ambiente oral fisiologico con saliva, demostramos



su disminucion en 42% en el grupo de aceites esenciales, ya que se ha visto
que el dialil disulfuro es termoestable y sus propiedades antibacterianas no se
ven afectadas por la presencia de saliva (39).

De manera importante los resultados antibacteriales fueron sobre un namero
limitado de especies, sin embargo, nosotros en nuestro analisis llevamos a
cabo uno de los primeros estudios in situ con el mismo resultado que estudios
previos al evaluar la eficacia del diclil disulfuro en 40 especies en el conteo de
especies bacterianas representativas de la biopelicula oral y de especies
periodontopatdégenas como (36). A. israelii, A. naeslundii, A. odontolyticus, A.
viscosus, C. gingivalis, C. ochracea, E. corrodens, E. nodatum, F.
periodonticum, P. micra, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens, S. gordonii,
S. intermedia, S. mitis, S. oralis, S. sanguinis, T. forsythia, T. denticola, entre
otras.

El dialil disulfuro es un compuesto de origen natural que no se ha reportado
tener efectos secundarios y se demostr6 en este estudio que tiene mayor
eficacia en la reduccion de especies de la biopelicula oral in situ. (37)

Conclusiones

Se desarrollo un modelo de biopelicula in situ para su evaluaciébn con un
enfoque cercano a su crecimiento y maduracion fisiolégica. En este estudio se
observdé una reduccién de cuentas bacterianas totales del grupo de dialil
disulfuro podemos poner especies totales e individuales. Se ha demostrado
que el dialil disulfuro ha sido efectivo en disminuir bacterias representantes da
la biopelicula oral in situ. Pudiendo ser una alternativa para el control de

especies bacterias especificas en la biopelicula oral.
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Figura 1
Resultados cuentas totales bacterianas (x 10° + SEM) de grupo control, y grupos
experimentales EO y DDS. Grupo control vs DDS p= 0.07
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