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Abstract

According to traditional Persian medicine, clove and marjoram have antibacterial
properties. This study investigates their potential synergistic effects against oral
pathogens. Ethanol extracts of clove and marjoram were tested for antimicrobial
activity against Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus
sanguinis, and Candida albicans using minimum inhibitory concentration (MIC),
minimum bactericidal concentration (MBC), time-kill assays, and fractional
inhibitory concentration (FIC) indices. Clove extract demonstrated superior
activity, with MIC/MBC values of 0.52/1 mg/mL for S. mutans, 0.2/1 mg/mL for
S. salivarius and S. sanguinis, and 4/8 mg/mL for C. albicans, outperforming
metronidazole and Persica. Marjoram extract also showed notable activity,
especially against S. salivarius (MIC/MBC: 0.52/2.15 mg/mL). FIC analysis revealed
additive effects for clove-marjoram combinations against S. mutans, S. sanguinis,
and C. albicans, though a reducing effect was observed for S. salivarius. Time-
kill studies confirmed enhanced bactericidal effects at 24 hours compared to
reference treatments. The additive effects of clove and marjoram extracts show
promise as supplementary agents to existing antimicrobial products. Further
research is needed to evaluate their safety and efficacy in vivo.

Resumo

De acordo com a medicina tradicional persa, o cravo e a manjerona tém
propriedades antibacterianas. Este estudo investiga os seus potenciais
efeitos sinérgicos contra agentes patogénicos orais. Os extratos etandlicos
de cravo e manjerona foram testados quanto a atividade antimicrobiana
contra Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Streptococcus sanguinis e
Candida albicans utilizando concentracao inibitéria minima (CIM), concentracéo
bactericida minima (CBM), ensaios de tempo de eliminacdo e indices de
concentracao inibitéria fracionada (CIF). O extrato de cravo demonstrou uma
atividade superior, com valores de CIM/MBC de 0,52/1 mg/mL para S. mutans,
0,2/1 mg/mL para S. salivarius e S. sanguinis, e 4/8 mg/mL para C. albicans,
superando o metronidazol e o Persica. O extrato de manjerona também
apresentou uma atividade notavel, especialmente contra S. salivarius (MIC/MBC:
0,52/2,15 mg/mL). A andlise FIC revelou efeitos aditivos para as combinacgdes
cravo-manjerona contra S. mutans, S. sanguinis e C. albicans, embora tenha
sido observado um efeito redutor para S. salivarius. Os estudos de eliminacdo
temporal confirmaram efeitos bactericidas melhorados em 24 horas em
comparacao com os tratamentos de referéncia. Os efeitos aditivos dos extratos
de cravo e manjerona mostram-se promissores como agentes suplementares
aos produtos antimicrobianos existentes. Mais investigacdo é necessaria para
avaliar a sua seguranca e eficacia in vivo.
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Introduction

Alarming statistics reveal that more than two million
individuals suffer from infections associated with
antimicrobial resistance annually. Projections indicate
that by the year 2050, the global mortality rate for
these types of infections is expected to escalate to
a staggering 10 million deaths per year (1). Dental
caries and periodontitis, which are prevalent oral
ailments, are primarily caused by bacterial infection
and the development of dental plaque (2). The
microbial pathogens present in food can lead to
spoilage and contribute to the incidence of foodborne
diseases. Furthermore, the rapid emergence of
resistant bacteria, such as Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa,
has significantly increased, resulting in elevated
morbidity and mortality levels (3). To combat these
infectious diseases, corrective treatment methods
involve the reduction and/or elimination of bacterial
accumulations in the retentive sites on the occlusal
surfaces and between teeth. This is typically achieved
through daily tooth brushing and regular dental
cleanings or prophylaxis procedures (4-7).

Given these pressing concerns, there is a dire need
to explore additional avenues to discover natural
antibacterialagentsthatpossessboth safetyforhuman
use and specificity in targeting oral pathogens (8).
The decline in the research and development of novel
antibacterial agents, which can impede the growth of
antibiotic-resistant disease-causing microorganisms
such as S. aureus, exacerbates the ever-increasing
problem of antibiotic resistance (9). Furthermore, it is
important to note that several chemical disinfectants
may potentially pose significant risks to human health
and the environment due to their toxic and noxious
properties (10-12)

Recently, natural products have been more
extensively investigated as promising candidates
for preventing oral diseases, particularly those
associated with plaque, such as dental caries (13-
16). Edible, medicinal, and herbal plants and spices
like oregano, rosemary, thyme, sage, basil, turmeric,
ginger, garlic, nutmeg, clove, mace, savoury, and
fennel have demonstrated successful utilization,
either independently or in combination with other

Introducao

Estatisticas alarmantes revelam que mais de dois
milhdes de individuos sofrem de infecdes associadas a
resisténcia antimicrobiana anualmente. As projeccoes
indicam que, até 2050, a taxa de mortalidade global
por estes tipos de infecdes deverd aumentar para uns
impressionantes 10 milhdes de mortes por ano (1).
A carie dentdria e a periodontite, que sao doencas
orais prevalentes, sao causadas principalmente por
infecao bacteriana e pelo desenvolvimento de placa
bacteriana (2). Os agentes patogénicos microbianos
presentes nos alimentos podem causar deterioracao
e contribuir para a incidéncia de doencas transmitidas
por alimentos. Além disso, o rapido aparecimento de
bactérias resistentes, como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, aumentou
significativamente, resultando em niveis elevados
de morbilidade e mortalidade (3). Para combater
estas doencas infeciosas, os métodos de tratamento
corretivo envolvem a reducao e/ou eliminacao de
acumulacdes bacterianas nos locais de retencao
nas superficies oclusais e entre os dentes. Isto é
geralmente conseguido através da escovagem didria
dos dentes e de limpezas dentérias regulares ou
procedimentos de profilaxia (4-7).

Dadas estas preocupacdes urgentes, existe uma
necessidade extrema de explorar caminhos adicionais
para descobrir agentes antibacterianos naturais que
possuam seguranca para usohumano eespecificidade
no combate a agentes patogénicos orais (8). O
declinio na investigacdo e desenvolvimento de
novos agentes antibacterianos, que podem impedir
o crescimento de microrganismos causadores de
doencas resistentes aos antibidticos, como 0 S. aureus,
agrava o problema cada vez maior da resisténcia aos
antibidticos (9). Além disso, é importante referir que
varios desinfetantes quimicos podem representar
riscos significativos para a saude humana e para
o ambiente devido as suas propriedades tdxicas e
nocivas (10-12).

Recentemente, os produtos naturais tém sido
mais amplamente investigados como candidatos
promissores para a prevencao de doencgas orais,
particularmente as associadas a placa bacteriana,
como a carie dentdria (13-16). Plantas comestiveis,
medicinais e herbais e especiarias como orégaos,
alecrim, tomilho, salvia, manjericdo, acafrao,
gengibre, alho, noz-moscada, cravo, macis, segurelha
e funcho demonstraram uma utilizacdo bem-
sucedida, independentemente ou em combinagao
com outros métodos de preservacao (16). Um



preservation methods (16). One such natural product,
clove (Syzygium aromaticum) oil, exhibits remarkable
biological activities, including the ability to act as an
antibacterial, antifungal, insecticidal, and antioxidant
agent, and is traditionally used as a flavouring
agent and antimicrobial substance in food (17,18).
Moreover, clove oil is also used as an antiseptic in oral
infections (19). It has been scientifically documented
that clove oil inhibits the growth of moulds, yeasts,
and bacteria. It is reported that the investigation
and utilization of natural products have enormous
potential in combating microbial resistance and
enhancing public health (20).

In addition to clove, the marjoram is another plant
with many beneficial properties. In traditional
Persian medicine, sweet marjoram (Origanum
majorana) involves dried leaves, leaf extract, and
essential oil to treat various conditions, such as
respiratory and gastrointestinal issues, and their
spasmolytic properties (21). Several studies reported
that marjoram possesses various pharmacological

characteristics, including but not limited to
antioxidant, antibacterial, hepatoprotective,
antiulcer, anticoagulant, anti-inflammatory, and

antifungal activities. Moreover, many studies have
provided evidence of the antibacterial and antifungal
properties exhibited by the extracted compounds
and its constituent terpinen-4-ol against both Gram-
positive and Gram-negative bacteria, as well as
fungal strains, including those that are drug-resistant
in clinical settings (22-24). Based on the available
literature and the recommendation of using cloves
together with marjoram, this study aimed to evaluate
the potential synergistic effects of a clove and
marjoram mixture on some oral pathogens.

Materials and Methods

Plant preparation and identification

Fresh whole marjoram (Origanum vulgare) plant
was collected from the Khizrabad region of Yazd
province and identified by Dr. Mustafa Zare, Assistant
Professor of pharmacognosy at the Yazd Natural
Resources Research Centre, with herbarium code
KHE/Aul31/1400/51. Fresh whole clove (Syzygium
aromaticum) was purchased commercially (Baridge,
Tehran) and identified by Dr. Ebrahim Salimi-Sabour

Synergistic effects of clove and marjoram extracts
Efeitos sinérgicos dos extratos de cravinho e manjerona

destes produtos naturais, o 6leo de cravo (Syzygium
aromaticum), também conhecido por cravinho
ou cravo-da-India, exibe atividades bioldgicas
notdveis, incluindo a capacidade de atuar como
agente antibacteriano, antifingico, inseticida e
antioxidante, sendo tradicionalmente utilizado como
agente aromatizante e substancia antimicrobiana
em alimentos (17,18). Além disso, o éleo de cravo é
também utilizado como antisséptico em infecoes
orais (19). Estd cientificamente documentado que
o0 6leo de cravo inibe o crescimento de fungos,
leveduras e bactérias. E relatado que a investigacido
e utilizacdo de produtos naturais tém um enorme
potencial no combate a resisténcia microbiana e na
melhoria da saude publica (20).

Para além do cravo, a manjerona é outra planta
benéfica com muitas propriedades. Na medicina
tradicional persa, a manjerona doce (Origanum
majorana) envolve folhas secas, extrato de folhas
e 6leo essencial para tratar varias condicdes, como
problemas respiratérios e gastrointestinais, e as
suas propriedades espasmoliticas (21). Varios
estudos tém referido que a manjerona possui uma
série de caracteristicas farmacoldgicas, incluindo,
mas nao se limitando a atividades antioxidantes,
antibacterianas, hepatoprotetoras, antiulcera,
anticoagulante, anti-inflamatdria e antifungica. Além
disso, muitos estudos forneceram evidéncias das
propriedades antibacterianas e antifingicas exibidas
pelos compostos extraidos e pelo seu constituinte
terpinen-4-ol contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, bem como estirpes de fungos, incluindo
aquelas que sdo resistentes a medicamentos em
ambientes clinico (22-24). Com base na literatura
disponivel e na recomendacdo do uso de cravo
juntamente com manjerona, este estudo teve como
objetivo avaliar os potenciais efeitos sinérgicos da
mistura de cravo e manjerona sobre alguns agentes
patogénicos orais.

Material e Métodos

Preparagéo e identificacéo de plantas

A planta (inteira e fresca) de manjerona (Origanum
vulgare) foi recolhida na regido de Khizrabad, na
provincia de Yazd, e identificada pelo Dr. Mustafa Zare,
professor assistente de farmacognosia no Centro
de Investigacao de Recursos Naturais de Yazd, com
o codigo de herbdrio KHE/Aul31/1400/51. O cravo
inteiro fresco (Syzygium aromaticum) foi adquirido
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at the Medicinal Plants Laboratory of the Faculty
of Pharmacy, Bagiyatallah University of Medical
Sciences, Tehran, Iran.

Extraction method

Clove and marjoram were extracted with 70 % ethanol
in a percolator, which was kept at room temperature
for 24 h. The solvents were then separated by
centrifugation, and the extracts were poured into the
crystalliser and placed on a serological heater at 45°C,
yielding 158.7 g and 160.2 g clove and marjoram
extracts, respectively. These extracts were kept at
-18°C until use. All solvents were analytical grade
(Merck, Germany). To prepare for microbial assays,
dried extracts were dissolved in double distilled water
containing a small percentage of Tween 80.

Microbial tests

Bacterial strains, growth media and conditions

The Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus sanguinis and Candida albicans were
used to assay clove and marjoram’s antimicrobial
activity. The cultures were grown in Brain-Heart
Infusion (BHI) broth/agar anaerobically at 37°C for
16-18h. Strains were preserved at —80°C in broth
containing 10% (v/v) glycerol. Bacterial species were
obtained from the National Collection of Industrial
Microorganisms of the Islamic Republic of Iran, and
fungal species were obtained from the Microbiology
Laboratory of the Microbial Research Center of
Bagiyatallah University of Medical Sciences, Tehran,
Iran.

Minimum inhibitory and bactericidal concentrations
(MIC & MBC)

Determining the minimum inhibitory concentrations
(MICs) for clove and marjoram extracts was conducted
using the widely accepted broth dilution method,
performed in triplicate to ensure the accuracy and
reliability of the results. To test the antibacterial
activities, the incubation process was carried out
at 37°C, a standard temperature commonly used
in microbiological studies, for 24 h under strictly
anaerobic conditions, ensuring that the bacteria
were exposed to an oxygen-free environment. MICs
were determined as the concentration at which the
test samples exhibited complete inhibition of visible
growthinthebroth.Followinganaerobicincubation of

no comércio (Baridge, Teerao) e identificado pelo
Dr. Ebrahim Salimi-Sabour no Laboratério de Plantas
Medicinais da Faculdade de Farmacia da Universidade
de Ciéncias Médicas Baqiyatallah, Teerao, Irao.

Método de extrac¢éo

O cravo e a manjerona foram extraidos com etanol
a 70% num coador, que foi mantido a temperatura
ambiente durante 24 h. De sequida, o solvente foi
separado por centrifugacdo, e os extratos foram
vertidos no cristalizador e colocados num aquecedor
serolégico a 45°C para obter 158,7 g e 160,2 g de
extratos de cravo e manjerona, respetivamente, que
foram mantidos a -18°C até a sua utilizacdo. Todos os
solventes eram de grau analitico (Merck, Alemanha).
Para preparar os ensaios microbianos, os extractos
secos foram dissolvidos em agua bidestilada com
uma pequena percentagem de Tween 80.

Testes microbianos

Estirpes bacterianas, meios de crescimento e condicbes

Streptococcus  mutans,  Streptococcus  salivarius,
Streptococcus sanguinis e Candida albicans foram
utilizados para avaliar a atividade antimicrobiana do
cravo e da manjerona. As culturas foram cultivadas
em caldo/dgar de infusdo cérebro-coracdo (BHI)
anaerobicamente a 37°C durante 16-18h. As estirpes
foram preservadas a -80°C em caldo contendo 10%
(v/v)deglicerol. As espécies bacterianas foram obtidas
da Colecdao Nacional de Microrganismos Industriais
da Republica Islamica do Irdo, e as espécies fungicas
foram obtidas do Laboratério de Microbiologia do
Centro de Investigacao Microbiana da Universidade
de Ciéncias Médicas Bagiyatallah, Teerao, Irao.

Concentracées inibitdrias e bactericidas minimas (CIM
& CMB)

A determinacdo das concentracdes inibitorias
minimas (CIMs) para os extratos de cravo e manjerona
foi realizada utilizando o método de diluicdo em caldo
amplamente aceite, cuidadosamente realizado em
triplicado para garantir a precisdo e fiabilidade dos
resultados. Para testar as atividades antibacterianas,
o processo de incubacao foi realizado a 37°C, uma
temperatura padrao habitualmente utilizada em
estudos microbiolégicos, durante 24 horas em
condicdes estritamente anaerdbicas, garantindo
que as bactérias eram expostas a um ambiente livre
de oxigénio. As CIMs foram determinadas como a
concentracdo a qual as amostras de teste exibiram
uma inibicdo completa do crescimento visivel no
caldo. Apds aincubacao anaerdbia das placas de CIMs,



the MICs plates, Minimum Bactericidal Concentrations
(MBCs) were then determined based on the lowest
concentration of both clove and marjoram that
effectively killed 99.9% of the test bacteria. This was
achieved by plating the test bacteria onto each
appropriate agar plate and analysing the results. In
order to accurately compare the sensitivity of the
clove and marjoram extracts to the bacteria tested,
a standard antibiotic, metronidazole, and Persica,
a commercially available natural antimicrobial
oral treatment (extract of S. persica), were used as
reference points to better assess the antibacterial
capabilities of these natural extracts (24).

Fractional inhibitory concentration (FIC)

The checkerboard method was used to obtain extract
combinations’ fractional inhibitory concentration
(FIC) index. The experimental procedure was
conducted on four different microorganisms, namely
C. albicans, S. salivarius, S. sanguinis and S. mutans. The
nutrient broth was used to prepare the dilutions of the
herbal extracts, following the broth dilution method
guidelines mentioned above. When combined, each
antimicrobial agent’s concentration range was from
1/32 times MIC to 4 times the MIC.

Plates consisting of columns and rows of Eppendorf
tubes were used for the experiment. Each tube
oriented vertically was filled with 500 pl of the
corresponding dilution of extract “A”, while the tubes
oriented horizontally were filled with 500 pl of the
corresponding dilution of extract “B". Consequently,
the plate contained numerous concentration
combinations of the two extracts. In the next step,
each tube was inoculated with 100 ul of a bacterial
suspension prepared according to the broth dilution
method mentioned above at a concentration of 108
(CFU/ml).

The plates were then incubated at 37°C for 24 hours.
The FIC was calculated by dividing the MIC of extract
“A” in combination with the MIC of extract “A” alone,
expressed as FICA= (MICA combination / MICA
alone). Similarly, the FIC for extract’B’was determined
by dividing the MIC of extract ‘B’in combination with
the MIC of extract ‘B’ alone, expressed as FICB= (MICB
combination / MICB alone). The FIC index was then
obtained by adding the values of FICA and FICB. The
results were then interpreted as synergy (FIC < 0.5),
addition (0.5 < FIC < 1), indifference (1 < FIC < 4) or
antagonism (FIC > 4).

Synergistic effects of clove and marjoram extracts
Efeitos sinérgicos dos extratos de cravinho e manjerona

foram determinadas as Concentracdes Bactericidas
Minimas (CBMs) com base na menor concentracao
de cravo e manjerona que matou eficazmente uns
impressionantes 99,9% das bactérias de teste. Isto
foi conseguido semeando as bactérias de teste
em cada placa de agar apropriada e analisando
cuidadosamente os resultados. Para comparar com
precisao a sensibilidade dos extractos de cravo e da
manjerona as bactérias testadas, foi utilizado um
antibiético padrao, o metronidazol, e Persica, um
tratamento oral antimicrobiano natural disponivel
no mercado (extrato de S. persica), como pontos
de referéncia para avaliar melhor as capacidades
antibacterianas destes extractos naturais (24).

Concentragdo inibitéria fracionada (CIF)

O método do tabuleiro de xadrez foi utilizado para
obter o indice de concentracao inibitéria fracionada
(CIF) das combinacdes de extratos. O procedimento
experimental foi realizado especificamente em
quatro microrganismos diferentes, nomeadamente
C. albicans, S. salivarius, S. sanguinis e S. mutans. O
caldo nutritivo foi utilizado para preparar as diluicdes
dos extratos de ervas, seguindo as diretrizes do
método de diluicao do caldo acima referidas. Quando
combinados, o intervalo de concentracdo de cada
agente antimicrobiano variou de 1/32 vezes a CIM a
4 vezes a CIM.

Foram utilizadas placas compostas por colunas e
fileiras de tubos Eppendorf para as experiéncias.
Cada tubo foi orientado verticalmente e preenchido
com 500 pl da diluicdao correspondente do extrato “A",
enquanto os tubos orientados horizontalmente foram
preenchidos com 500 ul da diluicao correspondente
do extrato “B". Consequentemente, a placa continha
uma infinidade de combina¢des de concentracdo
dos dois extratos. Na etapa seguinte, cada tubo foi
inoculado com 100 pl de uma suspensao bacteriana
preparada de acordo com o método de diluicao em
caldo acima referido a concentracdo de 108 (UFC/ml).

Seguinte, as placas foram incubadas a 37°C durante
24 horas. O CIF foi calculado através da divisao do CIM
do extrato “A” em combinacao com o CIM do extrato
“A” isolado, expresso como CIFA = (combinacao de
MICA/MICA isolado). Da mesma forma, o CIF para o
extrato ‘B’ foi determinado pela divisao do CIM do
extrato ‘B’ em combinacao com o CIM do extrato
‘B’ sozinho, expresso como CIFB = (combinacao de
MICB/MICB sozinho). O indice CIF foi entao obtido
pela soma dos valores de CIFA e CIFB. Os resultados
foram entao interpretados como sinergia (CIF < 0,5),
adicao (0,5 < CIF < 1), indiferenca (1 < CIF < 4) ou
antagonismo (CIF > 4).
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Time-kill curves

The clove and marjoram extracts’ bactericidal activity
in this study was also evaluated using time-kill curves
on several microorganisms, including C. albicans, S.
salivarius, S. sanguinis and S. mutans. To perform the
evaluation, tubes containing Mueller-Hinton medium
supplemented with antibiotics at the minimum
inhibitory concentration (MIC) were first inoculated
with a suspension of the test strain. The positive
controls of metronidazole and Persica were used at
50 mg/ml and100 mg/ml, respectively. A negative
control (treatment-free) was also included. The final
bacterial counts were between 0.5 x 10° (CFU/mL)
and 6.5 x 105 CFU/mL.

The tubes were then incubated at 37 °C in an
anaerobic chamber. To determine the viability of the
microorganisms, bacterial counts were performed
at several time points, specifically, 0, 0.5, 1, 2, 3, 4,
5, 6, 12 and 24 hours after adding the antimicrobial
agents. These counts were performed on agar plates
incubated in the anaerobic chamber at 37 °C for a
maximum of 48 hours. To minimise the potential
carryover of antibiotics, washes were performed by
centrifugation followed by serial 10-fold dilution in
sterile phosphate-buffered saline at pH 7.3. Colony
counts were performed in duplicate, and the mean of
these counts was calculated.

Statistical analysis

All experiments were independently replicated three
times. The UNIANOVA multivariate variance test using
the SPSS statistical software package (Version 21)
was analysed by the Kolmogorov Smirnov tests to
evaluate the normality of data. P < 0.05 was regarded
as the level of significant difference.

Results

Antibacterial activity

Table 1 shows the antibacterial activities of clove
and marjoram extracts, metronidazole, and Persica
against oral batteries.

Curvas de tempo de eliminacdo

A atividade bactericida dos extratos de cravo e
manjerona neste estudo foi também avaliada através
de curvas tempo-morte em varios microrganismos,
incluindo C. albicans, S. salivarius, S. sanguinis e S.
mutans. Para a realizacdo da avaliacdo, os tubos
contendo meio Mueller-Hinton suplementado com
antibiéticos na concentracao inibitéria minima
(CIM) foram primeiramente inoculados com uma
suspensdo da estirpe teste. Os controlos positivos de
metronidazol e Persica foram utilizados a 50 mg/ml e
100 mg/ml, respetivamente. Foi também incluido um
controlo negativo (sem tratamento). As contagens
bacterianas finais situaram-se entre 0,5 x 10° (UFC/
mL) e 6,5 x 106 UFC/mL.

Os tubos foram depois incubados a 37 °C numa
camara anaerdbica. Para determinar a viabilidade
dos microrganismos, foram realizadas contagens
bacterianas em varios momentos, nomeadamente
0,05,1,2 3,4,5 6,12 e 24 horas ap6s a adicao
dos agentes antimicrobianos. Estas contagens
foram realizadas em placas de agar incubadas em
camara anaerdbia a 37 °C durante um maximo de 48
horas. Para minimizar o potencial de transferéncia
de antibidticos, as lavagens foram realizadas por
centrifugacao seguida de uma diluicao em série de
10 vezes em solucao salina tamponada com fosfato
estéril a pH 7,3. As contagens de coldénias foram
realizadas em duplicado e foi calculada a média
dessas contagens.

Andlise estatistica

Todas as experiéncias foram replicadas trés vezes
de forma independente. O teste de variancia
multivariada UNIANOVA utilizando o pacote de
software estatistico SPSS (versao 21) foi analisado
pelos testes de Kolmogorov Smirnov para avaliar a
normalidade dos dados. P < 0,05 foi considerado o
nivel de diferenca significativa.

Resultados

Atividade antibacteriana

As atividades antibacterianas dos extratos de cravo e
manjerona, metronidazol e Persica contra as baterias
orais sao apresentadas na Tabela 1.
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Table 1 - Antibacterial activity of clove and marjoram extract against oral bacteria (mg/mL).
Tabela 1 - Atividade antibacteriana do extrato de cravo e manjerona contra bactérias orais (mg/mL).

Clove extract / Marjoram extract / Metronidazole / .
- . Persica
Strain / Estirpe Extrato de cravo Extrato de manjerona Metronidazol
MIC/CIM MBC/CMB | MIC/CIM  MBC/CMB | MIC/CIM  MBC/CMB | MIC/CIM MBC/CMB

C. albicans 4 8 12.5 25 0 0 0 0
S. salivarius 0.5 1 6.25 12.5 0.625 1.25 0.625 1.25
S. sanguinis 0.5 1 0.78 1.56 0.625 1.25 0.321 0.625

S. mutans 0.25 1 0.78 1.56 0.078 0.156 0.000 0.001

Table 2 - Antibacterial activity of clove and marjoram extract against oral bacteria (mg/mL).
Tabela 2 - Atividade antibacteriana do extrato de cravo e manjerona contra bactérias orais (mg/mL).

Strain / Estirpe S. mutans

S. sanguinis

S. salivarius C. albicans

FIC/CIF 3.6 24

6.36 2.37

Additive effect

Theresults of the FIC test showed that the combination
of clove and marjoram extracts had an additive effect
on C. albicans, S. mutans and S. sanguinis strains and a
reducing effect on S. salivarius species (Table 2).

Time-killing testing

The results of the Time Kill Testing of clove and
marjoram extracts were based on the number of
colonies counted over 24 hours compared with the
controls on C. albicans species. The vertical column
indicates the number of colonies.

The results showed that the clove and marjoram
extracts were more effective than metronidazole and
Persica extracts on C. albicans species. Our results
showed that the number of C. albicans colonies after
exposure to clove and marjoram extracts reached its
lowest within 8 hours. The extract of clove was more
lethal than marjoram (Figure 1).

For S. salivarius, the number of colonies exposed
to clove and marjoram extracts within 24 hours
decreased significantly compared to metronidazole
and Persica, reaching zero in a shorter time. Exposure
to clove extract decreased the number of S. salivarius
colonies faster than those exposed to marjoram
extract over 24 hours (Figure 2).

Efeito sinérgico

Os resultados do teste CIF mostraram que a
combinagao dos extratos de cravo e manjerona
teve um efeito aditivo nas estirpes de C. albicans,
S. mutans e S. sanguinis e um efeito redutor nas
espécies de S. salivarius (Tabela 2).

Testes de tempo de eliminac¢édo

Os resultados do teste de tempo de eliminacao
dos extratos de cravo e manjerona basearam-se no
numero de colénias contadas ao longo de 24 horas,
em comparacdo com os controlos nas espécies de
C. albicans. A coluna vertical indica o ndumero de
colénias.

Os resultados mostraram que os extratos de cravo e
manjerona tiveram um melhor efeito letal do que os
extratos de metronidazol e Pérsica nas espécies de
C. albicans. Os nossos resultados mostraram que o
numero de colénias de C. albicans ap6s exposicao ao
cravo e a manjerona atingiu o seu nivel mais baixo em
8 horas. O efeito letal do cravo foi mais potente que o
da manjerona (Figura 1).

Para o S. salivarius, o nimero de coldnias expostas
aos extratos de cravo e manjerona em 24 horas
diminuiu significativamente em comparacdo com
o metronidazol e o Persica, atingindo zero num
tempo mais curto. Além disso, o nimero de coldnias
de S. salivarius expostas ao cravo diminuiu mais
rapidamente do que as expostas a manjerona em 24
horas (Figura 2).
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For the S. sanguinis species, the time to reach zero
colony count was faster with clove and marjoram than
metronidazole and Persica at 24 hours. The time to
reach zero was calculated to be 18 hours for clove and
marjoram extracts and 24 hours for metronidazole
and persica (Figure 3).

For the S. mutans species, metronidazole, Persica,
marjoram and clove were almost equally effective in
reducing the number of colonies during the first 8
hours. The speed of reaching zero S. mutans colonies
in 24 hours was faster with exposure to clove and
marjoram compared to persica and metronidazole.
Marjoram and clove had almost the same effect on S.
mutans within 24 hours (Figure 4).

450
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Number of colonies killed (CFU/mL) /
Numero de colénias mortas (UFC/mL)

Para a espécie S. sanguinis, o tempo para atingir a
contagem zero de coldnias foi mais rdpido com cravo
e manjerona do que com metronidazol e Persica em
24 horas. O tempo para atingir o zero foi calculado em
18 horas para os extratos de cravo e manjerona e 24
horas para o metronidazol e pérsica (Figura 3).

Para a espécie S. mutans, o metronidazol, a Persica,
a manjerona e o cravo foram quase igualmente
eficazes na reducao do numero de colénias durante
as primeiras 8 horas. A velocidade de atingir zero
coldnias de S. mutans em 24 horas foi maior com a
exposicao ao cravo e a manjerona em comparagao
com a persica e o metronidazol. A manjerona e o cravo
tiveram quase o mesmo efeito sobre o S. mutans em
24 horas (Figura 4).
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Figure 1 - Time Kill testing of clove and marjoram extracts against C. albicans.
Figura 1 - Teste Tempo de Eliminacdos de extractos de cravo e manjerona contra C. albicans.
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Figure 2 - Time Kill testing of clove and marjoram extracts against S. salivarius.
Figura 2 - Teste Tempo de Eliminagaos de extractos de cravo e manjerona contra S. salivarius.



Discussion

The results showed that the MIC of clove extract on
S. salivarius and S. sanguinis was 0.5 mg/ml, which
showed a better effect than marjoram extract and
metronidazole. The MIC of clove extract on S. mutans
species was 0.25, showing a better inhibitory effect
than marjoram extract (MIC = 0.78 mg/mL).

Also, metronidazole and Persica had a better
inhibitory effect on S. mutans than clove and
marjoram extracts (metronidazole with MIC = 0.078,
Persica with MIC = 0.00039). Our results showed
that clove extract (MBC = 1) killed S. salivarius and S.
sanguinis bacteria more effectively than marjoram
extract and metronidazole. The results in Table
1 show that clove extract significantly impacted

Synergistic effects of clove and marjoram extracts
Efeitos sinérgicos dos extratos de cravinho e manjerona

Discussao

Os resultados mostraram que a CIM do extrato de
cravo sobre S. salivarius e S. sanguinis foi de 0,5 mg/
ml, o que apresentou um melhor efeito do que o
extrato de manjerona e o metronidazol. O CIM do
extrato de cravo sobre a espécie S. mutans foi de 0,25,
apresentando um melhor efeito inibitério do que o
extrato de manjerona (CIM = 0,78 mg/mL).

Além disso, o metronidazol e o Persica tiveram um
melhor efeito inibitorio sobre o S. mutans do que os
extratos de cravo e manjerona (metronidazol com
CIM = 0,078, Persica com CIM = 0,00039). Os nossos
resultados mostraram que o extrato de cravo (MBC =
1) matou melhor as bactérias S. salivarius e S. sanguinis
do que o extrato de manjerona e o metronidazol.
Os resultados da Tabela 1 mostram que o extrato

S. sanguinis
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Figure 3 - Time Kill testing of clove and marjoram extracts against S. sanguinis.
Figura 3 - Teste Tempo de Eliminacaos de extractos de cravo e manjerona contra S. sanguinis
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Figure 4 - Time Kill testing of clove and marjoram extracts against S. mutans.
Figura 4 - Teste Tempo de Eliminacédos de extractos de cravo e manjerona contra S. mutans.
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the inhibition and lethality of C. albicans species.
In contrast, marjoram extract and metronidazole
did not affect the growth of C. albicans species. The
results demonstrate that clove and marjoram extracts
exhibit significant antimicrobial activity against
oral pathogens. Notably, clove extract consistently
outperformed marjoram extract in inhibiting and
killing bacteria, likely due to its higher concentration
of bioactive compounds. The FIC indices, however,
reveal that the combination of these extracts results
in an additive effect rather than true synergy, except
for S. salivarius, where an antagonistic or indifferent
effect was observed.

Many herbal drugs traditionally used in medical
systemsaredocumentedin pharmacopoeiasasagents
used to treat infections, and many of these medicines
have recently been investigated for their efficacy
in controlling oral microbial pathogens (13,20,25).
Previous studies have thoroughly investigated and
analysed the broad-spectrum antimicrobial activities
of medicinal plants and plant-derived products, such
as essential oils and extracts. Numerous studies have
convincingly demonstrated the synergistic effects of
essential oil and extracts from different plants when
combined with synthetic drugs, resulting in highly
effective antifungal and antibacterial agents (26,27).

Clove has a significant ability to effectively disrupt the
structural integrity of cell walls and membranes in
various microorganisms and, as a result, disrupt their
overall function. In addition, this potent natural drug
can cross cytoplasmic membranes or even penetrate
the cellular matrix itself, thereby gaining access to
the inner sanctum of these microorganisms. Once
inside, the clove exerts its inhibitory effects on the
normal synthesis of DNA and proteins, disrupting the
intricate processes crucial to proper functioning (28).

The present work applied a serial broth dilution
method to examine and evaluate clove and
marjoram extracts’ in vitro antibacterial properties.
The objective was to ascertain the effectiveness of
these extracts against specific microorganisms (C.
albicans, S. salivarius, S. sanguinis, and S. mutans) that
contribute to the development of numerous medical
conditions. Metronidazole and Persica were used as
positive controls. Our results indicated that the MICs

10

de cravo teve um impacto significativo na inibicao
e letalidade das espécies de C. albicans, enquanto
o extrato de manjerona e o metronidazol nao
afetaram o crescimento das espécies de C. albicans.
Os resultados demonstram que os extratos de cravo e
manjerona apresentam uma atividade antimicrobiana
significativa contra agentes patogénicos orais.
Notavelmente, o extrato de cravinho superou
consistentemente o extrato de manjerona na inibicao
e eliminacao de bactérias, provavelmente devido a
sua maior concentracao de compostos bioativos. Os
indices CIF, no entanto, revelam que a combinacao
destes extratos resulta num efeito aditivo em vez de
uma verdadeira sinergia, exceto para S. salivarius,onde
foi observado um efeito antagénico ou indiferente.

Muitos medicamentos a base de plantas
tradicionalmente utilizados nos sistemas médicos
estdo documentados nas farmacopeias como agentes
utilizados para tratar infecbes, e muitos destes
medicamentos foram recentemente investigados
quanto a sua eficicia no controlo de agentes
patogénicos microbianos orais (13,20,25). Estudos
anteriores investigaram e analisaram exaustivamente
as atividades antimicrobianas de largo espectro
de plantas medicinais e produtos derivados de
plantas, como 6leos essenciais e extratos. Numerosos
estudos demonstraram de forma convincente os
efeitos sinérgicos do dleo essencial e dos extratos de
diferentes plantas quando combinados com farmacos
sintéticos, resultando em agentes antifungicos e
antibacterianos altamente eficazes (26,27).

O cravo tem uma capacidade significativa de romper
eficazmente a integridade estrutural das paredes e
membranas celulares em varios microrganismos e,
como resultado, perturbar a sua funcdo global. Além
disso, este potente farmaco natural pode atravessar
as membranas citoplasmaticas ou mesmo penetrar
na propria matriz celular, ganhando assim acesso ao
santuario interno destes microrganismos. Uma vez no
interior, o cravinho exerce os seus efeitos inibitérios na
sintese normal de ADN e proteinas, interrompendo os
intrincados processos cruciais para o funcionamento
adequado (28).

O presente trabalho aplicou um método de diluicao
em caldo em série para examinar e avaliar as
propriedades antibacterianas in vitro dos extratos
de cravo e manjerona. O objetivo foi verificar a
eficdcia destes extratos contra microrganismos
especificos (C. albicans, S. salivarius, S. sanguinis e S.
mutans) que contribuem para o desenvolvimento
de inlmeras condicdes médicas. O metronidazol e
a Persica foram utilizados como controlos positivos.
Os nossos resultados indicaram que os CIMs dos



of the tested extracts exhibited potent antibacterial
activity against C. albicans compared to the positive
controls, metronidazole and Persica.

Interestingly, the combination of clove and
marjoram possessed comparable or even superior
antifungal and antibacterial properties compared to
the well-known pharmaceutical agents, including
metronidazole and Persica. This observation
strongly suggests the synergistic effect against the
notorious pathogens C. albicans, S. salivarius, and
S. mutans. Consequently, the use of these natural
mixtures could potentially lead to a reduction in
the adverse effects commonly associated with
traditional antimicrobial drugs. Remarkably, when
comparing the effectiveness of the individual plant
extracts against three different bacterial species, it
was evident that the singular extract demonstrated
superior antibacterial properties compared to the
mixtures of clove and marjoram. However, it is worth
noting that there were instances where the minimum
inhibitory concentrations (MICs) of the plant extract
were occasionally less favourable than those of the
extract mixtures when explicitly tested against C.
albicans.

While additive effects still enhance antimicrobial
efficacy, the terminology in the discussion must
reflect this distinction. Describing the interaction as
“synergistic” is inconsistent with the FIC values and
may mislead readers. The observed additive effects
are nonetheless valuable, as they suggest that
combining these extracts could reduce the required
concentrations of individual components, potentially
lowering toxicity risks.

A series of experiments known as time-kill assays were
designed and conducted to assess and measure the
dynamic and intricate nature of the process by which
the extract derived from the clove plant eradicates
and eliminates harmful microorganisms. These
assays involved the use and application of inhibitory
and bacteriostatic concentrations, which allowed
for a comprehensive understanding and evaluation
of the extract's potent and effective properties.
The subsequent time-kill kinetic study yielded
intriguing and compelling results, demonstrating
that the ethanolic extract of both marjoram and
clove exhibited significant efficacy and effectiveness
against the notorious and harmful oral pathogenic
microorganisms that pose a significant threat to
human health.
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extratos testados exibiram uma potente atividade
antibacteriana contra C. albicans em comparacao
com os controlos positivos, metronidazol e Persica.

Curiosamente, a combinacdo de cravo e manjerona
possuia propriedades antifungicas e antibacterianas
comparaveis ou mesmo superiores as dos agentes
farmacéuticos mais conhecidos, incluindo o
metronidazol e o Persica. Esta observacdo sugere
fortemente o efeito sinérgico contra os notdrios
agentes patogénicos C. albicans, S. salivarius e S.
mutans. Consequentemente, a utilizacdo destas
misturas naturais poderd potencialmente levar a
uma reducdo dos efeitos adversos habitualmente
associados aos medicamentos antimicrobianos
tradicionais. Notavelmente, ao comparar a eficacia
dos extratos individuais da planta contra trés
espécies bacterianas diferentes, tornou-se evidente
que o extrato singular demonstrou propriedades
antibacterianas superiores em comparacdao com
as misturas de cravo e manjerona. No entanto, é de
salientar que houve casos em que as concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) do extrato da planta foram
ocasionalmente menos favoraveis do que as das
misturas de extratos quando testadas explicitamente
contra C. albicans.

Embora os efeitos aditivos ainda aumentem a eficacia
antimicrobiana, a terminologia na discussao deve
reflectir esta distincdo. Descrever a interacdo como
“sinérgica” é inconsistente com os valores da FIC e
pode induzir em erro os leitores. Os efeitos aditivos
observados sao, no entanto, valiosos, pois sugerem
que a combinacdo destes extratos pode reduzir
as concentracdes necessarias de componentes
individuais, diminuindo potencialmente os riscos de
toxicidade.

Uma série de experiéncias meticulosamente
concebidas e executadas, conhecidas como ensaios
de eliminacao de tempo, foram realizadas para avaliar
e medir a natureza dinamica e complexa do processo
pelo qual o extrato derivado da planta cravo erradica
e elimina microrganismos nocivos. Estes ensaios
envolveram a utilizacao e aplicacao de concentracdes
inibitérias e bacteriostaticas, o que permitiu
uma compreensao e avaliacdo abrangentes das
propriedades potentes e eficazes do extrato. O estudo
cinético de tempo de eliminacao subsequente, que foi
meticulosamente concebido e conduzido, produziu
resultados intrigantes e convincentes, demonstrando
que o extrato etandlico de manjerona e cravo exibiu
uma eficacia e eficiéncia significativas contra os
notérios e prejudiciais microrganismos patogénicos
orais que representam uma ameaca significativa para
a saude humana.
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A challenge associated with this particular form of
testing is the lack of consistency in the criteria chosen
to test the antimicrobial properties of extracts. The
final results of a given test can be influenced by several
factors, including the specific technique used to
extract the extracts from the plant material, the exact
composition of these extracts, the organism tested,
the volume of sample used, the growth stage of the
organism, the specific culture medium used, the pH
of the medium, and the duration and temperature of
incubation. As a result of these many variables, the
process of comparing and contrasting published data
becomes quite complex and convoluted (29,30).

The measured minimum inhibitory concentrations
(MIC) of clove extract against C. albicans documented
in this study were comparatively lower than those
reported in a separate published report (25). This
variation could be attributed to environmental
factors that affect the extract constituents. In
other studies, the MIC value of clove and marjoram
essential oils against C. albicans was lower than in
our study, indicating the favourable inhibitory effect
of the essential oil compared to the extract (31,32).
The potent antimicrobial activity of clove extract has
been demonstrated against microorganisms that
cause dental caries.

In one study, the highest antimicrobial activity
of ethanol extract of clove was found against
Streptococcus mutans with MIC 25 mg/ml (33), which
is higher than MIC in this study (0.25 mg/ml). The
observed difference may be due to the different
extraction methods, the plant collection time or the
experiment’s precision. The MIC and MBC values
of clove essential oil obtained in the present study
against S. mutans and S. sanguinis were relatively
similar to previous reports (34). The MIC and MBC
values of clove extract against S. salivarius are
comparable to other studies and confirm the results
of the present study (35).

Another study analysing the time to kill and Kkill
kinetics of clove essential oil against S. suis found
that survival was stopped entirely after 15 min of
exposure to clove essential oil, indicating strong
effects. Clove essential oil is bactericidal. The
difference in killing time in the present study was
due to the difference between the essential oil and
extract and the tested pathogens (36). Notably,
the results of the present work are comparable to
various studies about the antimicrobial effects of
the tested plants.
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Um desafio associado a esta forma especifica de teste
é a falta de consisténcia nos critérios escolhidos para
testar as propriedades antimicrobianas dos extratos.
Os resultados finais de um determinado teste podem
ser influenciados por varios fatores, incluindo a
técnica especifica utilizada para extrair os extratos do
material vegetal, a composicao exata desses extratos,
o organismo testado, o volume de amostra utilizado,
a fase de crescimento do organismo, o meio de
cultura especifico utilizado, o pH do meio e a duracao
e temperatura da incubagao. Como resultado destas
muitas varidveis, o processo de comparacdao e
contraste dos dados publicados torna-se bastante
complexo e confuso (29,30).

As concentracodes inibitérias minimas (CIM) medidas
do extrato de cravo contra C. albicans documentadas
neste estudo foram comparativamente mais baixas
do que as relatadas num relatério publicado separado
(25). Esta variacdo pode ser atribuida a fatores
ambientais que afetam os constituintes do extrato.
Noutros estudos, o valor de CIM dos 6leos essenciais
de cravo e manjerona contra C. albicans foi inferior
ao do nosso estudo, indicando o efeito inibitério
favoravel do 6leo essencial em comparacao com o
extrato (31,32). A potente atividade antimicrobiana
do extrato de cravo foi demonstrada contra
microrganismos causadores de caries dentdrias.

Num estudo, a maior atividade antimicrobiana do
extrato etandlico de cravo foi encontrada contra
Streptococcus mutans com CIM 25 mg/ml (33). Que
é superior ao CIM neste estudo (0,25 mg/ml). A
diferenca observada pode dever-se aos diferentes
métodos de extracao, ao tempo de recolha da planta
ou a precisao da experiéncia. Além disso, os valores
de CIM e MBC do 6leo essencial de cravo obtidos no
presente estudo contra S. mutans e S. sanguinis foram
relativamente semelhantes aos relatérios anteriores
(34). O S. salivarius é também uma das espécies
patogénicas orais investigadas no presente estudo.
Os valores de CIM e MBC do extrato de cravo contra
esta estirpe sao compardaveis aos de outros estudos
e confirmam os resultados do presente estudo (35).

Outro estudo que analisou o tempo de morte e a
cinética de morte do 6leo essencial de cravo contra
S. suis descobriu que a sobrevivéncia foi interrompida
completamente apdés 15 minutos de exposicdo ao
6leo essencial de cravo, indicando efeitos fortes. O
6leo essencial de cravo é bactericida. A diferenca
no tempo de eliminacdo no presente estudo deveu-
se a diferenca entre o 6leo essencial e o extrato e os
agentes patogénicos testados (36). Notavelmente, os
resultados do presente trabalho sao comparaveis a
varios estudos sobre os efeitos antimicrobianos das
plantas testadas.



While this study demonstrated the antimicrobial
potential of clove and marjoram extracts against
oral pathogens, it is crucial to acknowledge the
limitations of in vitro models. These findings may
not fully translate to in vivo conditions due to the
complexity of the human oral environment, including
factors such as dilution by saliva, interactions with
other microbiota, enzymatic activity, and immune
responses. Future studies should focus on validating
these results using animal models or clinical trials
to assess efficacy and safety under physiological
conditions.

Although clove and marjoram extracts showed
promising antimicrobial activity, the potential toxicity
of these extracts at the concentrations tested has not
been evaluated. When used in high concentrations,
natural extracts can still cause adverse reactions such
as mucosal irritation, allergic responses, or toxicity
(37). Cytotoxicity studies on oral epithelial cells and
systemic toxicity assessments in animal models are
necessary before these extracts can be recommended
for use in formulations like mouthwashes or dental
gels (12).

To bridge the gap between in vitro and clinical
applications, future studies should include testing
the efficacy and safety of clove and marjoram
extracts in reducing oral pathogen loads in vivo,
conducting randomized controlled trials to evaluate
their effectiveness in humans and comparing
them with conventional oral care products, and
determining safe concentration thresholds and
potential adverse effects through comprehensive
toxicological evaluations. Chemical characterization
and antigenotoxic and antioxidant studies regarding
these extracts could bring valuable insight (38-40).
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Embora este estudo tenha demonstrado o potencial
antimicrobiano dos extratos de cravo e manjerona
contraagentes patogénicos orais, é crucial reconhecer
as limitacdes dos modelos in vitro. Estas descobertas
podem nao ser totalmente traduzidas para condicoes
in vivo devido a complexidade do ambiente oral
humano, incluindo fatores como a diluicao pelasaliva,
interacdes com outra microbiota, atividade enzimatica
e respostas imunitdrias. Estudos futuros devem focar-
se na validacdo destes resultados utilizando modelos
animais ou ensaios clinicos para avaliar a eficacia e a
seguranca em condicoes fisiologicas.

Embora os extratos de cravo e manjerona tenham
apresentado uma  atividade  antimicrobiana
promissora, a potencial toxicidade destes extratos
nas concentracdes testadas ndo foi avaliada. Quando
utilizados em concentra¢des elevadas, os extratos
naturais podem ainda causar reacdes adversas,
como irritacdo da mucosa, respostas alérgicas ou
toxicidade (37). Estudos de citotoxicidade em células
epiteliais orais e avaliagdes de toxicidade sistémica
em modelos animais sdo necessarios antes que estes
extratos possam ser recomendados para utilizacdo
em formulagdes como colutérios ou géis dentdrios
(12).

Para preencher a lacuna entre as aplicacdes clinicas
e in vitro, os estudos futuros devem incluir testes de
eficicia e seguranca de extratos de cravo e manjerona
na reducao das cargas de agentes patogénicos oraisin
vivo, conduzindo ensaios clinicos randomizados para
avaliar a sua eficdcia em humanos e comparando-
os com produtos convencionais de cuidados
orais, e determinando limites de concentracao
seguros e potenciais efeitos adversos através de
avaliagbes toxicoldgicas abrangentes. Além disso, a
caracterizacao quimica e os estudos antigenotoxicos
e antioxidantes destes extratos podem trazer insights
fascinantes (38-40).
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Conclusion

This study highlights the antimicrobial potential of
clove and marjoram extracts against oral pathogens,
demonstrating additive effects when wused in
combination. Clove extract showed superior efficacy
compared to marjoram, and the combination
improved killing efficiency, as confirmed by time-
kill assays. While these findings are promising, the
FIC results indicate additive effects rather than true
synergy for most strains, underscoring the need for
precise interpretation of data.

Using these extracts as supplementary agents in
oral care formulations, such as mouthwashes and
dental gels, warrants further exploration. However,
translating these findings into clinical applications
requires addressing the limitations of in vitro
studies, including potential differences in vivo and
toxicity risks. Future research should prioritize safety
evaluations, mechanism studies, and trials in complex
biological systems.
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Conclusoes

Este estudo destaca o potencial antimicrobiano
dos extratos de cravo e manjerona contra agentes
patogénicos orais, demonstrando efeitos aditivos
quando utilizados em combinacdo. O extrato de
cravo demonstrou uma eficacia superior quando
comparado com a manjerona, e a combinacdo
melhorou a eficiéncia de eliminacdo, como
confirmado pelos ensaios de tempo de eliminacao.
Embora estas descobertas sejam promissoras, 0s
resultados do CIF indicam efeitos aditivos em vez
de verdadeira sinergia para a maioria das estirpes,
sublinhando a necessidade de interpretacdo precisa
dos dados.

A utilizacdo destes extratos como agentes
suplementares em formulacées de cuidados orais,
como colutérios e géis dentdrios, justifica uma
exploracdo mais aprofundada. No entanto, traduzir
estas descobertas em aplicagbes clinicas exige
abordar as limitacdes dos estudos in vitro, incluindo
potenciais diferencas in vivo e riscos de toxicidade.
A investigacdo futura deve priorizar avaliacbes de
seguranca, estudos de mecanismos e ensaios em
sistemas bioldgicos complexos.
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