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Introducción

El microbioma oral representa la segunda comuni-

dad microbiana más importante en humanos después 

de la del tubo digestivo. En concreto, más de 6.000 

millones de bacterias pertenecientes a unas 700 espe-

cies diferentes coexisten en la cavidad oral1. En per-

sonas sanas, los microorganismos de la cavidad oral 

se encuentran en un estado de equilibrio, llevando a 

cabo funciones indispensables para preservar la salud 

del hospedador2. La gran mayoría de las bacterias 

orales son comensales, y llevan a cabo un papel clave 

previniendo la proliferación de microorganismos pató-

genos1. Una disminución de las bacterias nativas por 

factores extrínsecos e intrínsecos puede dar lugar a 

una disbiosis del microbioma oral. Este proceso puede 

desencadenar la aparición de enfermedades orales 

tales como caries, gingivitis o periodontitis3.

Los colutorios se usan para prevenir y tratar enfer-

medades orales, y entre otros compuestos, llevan 

agentes antimicrobianos dirigidos a reducir la carga 

de bacterias patógenas implicadas en la formación 

de la placa dental y en el sangrado por gingivitis4. Los 

agentes antimicrobianos utilizados con mayor 
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Introducción: El uso de agentes antimicrobianos en coluto-
rios orales puede desencadenar cambios en los microbio-
mas orales. Como alternativa a estos, se están empleando 
otros compuestos con capacidades antimicrobianas como 
el o-cymen-5-ol. El objetivo del presente estudio fue deter-
minar su efecto en el microbioma oral.
Métodos: Se administró un colutorio con o-cymen-5-ol y 
cloruro de zinc a un grupo de voluntarios (n=51) durante 14 
días y un segundo grupo de voluntarios (n=49) recibió un 
colutorio placebo. Se analizó la evolución del microbioma 
oral (zona subgingival) de los voluntarios de ambos grupos 
mediante metataxonomía.
Resultados: El colutorio con o-cymen-5-ol y cloruro de zinc 
no afectó significativamente al microbioma oral de los vol-
untarios. Además, se redujo la presencia de diversos grupos 
taxonómicos bacterianos potencialmente patógenos en los 
voluntarios tratados con el colutorio, como son los géneros 
Prevotella y Actinomyces, entre otros. Asimismo, el colutorio 
promovió la abundancia del género Rothia, beneficioso para 
la salud oral.
Conclusiones: La combinación de o-cymen-5-ol y cloruro de 
zinc es eficaz a la hora de inhibir ciertos patógenos orales, 
sin alterar el resto del microbioma. Este es el primer estudio 
en que se ha evaluado la efectividad de un colutorio de estas 
características en personas sanas.

Palabras clave: colutorio, cymen-5-ol, cloruro de zinc, 
patógenos, microbioma

Abstract

Introduction: The use of antimicrobial agents in oral 
mouthwashes can trigger changes in oral microbiomes. As 
an alternative to these, other compounds with antimicrobial 
capacities such as o-cymen-5-ol are being used. The aim 
of the present study was to determine its effect on the oral 
microbiome.
Methods: A mouthwash with o-cymen-5-ol and zinc chloride 
was administered to one group of volunteers (n=51) for 14 
days and a second group of volunteers (n=49) received a 
placebo mouthwash. The evolution of the oral microbiome 
(subgingival zone) of the volunteers in both groups was 
analyzed by metataxonomy.
Results: The mouthwash with o-cymen-5-ol and zinc chlo-
ride did not significantly affect the oral microbiome of the 
volunteers. In addition, the presence of several potentially 
pathogenic bacterial taxonomic groups was reduced in the 
volunteers treated with the mouthwash, such as the genera 
Prevotella and Actinomyces, among others. In addition, the 
mouthwash promoted the abundance of the genus Rothia, 
which is beneficial for oral health. 
Conclusions: The combination of o-cymen-5-ol and zinc 
chloride is effective in inhibiting certain oral pathogens 
without altering the rest of the microbiome. This is the first 
study to evaluate the effectiveness of such a mouthwash in 
healthy individuals.
Ique volum inis ut eu?

Key words: mouthwash, cymen-5-ol, zinc chloride, patho-
gens, microbiome.
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frecuencia son de origen sintético, destacando 

la clorhexidina, el cloruro de cetilpiridinio y el triclo-

sán. Sin embargo, en los últimos años está ganando 

protagonismo el uso de colutorios formulados con 

agentes antimicrobianos obtenidos a partir de plantas 

medicinales, debido fundamentalmente a los posibles 

efectos secundarios que presentan estos compuestos 

de origen sintético5. El O-cymen-5-OL es un compues-

to fenólico obtenido de a partir de aceites esenciales 

procedentes de plantas como el tomillo o el orégano, 

que destaca por sus propiedades antibacterianas fren-

te a un amplio espectro de microorganismos. Diversos 

estudios han demostrado que su utilización en com-

binación con cloruro de zinc evitaba la proliferación 

de bacterias patógenas y, por ende, la aparición de las 

mencionadas patologías bucales, además de prevenir 

la halitosis, el sangrado gingival, la formación de placa 

y la erosión dental6,7,8. Sin embargo, hasta la fecha no 

se ha evaluado el efecto directo que ejercen ambos 

productos sobre el microbioma oral en su conjunto, no 

solo frente a potenciales microorganismos patógenos, 

sino también frente a las bacterias comensales, piezas 

clave para mantener la homeostasis oral. 

En el presente estudio se han analizado los efectos de 

un colutorio formulado con O-cymen-5-OL y cloru-

ro de zinc sobre el microbioma oral de la zona sub-

gingival de personas sanas, con el fin de determinar 

si alteraba o no la estructura del microbioma nativo, 

inhibiendo de manera específica a microorganismos 

potencialmente patógenos.

Métodos

Diseño experimental del estudio
El objetivo del estudio fue analizar el efecto de admi-

nistrar durante 14 días un colutorio cuyos principios 

activos eran el O-cymen-5-OL y cloruro de zinc 

sobre el microbioma oral de un grupo de volunta-

rios sanos. El estudio tuvo lugar entre el 11 y el 26 de 

noviembre de 2021, y se siguieron las pautas gene-

rales definidas por Zurko Research SL para ensayos 

en humanos (Structure and Content of Clinical Study 
Reports from ICH Harmonised Tripartite Guideline, 

ICH Buenas Prácticas Clínicas; Guideline for good cli-
nical practice E6 [R2] of June 14th 2017, EMA/CHMP/

ICH/135/1995 of May 1st 1996, European Parliament 
and Council Guideline 2001/20/CE of May 1st 2001), 

así como los principios éticos establecidos en la últi-

ma edición de la Declaración de Helsinki. Todos los 

participantes fueron informados previamente sobre 

la finalidad del estudio y los procedimientos a seguir, 

firmando un consentimiento informado para su inclu-

sión en el estudio.

Conjunto de voluntarios y toma de muestras biológicas
El estudio se realizó en 100 voluntarios sanos de 

entre 18 y 65 años de ambos sexos, que cumplían 

los requisitos de inclusión y exclusión definidos para 

el estudio, dirigidos a asegurar el buen estado de 

salud de los participantes. Se llevó a cabo un ensa-

yo aleatorizado, doble ciego, donde se definieron 

dos grupos de estudio: uno denominado “colutorio”, 

compuesto por 51 voluntarios a los que se le admi-

nistró el colutorio formulado con O-cymen-5-OL y 

cloruro de zinc; y otro grupo denominado “place-

bo”, compuesto por 49 voluntarios, cuyo tratamiento  

consistió en agua destilada estéril. La pauta de admi-

nistración consistió en dos enjuagues diarios de 1 minu-

to de duración (15 ml) con el colutorio o el placebo, 

según grupo asignado, durante 14 días consecutivos. 

Los enjuagues se realizaron tras el cepillado de dientes 

después de cada comida y cena, evitando la ingesta de 

comida durante los 15 minutos posteriores tras el enjua-

gue. Los voluntarios no utilizaron a lo largo del estudio 

ningún otro colutorio complementario que pudiera 

enmascarar el efecto del colutorio objeto de estudio, 

y siguieron utilizando la pasta de dentífrica que utiliza-

ban antes del estudio para descartar efectos colaterales 

por el cambio de la de pasta dentífrica. Para analizar 

el microbioma oral, se tomaron muestras de la región 

subgingival de los voluntarios antes de iniciar el trata-

miento (tiempo 0) y cuando este finalizó a los 14 días 

(tiempo final). La toma de muestras se realizó utilizan-

do un kit de muestreo basado en un hisopo estéril de 

punta fina, estéril y libre de material genético y de enzi-

mas hidrolíticas. Tras la toma de muestra, los hisopos 

fueron introducidos en criotubos rellenos de una solu-

ción estabilizadora dirigida a preservar el ADN meta-

genómico, criopreservando los tubos a -20 °C hasta su 

procesamiento en el laboratorio. 

Extracción de ADN y análisis bioinformático
La extracción del material genético se realizó con el kit 

Dneasy PowerSoil (QIAGEN). El uso de un kit comercial 

de extracción de ADN permitió reducir la variabilidad 

experimental y asegurar una concentración de ADN 

e integridad óptima. Una vez extraído el ADN, este se 

cuantificó mediante la tecnología Qubit dsDNA High 
Sensitivity (Invitrogen, CA, USA).

Para estudiar analizar el perfil taxonómico de la comu-

nidad microbiana presente en la zona subgingival de 

los voluntarios, se amplificó por PCR la región hiperva-

riable V3-4 del gen ribosomal 16S presente en el ADN 

metagenómico. Las librerías NextSeq de Illumina se 

construyeron usando los siguientes cebadores: 5' - TCG 

TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG AGA CAG CCT 

ACG GGN GGC WGC AG – 3' (forward) y 5' - GTC 
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TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA 

GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C - 3' (reverse)9. La 

preparación de las librerías se realizó según el proto-

colo estándar de Illumina. Los amplicones fueron pos-

teriormente secuenciados mediante la plataforma 

Illumina MiSeq (2x300 bp). La descripción completa 

del protocolo de amplificación y preparación de libre-

rías se puede encontrar en Satari et al.10. Las secuen-

cias brutas generadas por Illumina fueron importadas 

a la herramienta bioinformática Qiime211 para llevar 

a cabo un proceso inicial de control de calidad de las 

secuencias con DADA2. La asignación taxonómica de 

cada amplicon sequence variant (ASV), definidas a una 

similitud de secuencia del 99,9% de similitud, se realizó 

utilizando el módulo classify-Sklearn en combinación 

de la base de datos SILVA v13812. Las secuencias asig-

nadas a cloroplastos, mitocondrias y especies eucario-

tas no fueron incluidas en el análisis. Los análisis de alfa 

diversidad (riqueza de taxones bacterianos y diversidad 

de Shannon) y beta diversidad de las comunidades 

bacterianas fueron realizados empleando el paquete 

Phyloseq13 y Vegan14 implementados en la plataforma R. 

Para comparar los valores de alfa diversidad y las abun-

dancias relativas de los taxones entre tiempo inicial y 

final dentro de cada grupo se empleó la prueba de ran-

gos de Wilcoxon para datos pareados con corrección 

de Bonferroni. Por otro lado, para determinar la exis-

tencia o no de diferencias significativas a nivel de beta 

diversidad se empleó la prueba PERMANOVA (análisis 

de permutaciones sobre las matrices de distancia). Se 

consideraron diferencias estadísticamente significativas 

aquellas con un p-valor inferior a 0,05. Todos estos aná-

lisis se realizaron usando la versión 

de R 3.6.3 (www.r-project.org).

Resultados y discusión

El uso de agentes antimicrobia-

nos de origen vegetal como el 

O-cymen-5-OL para el cuidado 

bucal ha cobrado importancia en 

los últimos años, postulándose 

como una alternativa novedosa 

al uso de compuestos antisépti-

cos más convencionales con son 

la clorhexidina y el triclosán. Recientemente, se ha 

demostrado que el O-cymen-5-OL ayuda a reducir la 

inflamación gingival, el desarrollo de placa y el sangra-

do de las encías8,15. Dado su potencial antimicrobiano, 

evita la aparición de enfermedades periodontales pro-

vocadas por patógenos bacterianos orales16, así como 

el desarrollo de halitosis17. El O-cymen-5-OL posee un 

efecto anticaries más potente que otros compuestos 

convencionales como son la clorhexidina y el dióxido 

de cloro18 y, a su vez, presenta una mayor capacidad 

de penetración en los biofilms microbianos en com-

paración con el triclosán o cloruro de cetilpiridinio, lo 

que se traduce en una mejor eficacia antibacteriana19. 

Así pues, en los últimos años, la formulación de colu-

torios con o-cymen-5-ol en combinación con cloruro 

de zinc está resultando ser una alternativa al empleo 

de compuestos antimicrobianos de origen sintético. 

Aunque se sabe de las propiedades antimicrobianas 

del O-cymen-5-OL en combinación con cloruro de 

zinc frente a patógenos concretos, hasta la fecha se 

desconoce su efecto sobre el conjunto del microbioma 

oral en personas sanas. Es de gran importancia com-

probar que su uso no provoca cambios importantes 

en la comunidad bacteriana de la boca sana, ya que 

una alteración del microbioma por el uso de un agente 

antimicrobiano no selectivo podría desencadenar una 

disbiosis, incrementándose con ello la probabilidad del 

desarrollo de patologías orales. 

Nuestros resultados demostraron que la utilización 

del O-cymen-5-OL en combinación con cloruro de 

zinc como agentes antisépticos no altera ni la riqueza 

ni la biodiversidad de especies del microbioma 

FIGURA 1.Boxplots mostrando los índices 
de alfa diversidad en cada grupo experi-
mental (placebo y colutorio) a lo largo del 
tratamiento (T0: tiempo inicial; T14: tiempo 
final). En concreto, se muestran los índices 
de riqueza (=observed) e índice de Shannon 
de bacterias clasificadas a un 99.9% de 
similitud del gen ribosomal 16S.
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oral (Figura 1). En concreto, el número de espe-

cies (riqueza) y su diversidad (índice de Shannon) se 

mantuvieron constantes a lo largo del tratamiento 

en ambos grupos de ensayo, tanto en el grupo “pla-

cebo” como en el “colutorio” (p-valor >0.05). Otros 

compuestos antimicrobianos convencionales, como 

la clorhexidina, sí pueden desencadenar una drástica 

disminución en el número y diversidad de especies 

microbianas, dando lugar a una marcada disbiosis20,21. 

Por otro lado, la combinación O-cymen-5-OL y cloru-

ro de zinc tampoco desencadenó una alteración en la  

composición del microbioma oral de los voluntarios 

(Figura 2). El microbioma de los voluntarios tanto 

del grupo “colutorio” como del grupo “placebo” se 

mantuvo constante a lo largo del estudio, observán-

dose solo ligeras perturbaciones al final del estudio 

en grupos taxonómicos concretos (PERMANOVA 

p-valor > 0.05). Los microbiomas orales de los gru-

pos “colutorio” y “placebo” se caracterizaron por pre-

sentar a lo largo del tratamiento una gran abundan-

cia (≈ 60%) de representantes del filo Firmicutes, 

(=Bacillota), seguido de los filos Proteobacteria 

(=Pseudomonadota), Fusobacteriota, Bacteroidota y 

Actinobacteriota (Figura 3). 
Solamente el filo Fusobacteriota presentó diferencias 

significativas tras el uso del colutorio formulado con 

O-cymen-5-OL y cloruro de zinc, viéndose reducida 

su abundancia relativa con respecto al tiempo ini-

cial (Figura 5). El filo Fusobacteriota se ha vincula-

do a pacientes con periodontitis22, e incluye diversos 

microorganimos patógenos como son Leptotrichia y 

Fusobacterium. Otros estudios también han demos-

trado que el O-cymen-5-OL presenta una actividad 

antimicrobiana frente a diferentes especies del 

FIGURA 2.Análisis 
de Coordenadas 

Principales (PCoA) 
basado en distancias 

de Bray-Curtis del 
microbioma oral de 

los voluntarios, agru-
pados por grupo 

experimental  
(placebo y colutorio) 

y tiempo de mues-
treo (T0: tiempo 

inicial; T14:  
tiempo final).

FIGURA 3.Abundancias relativas (%) de los filos bacterianos 

identificados en los grupos de ensayo (placebo y colutorio) y en 

cada punto temporal (T0: tiempo inicial; T14: tiempo final).
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género Fusobacterium, incluyendo F. nuclea-
tum16,18. El género bacteriano más abundante en el 

microbioma de los voluntarios de los grupos “coluto-

rio” y “placebo” resultó ser Streptotococcus, (≈40%), 

seguido de Haemophilus, Veillonella y Gemella (Figura 
4). Aunque en ambos grupos se observó un incremento 

en la abundancia relativa de Streptococcus a lo largo 

del tratamiento, este incremento resultó ser no signifi-

cativo (p-valor > 0.05). Por consiguiente, la gran mayo-

ría de bacterias del microbioma no se vieron afectados 

por el uso del colutorio. Sin embargo, sí se vieron inhibi-

dos varios géneros normalmente asociados con pato-

logía orales.

Uno de los géneros bacterianos que se vieron afecta-

dos por el uso del O-cymen-5-OL y el cloruro de zinc 

fue Tannerella (p-valor = 0.03; Figura 5A). Este género, y 

más concretamente la especie T. forsythia, es un impor-

tante patógeno conocido por provocar enfermedades  

periodontales, además de patologías sistémicas cardio-

vasculares e incluso cáncer de esófago23. De hecho, esta 

especie, junto con Porhyromonas gingivalis y Treponema 
denticola, forma parte del comúnmente llamado “com-

plejo rojo” de las infecciones periodontales. Otra bacte-

ria que se vio afectada negativamente fue Actinomyces 

(p-valor= 0.03; Figura 5A). Este microorganismo forma 

parte del microbioma oral de personas sanas, pero bajo 

ciertas condiciones puede revertir a una fase pató-

gena, iniciando un proceso de inflamación crónica24. 

Estos resultados, en consonancia con estudios previos, 

ponen de manifiesto la actividad antimicrobiana 

FIGURA 4.Abundancias relativas (%) de los 20 géneros más abun-
dantes identificados en los grupos de ensayo (placebo y colutorio) y 
en cada punto temporal (T0: tiempo inicial; T14: tiempo final).

FIGURA 5. 
Boxplots de los 
géneros bacterianos 
que mostraron dife-
rencias estadística-
mente significativas 
en sus abundancias 
relativas (%) de des-
pués del tratamiento 
(*, p-valor < 0.05; 
**, p-valor < 0.01; 
*** p-valor < 0.001). 
A) géneros que 
redujeron su abun-
dancia relativa tras 
el uso del colutorio; 
B) géneros que 
aumentaron su pre-
sencia tras el uso del 
placebo; C) géneros 
que aumentaron su 
presencia tras el uso 
del colutorio.
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del O-cymen-5-OL frente a diferentes especies 

patógenas de Actinomyces, como son A. naeslundii y 

A. viscosus7,19. Otras géneros bacterianos que se vieron 

negativamente afectados por uso del colutorio fueron 

Granulicatella (p-valor < 0.01) y Abiotrophia (p-valor = 

0.02), dos patobiontes de la boca vinculados a endo-

carditis e infecciones pulmonares, oculares y del siste-

ma nervioso central25; Lachnoanaerobaculum (p-valor 

= 0.03), un microorganismo asociado a enfermedades 

periodontales26; y Lautropia (p-valor < 0.01), respon-

sable de la peritonitis asociada a procesos de diálisis27 

(Figura 5A). Por otro lado, Eubacterium, y más con-

cretamente el grupo nodatum, es un microorganismo 

vinculado tradicionalmente con infecciones periodon-

tales28, y Absconditabacteriales (SR1) se asocia con el 

desarrollo de caries29. El análisis taxonómico mostró 

que, mientras que estos dos géneros aumentaron sus 

abundancias a lo largo del tratamiento en el grupo “pla-

cebo” (p-valor igual a 0.03 y 0.04, respectivamente; 

Figura 5B), no lo hicieron en los voluntarios que fueron 

tratados con el colutorio, lo que sugiere que el coluto-

rio puede evitar la proliferación de estos dos grupos 

taxonómicos. Por consiguiente, nuestros resultados 

demuestran que el colutorio formulado con O-cymen-

5-OL en combinación y cloruro de zinc no desenca-

dena una alteración del microbioma oral. Sin embar-

go, si tiene un efecto negativo frente a determinados 

microorganismos potencialmente patógenos. Además, 

el uso del colutorio presentó un efecto positivo frente a 

enfermedades sistémicas. En concreto, sólo en aque-

llos voluntarios tratados con el colutorio se observó 

un aumento significativo de representantes del géne-

ro Rothia (p-valor < 0.05; Figura 5C). Este género se 

caracteriza por ser productor de óxido nítrico, siendo 

por consiguiente beneficioso para controlar la hiperten-

sión y diabetes30.

Conclusiones

En el presente estudio se ha demostrado que la for-

mulación de un colutorio con O-cymen-5-OL y cloruro 

de zinc no modifica el microbioma oral en personas 

sanas. Sin embargo, ha demostrado tener un efecto 

beneficioso al inhibir de manera específica determi-

nados microorganismos patógenos frecuentemente 

relacionados con patologías orales, incluyendo miem-

bros de filo Fusobacteriota y de los géneros Prevotella, 

Actinomyces, Granulicatella, Abiotrophia, Lautropia, 

Lachnoanaerobaculum, Eubacterium (grupo noda-
tum) y Absconditabacteriales (SR1). Además, el uso 

del colutorio fomenta el crecimiento de Rothia, género 

beneficioso para la salud oral y la regulación de la pre-

sión sanguínea y la diabetes. Por tanto, estos resulta-

dos evidencian los beneficios de formular colutorios 

con O-cymen-5-OL y cloruro de zinc, constituyendo 

una alternativa al uso de antimicrobianos convencio-

nales para prevenir patologías orales y mantener el 

microbioma oral saludable. Este es el primer estudio 

en el que se ha evaluado el efecto de un colutorio for-

mulado con O-cymen-5-OL y cloruro de zinc sobre el 

microbioma oral en personas sanas.
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