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Efecto antibacteriano del enjuague bucal de Salvia officinalis
sobre Streptococcus mutans

Antibacterial effect of Salvia officinalis mouthwash on Streptococcus mutanst
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Javier Ulises Hernandez-Beltran,*** Dora Maria Lopez-Trujillo.****

RESUMEN

Introduccion: el autocuidado oral para el control de la caries es esencial para su prevencion. Una de las alternativas naturales
empleadas para ello es la Salvia officinalis reconocida como antibacteriana, antifingica y astringente; ademas, por su bajo costo
representa una alternativa eficaz y accesible para gran parte de la poblacion. Objetivo: evaluar la efectividad del enjuague de Salvia
officinalis sobre la reduccién de Streptococcus mutans. Material y métodos: el presente estudio es un disefio de investigacion
experimental, de nivel relacional con una planificacion de toma de datos prospectiva, transversal y analitica. Se utilizé una cepa de
Streptococcus mutans (ATCC 25175) y enjuague de Salvia officinalis al 5, 10 y 100%. El extracto se obtuvo por extraccion etanoica
para posteriormente pasar a una fase evaporativa. Se emple6 clorhexidina al 0.12% como control positivo y agua destilada como
control negativo. Para la prueba de hipotesis se aplicaron las pruebas de ANOVA, y la de comparaciones multiples de Sidak para
determinar si existian diferencias entre pares de tratamientos. Resultados: al comparar cada tratamiento con el control negativo
existen diferencias significativas (p < 0.05), por lo que las tres concentraciones del enjuague de Salvia officinalis presentan un
efecto inhibitorio; al comparar cada enjuague con el control positivo (p < 0.05) el efecto de este a sus diferentes concentraciones no
iguala los valores de la clorhexidina al 0.12%. Conclusiones: el enjuague bucal de Salvia officinalis tiene efecto inhibitorio sobre
la bacteria de Streptococcus mutans por lo que se podria utilizar como complemento de los métodos convencionales de control de
la placa contra la caries dental.
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ABSTRACT

Introduction: Oral self-care for caries control is essential for its prevention. One of the natural alternatives used for this is Salvia
officinalis, recognized as antibacterial, antifungal and astringent; in addition, due to its low cost, it represents an effective and
accessible alternative for a large part of the population. Objective: To evaluate the effectiveness of Salvia Officinalis mouthwash on
the reduction of Streptococcus mutans. Material and methods: The present study is an experimental research design, of a relational
level with a prospective data collection planning, cross-sectional and analytical. A strain of Streptococcus mutans (ATCC 25175),
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and Salvia officinalis rinse at 5, 10, and 100% were used. The extract was obtained by ethanoic extraction and then pass to an
evaporative phase. Chlorhexidine at 0.12% was used as a positive control and distilled water as a negative control. For the hypo-
thesis test, the ANOVA tests and Sidak's multiple comparisons were applied to determine if there were differences between pairs of
treatments. Results: When comparing each treatment with the negative control, there are significant differences (p < 0.05) so that the
three concentrations of the Salvia officinalis mouthwash present an inhibitory effect. When comparing each rinse with the positive
control (p < 0.05), the effect of this at its different concentrations does not equal the values of 0.12% chlorhexidine. Conclusions:
Salvia officinalis mouthwash has an inhibitory effect on Streptococcus mutans bacteria, so it could be used as a complement to

conventional plaque control methods against dental caries.

Key words: Salvia officinalis rinse, Streptococcus mutans, caries.

INTRODUCCION

La caries dental es el principal padecimiento odontologico en
el mundo y afecta entre el 95 y 99% de la poblacion mundial,
esta presente tanto en paises desarrollados como en paises en
vias de desarrollo.! Las bacterias que se relacionan con mayor
frecuencia con el inicio y desarrollo de la caries son: estrep-
tococos del grupo mutans, Lactobacillus sp., y Actinomyces
sp., los cuales pueden ser aislados a partir de placa dental
supra y subgingival, también en saliva.?®

Siendo la placa bacteriana considerada un factor
etiologico para la caries, el autocuidado oral para el control
de la misma es un paso esencial en su prevencion.*® Para
la eliminacion de estas bacterias existen antimicrobianos
(antibacterianos), asi como también los que actian sobre
virus, hongos y parasitos. La medicina natural, a partir de
las plantas y sus propiedades antimicrobianas, recientemente
ha recibido mucha atencion por parte de los cientificos, ya
que presentan actividad antibacteriana capaz de combatir
a agentes patogenos como el Staphylococcus aureus,
Streptococcus mutans y Porphyromonas gingivalis, siempre
que sean consideradas como coadyuvantes de un control
mecanico de la biopelicula por medios fisicos como el
cepillado y el uso de hilo dental.>®

Las plantas han sido empleadas durante miles de afios en
muchas partes del mundo por sus propiedades nutritivas y
medicinales. En los tltimos afios se ha estudiado el efecto en
la salud de los posibles compuestos bioactivos presentes en
las plantas y es posible asegurar que existe mas informacion
sobre sus propiedades funcionales, medicinales y/o toxico-
I6gicas.” Ejemplo de ello es la Salvia officinalis. Diversas
publicaciones han demostrado la efectividad de los preparados
de salvia como antibacteriana, antifungica, antiinflamatoria,
astringente, estimulante y antiperspirante &

La poblacion necesita alternativas de tratamiento de bajo
costo y alto beneficio, siendo accesible a las clases mas po-
pulares para el tratamiento de lesiones bucales. Es por estos
antecedentes que en el presente trabajo de investigacion se
comprobara la eficacia antibacteriana de un enjuague bucal
claborado a base de extracto de salvia (Salvia officinalis),
frente al Streptococcus mutans.

MATERIAL Y METODOS

El presente estudio trata de un disefio de investigacion
experimental, de un nivel relacional con una planificacion de
toma de datos prospectiva, transversal y analitica. Se utilizd
la cepa bacteriana identificada ATTC® 25175™ Streptococcus
mutans adquirida en el Centro de Microbiologia Aplicada S.A.
de C.V., Guadalajara, Jal., México. Se llevo acabo la elaboracion
del extracto y el enjuague de Salvia officinalis a diferentes
concentraciones en el laboratorio de biotecnologia y bioenergia
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad
Autéonoma de Coahuila, Torre6n, Coah., México, durante el
periodo agosto-septiembre de 2020.

Para preparar el extracto, la presente investigacion se baso
en el estudio hecho por Beheshti-Rouy y col.** en 2015 “The
antibacterial effect of sage extract (Salvia officinalis) mouthwash
against Streptococcus mutans in dental plaque: a randomized
clinical trial”. Se cortaron en trozos pequefos las hojas de
la planta Salvia officinalis, la cual fue adquirida en un centro
comercial de Torreon, en el departamento de frutas y verduras;
se dejaron macerar 50 g de hojas en 1500 ml de disolvente
(50% de agua/50% de etanol [96%]) en un aparato agitador (KJ-
201BD Orbital Shaker) a 90 rpm durante 48 h. Posteriormente,
la solucion obtenida fue filtrada en papel filtro y en membrana
de nylon con porosidad de 5 um y se transfirié a un aparato
termoagitador magnético para separar el disolvente del extracto.
Se prepard el enjuague bucal de salvia al 5% (5 ml de extracto en
95 ml de agua destilada), al 10% (10 ml de extracto en 90 ml de
agua destilada) y al 100% (100 ml de extracto puro), cada uno
fue vertido en un contenedor para su almacenamiento.

Para la preparacion de la suspension bacteriana la cepa
bacteriana identificada ATTC® 25175™ Streptococcus mutans
fue resuspendida en 5 ml de medio infusion cerebro corazén
(BHI), se incub6 a 37 °C 'y 200 rpm hasta alcanzar una densidad
optica (OD) de 0.5.

Una vez obtenido el enjuague de Salvia officinalis a sus
diferentes concentraciones y preparada la suspension bacteriana,
se procedi6 a la evaluacion del potencial antibacteriano del
enjuague de Salvia officinalis, el cual se realizo por el método
de difusion en pozos; se emplearon placas con 25 ml de medio
de cultivo agar BHI a la mitad de la fuerza, donde se agregaron
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100 pL de una suspension de Streptococcus mutans con una OD
de 0.5. Posteriormente, se hicieron cinco pozos en el medio de
cultivo; tres para las diferentes concentraciones del enjuague
de Salvia officinalis, uno para el control positivo (clorhexidina
al 0.12%) y uno para el control negativo (agua destilada). En
cada pozo se depositaron 70 pL de la solucion correspondiente,
tras lo cual las placas inoculadas fueron refrigeradas a 4 °C
por tres horas para su difusion e incubadas a 37 °C por 24
y 48 h. Transcurrido el tiempo de incubacion la actividad
antibacteriana se detectd por la presencia de una zona clara
de inhibicion alrededor del pozo y estos halos fueron medidos
con un vernier. Se realizaron cuatro repeticiones para obtener
menos variaciones.

El seguimiento rutinario del crecimiento bacteriano se
efectud por turbidimetria, en un espectrofotémetro, la referencia
utilizada fue en todos los casos el mismo medio de cultivo.

En matraces de 250 ml, que seran llamados reactores, se
agregaron 50 ml de medio liquido BHI por cada tratamiento.
Seguidamente, fueron incubados con 100 pL de un preinoculo
de solucion de células de Streptococcus mutans, cada hora se
tomaron 750 pL de muestra y se vertieron en celdillas para
medir su OD en el espectrofotometro por un periodo de 24 h.

Para el analisis estadistico los resultados de las mediciones
hechas en el laboratorio se registraron en una hoja de Excel V.
2016 (Microsoft, Inc, Redmond, Wash), luego se exporto al
programa GraphPad Prism® version 8 (software GraphPad, La
Jolla, California, EE.UU.). Para la prueba de hipotesis se aplico
la prueba de ANOVA, luego se hicieron las comparaciones
multiples para determinar si existen diferencias entre pares
de tratamientos. Ademas, se calculo la estadistica descriptiva:
media y desviacion estandar.

RESULTADQOS

La mediay desviacion estandar de los halos de inhibicion para
cada tratamiento y el control positivo tomando en cuenta las
cuatro repeticiones realizadas en el experimento se observan en
el cuadro y figura 1. El promedio con el valor méas elevado es
para la clorhexidina comercial (control positivo) a las 48 h con
un halo de inhibicién de 30.64 mm seguido por el enjuague de
Salvia officinalis al 100% a las 48 h con un halo de inhibicion
de 19.43 mm, teniendo el valor mas bajo el enjuague al 5% a
las 24 h dentro de los reactivos de inhibicion con un halo de
13.74 mm. Ademas, se observa que el tiempo tiene efecto en
la variable de respuesta.

Cuadro 1. ANOVA de los halos de inhibicién a las 24 y 48 horas.

v

Estableciendo que:

H,: no existe efecto inhibitorio

H,: al menos existe un grupo que presenta efecto inhibitorio

En el cuadro 1 se reporta el p valor que es < 0.05, por lo
tanto, se rechaza la hipotesis nula y se concluye que al menos
en un tratamiento existe un efecto inhibitorio. Para determinar
cudl del tratamiento presenta efecto inhibitorio se empleo el
método de comparaciones multiples Sidak incluyendo aqui
el control negativo (agua destilada).

Se hizo una comparacion multiple entre los tratamientos,
y los resultados se muestran en los cuadros 2 y 3. De acuerdo
con el P valor existen diferencias significativas entre todas
las variables analizadas, incluyendo los controles positivo y
negativo.

Debido a que el p valor es < 0.05 comparando cada trata-
miento con el control negativo (agua destilada) existen dife-
rencias significativas, por lo que las tres concentraciones del
enjuague de Salvia officinalis presentan un efecto inhibitorio.

Finalmente, se compar6 cada enjuague con el control po-
sitivo (clorhexidina) y el valor p < 0.05, lo cual indica que el
efecto de este enjuague en sus diferentes concentraciones no
iguala los valores de la clorhexidina al 0.12%.

Adicionalmente, se analizaron las curvas de crecimiento
bacteriano midiendo la OD en el espectrofotémetro con los
enjuagues a sus diferentes concentraciones, asi como los
controles positivo y negativo durante 24 h y los resultados
se sefialan en la figura 2.

W Enjuague al 5% W Enjuague al 100%
W Clorhexidina @ Agua destilada

A0 e R

B Enjuague al 10%

Media diametro de halo de inhibicion

Tiempo (horas)

Figura 1. Halos de inhibicion en diferentes condiciones.

Tiempo Enjuague al 5% Enjuague al 10% Enjuague al 100%  Clorhexidina comercial Valor P
24 h 13.74 + 0.37 16.20 £ 0.75 18.24 + 0.65 28.70+ 14 0.0001
48 h 15.28 + 0.39 17.25 + 0.39 19.43 £ 0.76 30.64 +0.18
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Todas las concentraciones analizadas del enjuague de Sal-
via officinalis ejercen efecto en el crecimiento de la bacteria
Streptococcus mutans 'y a mayor concentracion mayor efecto
antibacteriano, graficamente se observa que la clorhexidina
comercial impide el crecimiento de la bacteria desde la primera
hora y permanece constante hasta las 24 h. Con los enjuagues
a sus diferentes concentraciones se observa que el crecimiento
ocurre de una forma mas lenta conforme avanza el tiempo
medido en horas, y el enjuague de Salvia officinalis al 100%
es el mas eficiente de estos.

DISCUSION

Para la presente investigacion se utilizéo como control negativo
el agua destilada, la cual no formé halo inhibitorio en ninguno
de los ensayos, manteniéndose constante de 0 mm, lo que ga-
rantiza la siembra bacteriana y que la formacion de los halos
inhibitorios alrededor de los pozos llenados con el enjuague
de Salvia officinalis en sus diferentes concentraciones fueron
formados por esta sustancia.

Existen pocos estudios de Salvia officinalis en los que
se analice como agente antibacteriano contra Streptococcus
mutans; sin embargo, se han reportado numerosas investi-
gaciones en donde se analizan sus diversas propiedades.!>

Marin G.* (2016) comprobo la eficacia de los extractos
acuosos al 100% de Salvia officinalis (salvia), Rosmarinus offi-
cinalis (romero) y de salvia con romero sobre el Streptococcus
mutans in vitro. En la accion bacteriana del extracto acuoso
de Salvia officinalis al 100% sobre Streptococcus mutans,
existe una diferencia en las medias a las 24 y 48 h siendo de
12.65 y 15.35 mm, respectivamente; mientras que el romero
al 100% a las 24 y 48 h (6.15 = 6.15) y en el caso de romero
mas salvia 100% sus medias a 24 y 48 h (12.60 a 15.40). En
este estudio se concluye que el extracto acuoso de salvia al
100% fue mejor bactericida combinado con el romero. Los
resultados del extracto acuoso de Salvia officinalis al 100%

Cuadro 2. Comparacion multiple Sidak a 24 horas.
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en dicha investigacion coinciden con los del presente estudio
al probar que existe un efecto del extracto sobre la bacteria de
Streptococcus mutans; no obstante, nuestro enjuague al 100%
mostré un halo de inhibicién mayor (18.24 y 19.43 mm) al
reportado en este estudio, también se concluyé en la presente
que el factor tiempo si tiene efecto en la variable de respuesta.

Hmeem Al-Lamy y col.® (2012) en su investigacion “An-
tibacterial efficiency of Salvia officinalis extracts and their
effect on growth, adherence and acid production of oral Mu-
tans Streptococci” compararon las propiedades anticaridgenas
del extracto de salvia acuosa y alcohdlica sobre la principal
bacteria cariogénica en la cavidad oral (Streptococcus mu-
tans); en este estudio, los Streptococcus mutans se aislaron
de la saliva de estudiantes de odontologia de entre 21-23
aflos de edad. Estas bacterias fueron aisladas, purificadas y
diagnosticadas segun pruebas morfoldgicas, caracteristicas y

O OD: Agua destilada/
sin tratamiento

O OD: Enjuague al 5%

® OD: Enjuague al 10% o
< 0D: Clorhexidina

. comercial
A OD: Enjuague al 100%
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Figura 2. Curvas de crecimiento de Streptococcus mutans en
diferentes condiciones con enjuague de extracto de salvia.

Cuadro 3. Comparacion maltiple Sidak a 48 horas.

Tratamientos a 24 h P valor

Enjuague al 5% vs. enjuague al 10% 0.0002
Enjuague al 5% vs. enjuague al 100% < 0.0001
Enjuague al 5% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 5% vs. agua destilada < 0.0001
Enjuague al 10% vs. enjuague al 100% 0.0021
Enjuague al 10% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 10% vs. agua destilada <0.0001
Enjuague al 100% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 100% vs. agua destilada < 0.0001
Clorhexidina vs. agua destilada < 0.0001

Tratamientos a 48 h P valor

Enjuague al 5% vs. enjuague al 10% 0.0032
Enjuague al 5% vs. enjuague al 100% < 0.0001
Enjuague al 5% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 5% vs. agua destilada < 0.0001
Enjuague al 10% vs. enjuague al 100% 0.0010
Enjuague al 10% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 10% vs. agua destilada < 0.0001
Enjuague al 100% vs. clorhexidina < 0.0001
Enjuague al 100% vs. agua destilada < 0.0001
Clorhexidina vs. agua destilada < 0.0001
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bioquimicas. Mediante la técnica de difusion en agar mostro
que los extractos de salvia (acuosa y alcoholica) inhibian
el crecimiento de Streptococcus mutans, y el diametro de
la zona de inhibicién aumentaba a medida que aumentaba
la concentracion de extracto de salvia coincidiendo estos
resultados con los de la presente investigacion en donde se
observa que la concentracion del enjuague tiene efecto en la
variable de respuesta.

A pesar de que en este estudio ninguna de las concentra-
ciones utilizadas del enjuague de Salvia officinalis tiene un
efecto igual o mayor al de la clorhexidina al 0.12%, es co-
nocido que esta ultima tiene efectos adversos al ser utilizada
de manera rutinaria.®

CONCLUSION

El enjuague bucal de Salvia officinalis tiene efecto inhibitorio
sobre la bacteria de Streptococcus mutans, por lo que se podria
utilizar como complemento de los métodos convencionales
de control de la placa contra la caries dental. De los resul-
tados mostrados se concluye que tanto el enjuague como el
tiempo tienen efecto sobre la variable de respuesta. Aunque la
clorhexidina tiene un papel comprobado en la reduccion de la
acumulacion de placay los niveles de Streptococcus mutans,
la tincidn de los dientes es el principal factor limitante para
su uso diario, al igual que la pérdida de gusto y sensacion de
quemazon en la cavidad oral. El enjuague bucal de Salvia
officinalis al 100% fue el més efectivo ante la inhibicion de
Streptococcus mutans,; Sin embargo, las tres concentraciones
analizadas mostraron resultados positivos en cuanto al halo
de inhibicion.

Se recomienda realizar mas estudios que comparen el
efecto del enjuague bucal de Salvia officinalis con los en-
juagues bucales estandar de oro, ademas de analizarlo sobre
otros patogenos de la microflora oral. Se recomienda también
extrapolar esta investigacion hacia una aplicacion clinica
debido a los resultados satisfactorios obtenidos; el siguiente
paso es disefiar investigaciones mas complejas, pruebas in
vivo y clinicas para examinar el papel de Salvia officinalis
en formulaciones de productos comerciales para practica
médica y dental.

Considerando las limitaciones del presente estudio, se
concluyé que el enjuague bucal de Salvia officinalis ejerce
una accion antibacteriana contra Streptococcus mutans y
puede considerarse una alternativa para desarrollar agentes
antimicrobianos novedosos y efectivos contra la caries dental.
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