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RESUMEN

Objetivo: Esta investigacion se centra en la evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro
del aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) frente a dos de los principales patdgenos de la
cavidad bucal: Streptococcus mutans y Candida albicans. El estudio surge ante la creciente
resistencia bacteriana a los farmacos sintéticos convencionales y la necesidad de encontrar
alternativas naturales eficaces y seguras para el tratamiento de enfermedades como las caries y

la candidiasis.

Material y Métodos: El disefio de la investigacion fue de tipo experimental, longitudinal y
observacional, empleando un enfoque cuantitativo. Se probaron cuatro concentraciones del
aceite esencial (25%, 50%, 75% y 100%) mediante el método de difusion en disco para medir

los halos de inhibicioén producidos tras 24 horas de incubacion.

Resultados: Los resultados demostraron que el aceite esencial posee una capacidad inhibitoria
significativa contra ambos microorganismos, aunque con comportamientos distintos segin la
concentracion. Para el Streptococcus mutans, se observo una relacion en la que la concentracion
influye en la efectividad: la efectividad aumentd progresivamente con la concentracion,
alcanzando su punto maximo al 100% (media de 25,66 mm de halo). Por el contrario, para la
Candida albicans, la mayor actividad antifiingica se registro en la concentracién mas baja
evaluada, el 25% (media de 17,25 mm), lo que sugiere un comportamiento no lineal donde

concentraciones mas altas no incrementan necesariamente la eficacia.

Conclusion: Se resalta que estos hallazgos coinciden con antecedentes internacionales que
posicionan al tomillo como un potente agente antibacteriano y antifingico debido a compuestos
como el timol y el carvacrol. El estudio concluye que el Thymus vulgaris es una opcion viable
para el desarrollo de productos odontologicos preventivos, como colutorios o geles, que podrian

ayudar a reducir el uso indiscriminado de antibioticos sintéticos.

Palabras claves: Thymus Vulgaris, Streptococcus Mutans, Actividad antimicrobiana



ABSTRACT

Aim: This research focuses on evaluating the in vitro antimicrobial activity of Thymus vulgaris
(thyme) essential oil against two of the main pathogens of the oral cavity: Streptococcus mutans
and Candida albicans. The study arises from the growing bacterial resistance to conventional
synthetic drugs and the need to find effective and safe natural alternatives for treating diseases

such as dental caries and candidiasis.

Materials and Methods: The research design was experimental, longitudinal, and
observational, employing a quantitative approach. Four concentrations of the essential oil (25%,
50%, 75%, and 100%) were tested using the disk diffusion method to measure the inhibition

zones produced after 24 hours of incubation.

Results: The results demonstrated that the essential oil possesses a significant inhibitory
capacity against both microorganisms, albeit with distinct behaviors depending on the
concentration. For Streptococcus mutans, a relationship was observed where concentration
influences effectiveness: efficacy progressively increased with concentration, peaking at 100%
(mean halo of 25.66 mm). Conversely, for Candida albicans, the highest antifungal activity was
recorded at the lowest concentration evaluated, 25% (mean of 17.25 mm), suggesting a non-

linear behavior where higher concentrations do not necessarily increase efficacy.

Conclusion: it is highlighted that these findings coincide with international research that
positions thyme as a potent antibacterial and antifungal agent due to compounds such as thymol
and carvacrol. The study concludes that Thymus vulgaris is a viable option for the development
of preventive dental products, such as mouthwashes or gels, which could help reduce the

indiscriminate use of synthetic antibiotics.

Keywords: Thymus vulgaris, Streptococcus mutans, Antimicrobial activity
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INTRODUCCION

Las enfermedades bucales, tales como las caries dentales, las infecciones fungicas y la
periodontitis, representan uno de los desafios de salud publica méas persistentes y habituales a
nivel global. En la actualidad, se reconoce plenamente que patégenos especificos como
Streptococcus mutans 'y Candida albicans son responsables de diversas afecciones que
impactan negativamente la calidad de vida, provocando dolor e incomodidad (1). Aunque el
tratamiento convencional se ha basado tradicionalmente en el uso de antimicrobianos sintéticos,
su efectividad se ve hoy seriamente amenazada por la proliferacion de cepas resistentes,
fenémeno impulsado en gran medida por el uso indiscriminado de los mismos. Esta resistencia
no solo limita las opciones terapéuticas, sino que también incrementa los costos sanitarios y

prolonga los procesos de recuperacion de los pacientes (2).

Ante este escenario, ha surgido un creciente interés cientifico por descubrir alternativas
naturales con potencial antimicrobiano. Entre estas opciones destaca el aceite esencial de
Thymus vulgaris (tomillo), una planta reconocida por su alta concentracion de compuestos
bioactivos como el timol y el carvacrol. Investigaciones previas han sugerido que este aceite
posee propiedades antibacterianas y antifungicas que podrian ofrecer soluciones eficaces frente

a los microorganismos mas comunes de la cavidad oral (3-5).

Sin embargo, a pesar de los avances documentados, la eficacia del Thymus vulgaris sobre
patdgenos orales especificos, como los cariogénicos y periodontales, no ha sido explorada en
profundidad en contextos locales. Muchas de las investigaciones existentes provienen de
entornos geograficos diversos cuyas cepas microbianas podrian presentar comportamientos
distintos a las encontradas en el sur del Peru (2, 4-7). En consecuencia, existe una carencia de

evidencia local que respalde su aplicacion clinica en la region.

Por tal motivo, la presente investigacion se justifica en la necesidad de evaluar in vitro la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus vulgaris frente a cepas de Streptococcus
mutans 'y Candida albicans en la ciudad de Arequipa. Este estudio no solo busca actualizar el
conocimiento cientifico adaptdndolo a una realidad especifica, sino también fomentar el
desarrollo de terapias odontologicas alternativas, como colutorios o geles, que contribuyan a
mitigar la resistencia bacteriana mediante el uso de recursos naturales con respaldo

experimental.



Capitulo I:

PLANTEAMIENTO TEORICO



CAPITULO 1
PLANTEAMIENTO TEORICO
1. PROBLEMA DE LA INVESTIGACION

1.1.Determinacion del problema

Las enfermedades bucales como las caries, las infecciones fungicas y la periodontitis son
uno de los problemas mas habituales en todo el mundo (1). En la actualidad, es conocido
que estas enfermedades causadas por microorganismos, como Streptococcus mutans (S.
mutans) y Candida albicans (C. albicans), pueden desencadenar multiples repercusiones
en el bienestar y la calidad de vida de las personas, provocando dolor e incomodidad si no
se abordad de inmediato (2).

El tratamiento convencional para estas infecciones se fundamenta principalmente en la
aplicacion de antimicrobianos sintéticos (3). Sin embargo, la efectividad de estos
farmacos esta en peligro debido a la proliferacion de cepas resistentes propiciado muchas
veces por el uso indiscriminado de antibidticos, un desafio documentado en estudios
clinicos globales (4). Esta resistencia microbiana restringe las terapias disponibles,
incrementa los gastos sanitarios y prolonga los periodos de recuperacion de los pacientes
(5).

Frente a este panorama, se ha incrementado la curiosidad por descubrir opciones naturales
con poder antimicrobiano. Uno de los aceites esenciales mas explorados en los tiempos
recientes es el de Thymus vulgaris (T. vulgaris), una planta floral célebre por su abundante
contenido de compuestos bioactivos como el timol y el carvacrol (6). Investigaciones
recientes han revelado que este aceite posee caracteristicas antibacterianas y antibioticas
que podrian ser una solucion eficaz contra los microorganismos orales mas habituales.
Asimismo, incluso productos odontologicos enriquecidos con aceites esenciales pueden
potenciar la proteccion contra la invasion de bacterias (7) (8).

Aunque el aceite esencial de hojas de T. vulgaris ha sido documentado para combatir ciertos
patogenos humanos, sus repercusiones en los microorganismos orales, como los
periodontales y los cariogénicos, siguen siendo un misterio sin descifrar (7) (8). No
obstante, muchas de estas investigaciones han sido realizadas en escenarios geograficos
diversos, con cepas microbianas que podrian tener comportamientos distintos a los
habituales en el sur del Pert (7-9). por lo tanto, no hay suficientes pruebas locales que

respalden la aplicacion del T. vulgaris como un agente antimicrobiano en el departamento



de Arequipa.

Esto subraya la urgencia de investigaciones in vitro que evalten la efectividad

antimicrobiana de este aceite esencial frente a cepas especificas de S. mutans y C. albicans

aisladas de manera local. Ademas, la creacion de conocimientos cientificos detallados no

solo ampliard las terapias en odontologia, sino que también fomentara el uso prudente de

productos naturales con respaldo experimental.

1.2.Enunciado del problema

Cual es la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris sobre

Streptococcus mutans 'y Candida albicans, Arequipa 2025

1.3.Descripcion del problema

1.3.1. Area del conocimiento.

Area General

: Ciencias de la Salud

Area Especifica : Odontologia.

Especialidad

: Microbiologia Oral.

Linea : Biomateriales odontologicos.

1.3.2.  Operacionalizacion de las variables.

Tabla 1: Matriz de operacionalizacion de variables

Aceite esencial de

Thymus vulgaris

T. vulgaris estan
principalmente  vinculadas
con los contenidos de timol y

carvacrol en el mismo (10).

VARIABLE DEFINICION DEFINICION INDICADORESCALA
CONCEPTUAL OPERACIONAL DE
MEDICION
Considerado como un agente | Esta variable serd | e 25% Razon
antiséptico, antimicrobiano, | evaluada segln las
antiespasmaodico, concentraciones *50%
antioxidante y antitusivo. | del aceite esencial «75%
Ademaés, las propiedades | de T. vulgaris
Variable independiente | antimicrobianas del aceite de  100%




\Variable dependiente

S. mutans

Microorganismo bacteriano
patégeno colonizador de la
cavidad bucal humana,
caracterizado por su alta
capacidad de adherencia al
esmalte dental y produccion

de biopeliculas. (11).

C. albicans

Especie de hongo mas
frecuentemente identificada
en la cavidad bucal. Es una
especie polimérfica que se
produce en levaduras o
filamentos de  hongos
filamentosos o pseudohifas

(12).

La actividad
antimicrobiana
fue evaluada
mediante la
medicion de los
halos de
inhibicion
obtenidos por la
técnica Kirby -
Bauer de difusion
en disco y
valorada mediante
la escala de

Duraffourd.

Escala
Duraffourd:

o< & mm:

nula

e0-14 mm:
sensible
¢15-19 mm:
muy
sensible
o> 20 mm:
sumamente

sensible

Ordinal

1.3.3. Interrogantes basicas.

e ,Cual es la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris al

25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans a las 24 horas?

e ;Cuadl es la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris al

25%, 50%, 75% y 100% sobre Candida albicans a las 24 horas?

e ,Que¢ concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris muestra mayor actividad

antimicrobiana sobre Streptococcus mutans a las 24 horas?

e ,Qué¢ concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris muestra mayor actividad

antimicrobiana sobre Candida albicans a las 24 horas?

e ; Cuadl es la concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presenta mayor

actividad antimicrobiana comparativa entre Streptococcus mutans y Candida albicans

a las 24 horas?

1.3.4. Taxonomia de la investigacion.

1.-Disefio: Experimental, longitudinal, observacional y prospectivo.
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2.-Tipo de investigacion: Aplicada

3.-Enfoque: Cuantitativo.

Tabla 2: Taxonomia de la investigacion

Tipo de investigacion

Abordaje[l.-Porla  R.-Porel B.-Porel @.-Porel b.- Por el ambito de /6.-Disefio 7.-Nivel
Técnica de Tipo numero | ndmero de \ocoleccién
Recoleccion de dato de muestras o

que se  mediciones | poblaciones

planifica| de

Recoger |3 variable

CuantitativoObservacionalProspectivolongitudinalComparativo [De laboratorio Experimental Explicativo

1.4.Justificacion

Novedad

El estudio del aceite esencial de 7. vulgaris como agente antimicrobiano ha generado
interés en los ltimos afios debido a sus resultados prometedores contra una diversidad de
microorganismos (7)(8). No obstante, la mayoria de estas investigaciones se han enfocado
en cepas experimentales de referencia o condiciones extranjeras, dejando un vacio
significativo en la validacion de su efectividad frente a cepas patdgenas habituales en el
ambiente local (7-9). En este marco, esta investigacion se destaca como una propuesta
innovadora al evaluar, por primera vez en Arequipa, el efecto in vitro del T. vulgaris contra
dos de los agentes etiologicos principales de las enfermedades orales en los que se
distinguen al S. mutans y C. albicans. Ademas, la investigacion no solo actualiza el
conocimiento existente, sino que también lo adaptara a una realidad especifica, facilitando
una interpretacion mas contextual de su posible potencial terapéutico.

Relevancia

Las infecciones orales persisten como uno de los principales problemas de salud publica
de gran incidencia en el Perti. La caries y la candidiasis bucal no solo perjudican el bienestar
de los individuos, sino que pueden provocar problemas sistémicos si no se tratan de manera
adecuada (1). En un contexto donde la resistencia a los antimicrobianos pone en riesgo los
tratamientos convencionales, resulta vital explorar opciones mas efectivas y seguras.
Asimismo, algunas investigaciones respaldan a 7. vulgaris como un agente que puede

inhibir la creacion de biopeliculas y controlar cepas que son resistentes a multiples tipos de
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antibioticos (7)(8). Por lo tanto, este estudio satisface la demanda clinica y epidemiologica
actual, al indagar una alternativa natural con fundamentos cientificos prometedores.
Factibilidad

La ejecucion de esta investigacion es totalmente factible, dado que el aceite esencial de T.
vulgaris se encuentra disponible comercialmente y su manejo en laboratorio no necesita
condiciones técnicas complicadas ni equipos de gran especializacion. Igualmente, las cepas
de microorganismos de interés pueden ser cultivadas en medios tradicionales y siguiendo
protocolos estandarizados. El ambiente y los laboratorios de microbiologia accesibles de
la Universidad Catolica Santa Maria proporcionan las condiciones requeridas para asegurar
un desarrollo meticuloso de esta investigacion, con un disefio experimental que valora la
reproducibilidad y el control de variables.

Utilidad

Los hallazgos de este estudio podrian poner en marcha nuevas posibilidades para la
aplicacion terapéutica de productos naturales en odontologia, especialmente en
tratamientos preventivos o auxiliares. Asimismo, el conocimiento producido podria
utilizarse en la formulacion de colutorios, geles tdpicos o biomateriales dentales
enriquecidos con aceites esenciales, ayudando de esta manera a disminuir el uso indebido
de medicamentos sintéticos y reduciendo los peligros vinculados a la resistencia bacteriana.
Ademas, puede promover el interés en el desarrollo de tratamientos fitoterapéuticos
accesibles y culturalmente aceptados en la region andina.

Valor tedrico

Desde un enfoque académico y cientifico, este estudio ampliard el marco teorico acerca del
empleo de aceites esenciales como agentes antimicrobianos. Ademas, contribuird con
pruebas empiricas acerca de la respuesta del 7. vulgaris ante microorganismos orales
esenciales, reforzando de esta manera el fundamento tedérico de futuros estudios en
microbiologia, farmacognosia y odontologia preventiva. Finalmente, puede establecer los
cimientos para futuras investigaciones clinicas y para la creacion de nuevas estrategias

terapéuticas enfocadas en la salud bucal.



2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo general

Evidenciar si existe actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris

sobre Streptococcus mutans 'y Candida albicans, UCSM, Arequipa 2025.

2.2.0bjetivos especificos

1. Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris
al 25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans a las 24 horas.

2. Determinar la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris
al 25%, 50%, 75% y 100% sobre Candida albicans a las 24 horas.

3. Identificar la concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presenta mayor
actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans a las 24 horas.

4. Identificar la concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presenta mayor
actividad antimicrobiana sobre Candida albicans a las 24 horas.

5. Comparar la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus vulgaris para
determinar la concentracion mas efectiva entre Streptococcus mutans y Candida

albicans a las 24 horas.



3. MARCO TEORICO

3.1.Marco conceptual

3.1.1. Caries dental

La caries dental es una de las enfermedades infecciosas de mayor prevalencia en la
cavidad oral, caracterizada por ser un proceso dinamico y multifactorial. Esta patologia
implica la interaccién de microorganismos especificos, el huésped y la dieta, lo que
resulta en la desmineralizacion de los tejidos duros del diente (9). Segun se menciona
en la literatura cientifica, el control de los agentes causales es fundamental,
especialmente ante la creciente resistencia bacteriana a los tratamientos convencionales
(10).

En el &mbito de la microbiologia oral, se reconoce que el Streptococcus mutans es el
principal agente etioldgico responsable del inicio de las lesiones cariosas (11). Debido
a su capacidad para metabolizar carbohidratos y producir acidos, este microorganismo
altera el equilibrio del ecosistema dental, lo que justifica la basgqueda de alternativas

naturales como el aceite de Thymus vulgaris para su inhibicién (12).
3.1.2. Candidiasis oral

La candidiasis oral es una infeccion oportunista de la mucosa bucal causada
principalmente por el hongo levaduriforme Candida albicans. Esta patologia se
manifiesta cuando existen alteraciones en el equilibrio de la microbiota oral o
deficiencias en el sistema inmune del huésped, permitiendo que el microorganismo pase

de un estado comensal a uno patégeno (9).

En el contexto de la investigacion odontologica, la importancia de esta afeccion radica
en su persistencia y en la capacidad del hongo para formar biopeliculas resistentes en
diversas superficies de la cavidad oral (10). Debido a que las terapias antifingicas
convencionales pueden presentar limitaciones, se justifica la evaluacion de productos
naturales, como el aceite esencial de Thymus vulgaris, el cual ha demostrado poseer

componentes quimicos capaces de inhibir el crecimiento de este patogeno (13).
3.1.3. Thymus vulgaris

Conocido como “tomillo de jardin” es una especie vegetal originaria del sur de Europa

produce flores pertenecientes a la familia Lamiaceae (6). Se reconoce como un arbusto



con diminutas hojas de tonalidad verde grisacea, con un fuerte aroma y racimos de flores
de color purpura o rosa (6)(14). El tomillo ha sido empleado en la medicina tradicional
durante siglos debido a sus significativas propiedades antimicrobianas y
antiinflamatorias. Frecuentemente se emplea en la cocina como aditamento. 7. vulgaris
se distingue por el polimorfismo quimico debido al componente volatil principal y es
conocido que existen seis quimiotipos de aceites esenciales de 7. vulgaris: geraniol,
linalol, a-terpineol, tujanol-4, timol y carvacrol. En la mayoria de las plantas y aceites
esenciales posteriores, se observa un quimiotipo, sin embargo, en ciertos casos,
podemos encontrar entre dos y tres quimiotipos distintos. Los aceites esenciales de T
vulgaris, gracias a sus propiedades antimicrobianas, no solo son efectivos contra
bacterias y levaduras, sino que también exhiben actividad inhibidora contra hongos
filamentosos microscopicos (14,15).
3.1.4. Aceite esencial de 7. vulgaris

Una investigacion in vitro demostrd que el aceite esencial de 7. vulgaris posee una
accion antifingica positiva en la desinfeccion de dispositivos de ortodoncia removibles,
en contraposicion a CHX. El dispositivo de ortodoncia removible fomenta un
incremento en los portadores salivales de Candida, especialmente las especies albicans,
frente a los fijos; el dispositivo de ortodoncia removible ofrece una superficie mas
hidrofobica a la que C. albicans puede adherirse mediante el efecto de hidrofégeno
(6,16).

Es ampliamente reconocida y detallada la composicidn del aceite esencial de tomillo. El
timol (36-55 %) y el p-cimeno (15-28 %) son sus elementos clave. Es importante
resaltar que Neuman fue el primero en aislar el timol en 1719. Este compuesto se
distingue por sus fuertes caracteristicas bactericidas, antifiingicas y antiparasitarias,
manteniendo una toxicidad bastante reducida para seres humanos y animales de
compaifiia. La proporcion de otras sustancias se situa en los siguientes intervalos: y-
terpineno (5-10 %), linalol (4-6,5 %), carvacrol (1-4 %), B-mirceno (1-3 %), terpin-4-ol
(0,2-4,0 %). Ademas, hay hidrocarburos monoterpénicos, tales como el a-tujen, o-
pineno, a-terpineno y a-canabinol, ademas de derivados oxigenados de monoterpenos,
tales como el 1,8-cineol, el linalol, terpin-4-ol y y-terpinol, el alcanfor y el borneol. Se
han detectado también hidrocarburos sesquiterpénicos, tales como el a-humuleno, el a-
kopeno, el kubeben, el a-gurjuneno, el germacren D, el a- y y-muuroleno, y el v y -

cadineno (16).
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Mecanismo de accion

El mecanismo de accién antimicrobiana de los extractos de Thymus vulgaris,
particularmente de su aceite esencial, se sustenta de forma primordial en la actividad
sinérgica de sus componentes mayoritarios: el timol y el carvacrol. Ambos compuestos
pertenecen a la familia de los monoterpenos fendlicos y se caracterizan por una marcada
naturaleza lipofilica. Esta propiedad les permite interactuar directamente con las
estructuras de envoltura celular de patogenos orales como Streptococcus mutans y
micoticos como Candida albicans, desencadenando una serie de alteraciones
estructurales y metabolicas que conducen a la viabilidad o lisis de estos
microorganismos. Al entrar en contacto con la célula, los compuestos hidrofobicos del
aceite esencial logran disolverse e infiltrarse entre los fosfolipidos que constituyen la
bicapa lipidica de la membrana citoplasmatica. Esta insercion fisica desorganiza el
empaquetamiento molecular de la membrana, incrementando de manera anémala su
fluidez y permeabilidad. Como consecuencia directa de esta pérdida de integridad
estructural, la célula experimenta una salida masiva e incontrolada de iones esenciales,
como el potasio (K") y el hidrogeno (H"), asi como de componentes intracelulares
vitales, entre los que destacan nucleotidos, proteinas y moléculas de ATP, provocando
un colapso osmotico inmediato. De manera paralela, la alteracion de la membrana
interfiere criticamente con los sistemas enzimadticos y las proteinas transportadoras
asociadas a ella. El timol y el carvacrol actiian disipando el potencial eléctrico celular y
el gradiente electroquimico de protones, lo que anula la capacidad de la célula para
sintetizar ATP a través de la via de la ATPasa. Sin esta fuente energética fundamental,
los procesos metabdlicos vitales del microorganismo se interrumpen por completo. En
el escenario especifico de Streptococcus mutans, el aceite esencial no solo dafia la
envoltura, sino que compromete la funcionalidad de las glucosiltransferasas. Al
inactivar estas enzimas, la bacteria pierde su capacidad para sintetizar glucanos
extracelulares, lo que debilita drasticamente su adherencia a las superficies dentales y
sabotea la consolidacion de la matriz del biofilm oral. Por otro lado, en el caso de
Candida albicans, los componentes activos del tomillo ejercen un bloqueo en la sintesis
de ergosterol y detienen la transicién morfoldgica de levadura a hifa, la cual representa
el factor clave para la invasion tisular y patogenicidad de este hongo. De este modo, la
accion combinada sobre la integridad fisica y el metabolismo energético explica el

potente efecto bactericida y fungicida del aceite esencial evaluado. (16,19,21,30,32)
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3.1.5. Fitoquimica
Principalmente, 7. vulgaris, estd formada por una amplia gama de compuestos quimicos
clasificados como fendlicos, terpenoides, flavonoides, esteroides, alcaloides, taninos y
saponinas. La mayoria son sustancias volatiles derivadas del aceite de origen vegetal.
Las investigaciones han examinado principalmente la composicion fitoquimica a través
de la cromatografia gaseosa-espectroscopia de masas (GC-MS) y la cromatografia
liquida de alta resolucidon/cromatografia de capa fina (HPLC/HPTLC) (17).
3.1.6. Propiedades antibacterianas
Se ha calculado que la cantidad total de polifenoles y flavonoides en 7. vulgaris es
suficiente para establecer su actividad antibacteriana y antioxidante (17). Asimismo, se
ha reportado como los flavonoides mas destacados a quercetina, luteolina, apigenina,
kaempferol y crisina. Estos flavonoides obtenidos de forma aislada han demostrado una
moderada actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922. En investigaciones
comparativas de la composicion quimica y las propiedades antioxidantes y
antibacterianas de los aceites esenciales de Thymus caucasicus, Thymus kotschyanus y
T’ vulgaris, extraidos de las partes respiratorias, evidenci6 que el aceite esencial de T
vulgaris demostrd una actividad bioldgica excepcional frente a E. coli (12,5 pg/ml) y
Streptococcus faecalis (25 pg/ml). S. aureus, de las bacterias grampositivas, resulto ser
la mas susceptible (100 pg/ml). Dentro de las bacterias gramnegativas, el aceite de 7.
vulgaris evidencia una leve resistencia a Salmonella typhi (18-19).
3.1.7. Propiedades antioxidantes
Los antioxidantes son compuestos capaces de evitar o alargar el deterioro celular
provocado por los radicales libres, moléculas inestables que el organismo genera en
respuesta a presiones ambientales y otras. Asimismo, los antioxidantes son conocidos
como captadores de radicales libres que contribuyen a neutralizarlos en nuestro
organismo y potencian la salud global. El fenano obtenido del extracto de hexano de
tomillo, p-cimeno-2,3-diol (2,3-dihidroxi-4-isopropil-1-metilbenceno), demostrd una
potente actividad antioxidante, que supera la de un tocoferol y un butilhidroxianisol
(18)(21).
3.1.8. Propiedades antiflingicas
Los aceites de timol se destacan como los inhibidores mas potentes de los patdégenos
fungicos, gracias a la existencia de compuestos fenodlicos como el timol, capaces de
modificar la membrana celular de los hongos (18) (22). El timol modifica la estructura

del hifal y genera agregados hifales, lo que conduce a una disminucion del didmetro del
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hifal y a la lisis de la pared del hifal (22) (23).

3.1.9. Streptococcus mutans
Durante mucho tiempo, S. mutans, un anaerobio facultativo grampositivo, ha sido visto
como el principal causante de la caries dental. Es crucial considerar que la cavidad bucal
estd habitada por microorganismos de diversos dominios, tales como las células
eucariotas, procariotas, arqueas y virus (11).
La formacion de la biopelicula se inicia cuando los elementos de la saliva se acoplan de
manera selecta a las superficies dentales, creando una fina membrana organica
homogénea acelular conocida como pelicula de esmalte obtenida. Las proteinas
superficiales P1 de S. mutans (también denominadas PAc, SpaP, proteinas Ag I/II) tienen
la capacidad de unirse de manera selecta a las lectinas salivales en la pelicula de esmalte
obtenida, y este proceso de union facilita la colonizacion inicial de S. mutans (24)(25).
Tras la union inicial, los compuestos que contienen S. mutans empiezan a proliferar y
generar sustancias poliméricas extracelulares (EPS), constituyendo una comunidad
tridimensional estable que alberga canales para la distribucion eficiente de nutrientes,
oxigeno y moléculas de sefializacion. La pelicula de esmalte obtenida ofrece lugares de
unidn para los microorganismos orales, entre ellos S. mutans. S. mutans fomenta de
manera notable la creacion de biopeliculas mediante rutas dependientes e
independientes de la sacarosa. Los polisacaridos que no se solubilizan en agua
funcionan como un adhesivo, promoviendo la adhesion y la acumulacion de bacterias.
Ademas, funcionan como la barrera de proteccion para los microorganismos residentes
y aportan estabilidad mecénica a la biopelicula (11)(26).

3.1.10. Candida albicans
La especie de hongo mas frecuentemente identificada en la cavidad bucal. Es una
especie polimodrfica que prolifera en levaduras o filamentos de hongos filamentosos o
pseudohifas (12). Es esencial la habilidad para alternar entre las formas de levadura y
filamentosa para su virulencia. La regulacion interna y las sefiales ambientales externas
participan en el control de la transformacion filamentosa de la levadura de C. albicans.
La temperatura, el pH, la concentracion de CO2, el suefio y la desnutricion son sefiales
externas. El pH acido, la temperatura reducida y las condiciones nutritivas abundantes
favorecen la transformacion de C. albicans en levadura. La normativa interna abarca
rutas de sefializacion y el sistema de transformaciéon de fenotipo conocido como
transicion blanco-opaco. C. albicans tiene la capacidad de unirse al esmalte dental, y la

adhesion del primer se produce mediante una intensa interaccion entre las adhesinas
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vinculadas a la pared celular de la levadura y la pelicula salival (26)(27).

3.1.11. Métodos de susceptibilidad antimicrobiana
Métodos de dilucion (dilucion en caldo y dilucion en agar)
Las innovaciones tecnologicas han transformado la forma en que las bacterias
reaccionan a los antimicrobianos, seguimos guiandonos por las tecnologias
tradicionales. También se utilizan diferentes métodos para medir la sensibilidad a la
difusién en disco, como son la dilucion en agar, la macrodilucién y microdilucion de
caldo, que son las técnicas mas comunes. Utilizando diluciones en caldo y agar, es
posible determinar las concentraciones inhibidoras minimas de los antimicrobianos, o
sea, la dosis minima que detiene el crecimiento de microorganismos (31). El indice de
concentracion inhibitoria minima funciona como brijjula para establecer la sensibilidad
de un patdgeno a un antibiotico particular, sobre todo en situaciones donde no existen
referencias clinicas para la difusion en disco. El valor de CIM muestra qué tan resistente
o sensible es la persona al antibidtico, una diferencia de un enfoque cualitativo. Los
procedimientos de diluciéon en caldo, ademds de permitir el célculo de las CIM,
posibilitan que se alcance la concentracion bactericida minima (CBM), es decir, la dosis
mas baja de un compuesto antimicrobiano capaz de eliminar el 99,9% de los
microorganismos (31)(32).
La técnica de macrodilucion, conocida también como prueba de dilucion en tubo, utiliza
diluciones sucesivas que son el doble de antimicrobianos y que se llevan a cabo en los
recipientes apropiados. Se anade a los tubos preparados una cantidad determinada de
bacterias suspendidas después de incubar durante 24 horas a 37 °C (33). Tras un dia, la
turbidez del medio permite observar el crecimiento de las bacterias y asi facilitar la
visualizacion de los valores CIM (33).
Prueba de difusion de disco
La prueba de difusion en disco (DD) ha sido la prueba mas utilizada en los laboratorios
de microbiologia clinica desde 1940 (31). Para valorar la vulnerabilidad de las bacterias
mas comunes y clinicamente relevantes que causan enfermedades humanas. La DD para
muchos antimicrobianos y microorganismos sigue siendo un viaje en constante
evolucion, y la estandarizacion es una danza incesante. La técnica consiste en introducir
varios discos impregnados de antibidticos en un medio de cultivo que ha sido inoculado
antes con una mezcla bacteriana (33). El antibiotico se difunde de manera radial a través
del medio de cultivo, lo que produce un gradiente de concentracion. Los diametros de

cada antibidtico analizado se miden a mano alzada o con un sistema automatizado
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después de una incubacion de 24 horas a 35 + 1 °C. Los resultados tienen que clasificarse
e interpretarse de acuerdo con el estandar clinico actual. El método de disolucion del
disco es el mas utilizado en los laboratorios de microbiologia porque es sencillo de
implementar, tiene un costo bajo y se puede aplicar a una amplia gama .de antibioticos
y bacterias. La interpretacion simple permite descubrir fenotipos raros y detectar la
contaminacion. Sin embargo, los principales problemas son la lentitud en la obtencién
de resultados y la imposibilidad de calcular el MIC. Para los pacientes en condiciones
graves, es fundamental reaccionar y tratar de manera apropiada. También es
fundamental considerar las propiedades biologicas de las etapas de retraso y logaritmo
en el desarrollo bacteriano, asi como su efecto en la accion de los antibioticos (31)(33).
Método de Kirby-Bauer

El método de difusion en disco de Kirby-Bauer es una técnica microbiologica estandar
e in vitro de caracter cualitativo y semicuantitativo que se utiliza para evaluar la
susceptibilidad de microorganismos frente a agentes antimicrobianos o extractos
naturales. Su fundamento radica en la difusion pasiva, radial y continua de una sustancia
hidrosoluble a partir de un disco de papel de filtro hacia una matriz sélida de agar que
ha sido previamente inoculada de forma homogénea con una suspension bacteriana. A
medida que el compuesto se desplaza, genera un gradiente de concentracion decreciente
en relacion inversamente proporcional a la distancia desde el centro del disco.Cuando
la concentracion del antimicrobiano en el frente de difusion es lo suficientemente
elevada como para detener el desarrollo bacteriano, se visualiza macroscopicamente un
area circular libre de crecimiento denominada halo de inhibicion. La interfase entre este
halo y el crecimiento masivo delimita la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), y la
medicion de su didmetro en milimetros constituye la variable cuantitativa principal para
determinar la eficacia del agente. Para garantizar la reproducibilidad del método,
organismos como el CLSI exigen una estandarizacion rigurosa de variables criticas.
Esto incluye el uso exclusivo de Agar Mueller-Hinton con un espesor constante de 4.0
mm para evitar alteraciones en la velocidad de difusion, y la calibracion del indculo
bacteriano al 0.5 de la escala de MacFarland (aproximadamente 1 x 10% a 2 x 108
UFC/mL) mediante siembra por hisopado en tres direcciones. Finalmente, las placas se
incuban a 35 °C + 2 °C durante 16 a 24 horas. En el ambito experimental, el método
destaca por su viabilidad econdmica, su alta reproducibilidad y su flexibilidad operativa,
permitiendo evaluar simultdneamente multiples concentraciones con volimenes

minimos de muestra. (15 18,31,36)
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3.2.Analisis de antecedentes Investigativos

3.2.1. Antecedentes internacionales

a. Titulo: “Accion bactericida del Thymus vulgaris Lamiaceae versus la clorhexidina
sobre Enterococcus Faecalis y Porphyromonas gingivalis™.
Autor: Ulloa et al. (Ecuador, 2025)
Resumen: El objetivo de esta investigacion fue analizar como el tomillo, en sus
diversas concentraciones, influye en las bacterias P. gingivalis y Enterococcus faecalis.
Estudio experimental, en el que se selecciond deliberadamente una muestra compuesta
por las bacterias especificas. Estos ejemplares fueron expuestos a diversas
concentraciones de aceite esencial de la esencia Tomillo en cantidades del 25%, 50%
y 100%. En los resultados, a las 24 horas, se evidencio que el Tomillo al 25% mostro
una efectividad reducida en las bacterias. Por otro lado, las concentraciones del 50%
y 100% evidencian una efectividad superior. El 2% de clorhexidina que fue utilizado
como control positivo, llegd a un promedio de 21,74 + 1.86. Mientras que, a las 72
horas, el tomillo al 50% resalt6 por su efectividad y uniformidad, sobrepasando incluso
al grupo control en términos de capacidad antimicrobiana. Sin embargo, la
clorhexidina resulta ser una opcion mas prevista y estable frente a la P. gingivalis. En
conclusion, se evidencio que, a pesar de que el tomillo tiene caracteristicas
antimicrobianas, su eficacia es notablemente mds baja en comparacion con la
clorhexidina, particularmente en relacion con E. faecalis (34).

b. Titulo: “Six Spain Thymus essential oils composition analysis and their in vitro and
in silico study against Streptococcus mutans”.
Autor: Park et al. (China, 2023)
Resumen: El propdsito de esta investigacion fue examinar la actividad antimicrobiana
de seis especies de timo (tres muestras de 7. vulgaris, dos muestras de Thymus zygis y
una muestra de aceites esenciales de Thymus satureioides) en S. mutans. Estudio
experimental, en el que se evalud colonias S. mutans. En los resultados, la
concentracion minima inhibitoria (MIC) y la minima bactericida (MBC) revel6 que
tres aceites esenciales de Thymus demostraron una alta sensibilidad a los
antimicrobianos con un didmetro de 39,3 + 0,70 mm. El aceite esencial de 3 Thymus
demostrd un considerable efecto inhibidor en la generacion de acido, la adhesion y la
creacion de biopeliculas de S. mutans, asi como en la manifestacion de genes

virulentos. En conclusion, la investigacion evidencio que los aceites esenciales de
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Thymus mostraron una notable reduccion del crecimiento bacteriano, la generacion de
acido, la adhesion y la creacion de biopeliculas de S. mutans, en funcion de sus
componentes y concentracion relativa (35).
Titulo: “Antimicrobial and Anti-Biofilm Activities of Thymus fallax Essential Oil
against Oral Pathogens”.
Autor: Moshaverinia et al. (Iran, 2022)
Resumen: El proposito del estudio es evaluar como los aceites esenciales de Thymus
actlan como agentes antimicrobianos y protectores de la pelicula in vitro contra
microorganismos orales. Estudio experimental, en el que se evalud el rendimiento
antimicrobiano de Streptococcus, Enterococcus, Staphylococcus y Candida a través de
la dilucion en caldo en 96 placas. En los resultados, el aceite esencial reveld una
efectividad de la biopelicula superior al 95% en la concentracion de 8 pL /mL contra
todas las cepas bacterianas analizadas, incluyendo Candida albicans (p < 0,05). En
conclusion, gracias a las poderosas propiedades antimicrobianas de Thymus, este
aceite esencial podria convertirse en una alternativa farmacéutica antimicrobiana y
antibiotica en la gestion y tratamiento de infecciones orales (36).
Titulo: “Evaluation of the Antimicrobial Effect of Thyme Extract on Streptococcus
Mutans”.
Autor: Abdel et al. (Egipto, 2020)
Resumen: Este andlisis se llevo a cabo con el objetivo de medir el impacto del
enjuague bucal con extracto de tomillo en comparacién con el enjuague bucal con
clorhexidina en la cantidad de S. mutans en la saliva de un grupo de nifios de Egipto.
Estudio experimental, en el que se seleccionaron 70 niflos. Los hallazgos de nuestra
investigacion revelaron que, después del tratamiento, se observd una disminucion
media porcentual superior de las unidades formadoras de colonias (UFC) de S. mutans
(%) en el grupo de tomillo (99,99 + 0,02), frente al grupo de clorhexidina (99,97 +
0,05). No obstante, el analisis t no pareado mostré que la variacion en la reduccion
porcentual de UFC de S. mutans en ambos grupos no tuvo relevancia estadistica. En
conclusion, la aplicacion cotidiana de enjuague bucal con extracto de tomillo (5%)
puede disminuir la concentracion de S. mutans en la saliva, la causa principal de la
caries dental (37).
Titulo: “In Vitro Antimicrobial Activity of Thymus vulgaris Essential Oil Against
Major Oral Pathogens”.
Autor: Fani y Kohanteb. (Brasil, 2017)
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3.2.2.

Resumen: Estudio se propuso para determinar como el aceite de T'vulgaris actua
como un formidable protector contra ciertos microbios orales. Estudio experimental
en el que se evaluaron 30 placas a través de la dilucion. Los resultados, evidenciaron
que en las concentraciones de 16 a 256 pg/mL, el aceite de 7. vulgaris demostrd una
marcada actividad inhibitoria en todos los aislados clinicos, generando areas de
inhibicion de 7,5 a 42 mm, medidas mediante el método de difusion en disco de agar.
Los aislados mas sensibles fueron Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) y S. mutans,
con concentraciones inhibidoras minimas de 1,9 y 3,6 ug/mL, respectivamente. Para
C albicans, A actinomycetemcomitans y P gingivalis, los niveles de concentracion
inhibitoria minima fueron de 16,3 y 32 pg/mL, respectivamente. En conclusion, existe
una potente actividad antimicrobiana in vitro del aceite de Thymus vulgaris en
aislamientos clinicos de S. pyogenes, S. mutans, C. albicans, A.
actinomycetemcomitans y P. gingivalis (14).

Antecedentes nacionales

Titulo: “Actividad antibacteriana de la Mentha piperita sobre el Streptococcus mutans
ATCC 25175, in vitro™.

Autor: Llacsahuanga. (Lima, 2025)

Resumen: Propuso analizar el efecto antibacteriano de la Mentha piperita en el
Streptococcus mutans ATCC 25175, de manera in vitro. Estudio experimental, en el
que se evaluaron 10 placas Petri. Los hallazgos, a lo largo de las 24 horas, se calcula
que la concentraciéon al 100% alcanzé6 un promedio de 11,05 = 0,54 mm, la
concentracion al 50% registré un promedio de 8,66 + 0,39 mm, la concentracion al
25% registrdé un promedio de 7,73 + 0,18mm y la concentracion de clorhexidina
alcanzo6 un promedio de 12,61 + 0,40mm. Después de 48 horas, se calcul6 que la
concentracion al 100% alcanz6 un promedio de 11,56 = 0,63 mm, mientras que a las
72 horas, se calculd que la concentracion total alcanzé un promedio de 12,09 + 0,54
mm, la concentracién del 50% registré un promedio de 9,74 + 0,58 mm, la del 25%
alcanz6 un promedio de 8,53 = 0,27 mm y la de la clorhexidina alcanz6 un promedio
de 13,35 + 0,37 mm. En conclusion, el extracto que contiene al 100% Mentha piperita
demostrd un efecto antibacteriano contra las variantes de Streptococcus mutans ATCC
25175 (38).

Titulo: “Efecto inhibitorio de la arcilla de hidralgirita (chaqo) y aceite esencial de
timol sobre Streptococcus mutans ATCC 25175TM”.

Autor: Sanca et al. (Puno, 2025)
18



Resumen: El objetivo fue analizar de manera in vitro la eficacia antibacteriana de la
arcilla de hidralgirita (chaqo) y el aceite esencial de la palma en S. mutans. Estudio
experimental, en el que se evaluaron 50 placas Petri, repartiendo 6 discos de papel de
filtro en cada una de ellas una. En los resultados, seglin el anélisis con la prueba
Kruskal-Wallis, la arcilla de hidralgirita (chaqo) y el aceite esencial de timol
presentaron diferencias estadisticamente relevantes (p = 0.00) en sus efectos
inhibidores. Ademas, se logr6 el maximo efecto antibacteriano con la arcilla de
hidralgirita a las 24 horas. En conclusion, el efecto de la arcilla de hidralgirita (chaqo)
fue notablemente superior en comparacion con el aceite esencial de la palma después
de las 24 y 48 horas (39).

c. Titulo: “Actividad antibacteriana in vitro del extracto etanolico de Zea Mays L. (maiz
morado) sobre S. mutans ATCC 25175, Cusco 2024”.
Autor: Quispe. (Cusco, 2025)
Resumen: El objetivo consistié en establecer la actividad antibacteriana in vitro del
extracto etanodlico de la tusa de Zea mays L. (Kculli - maiz morado), a distintos niveles
de concentracion (25%, 50%, 75% y 100%) y duraciones (24h, 48h y 72h) en relacion
con S. mutans. Estudio experimental. En los resultados, los halos de inhibicion
permanecieron inalterables a las distintas concentraciones (25%, 50%, 75% y 100%)
y a los distintos momentos (24h, 48h y 72h), dado que los valores alcanzaron los 6mm
en todos los casos, lo que implica que no existi6 actividad antibacteriana de acuerdo
con Duraffourd. En conclusion, la actividad antibacteriana del extracto etandlico de
Zea mays L. (Kculli - maiz morado) no se manifesto en S. mutans (40).

4. Hipaotesis

Dado que el estudio del aceite esencial de 7. vulgaris como agente antimicrobiano ha
generado interés en los Ultimos afios debido a sus resultados efectivos contra una
diversidad de microorganismos.

Es probable que exista una actividad antimicrobiana significativa in vitro del aceite

esencial de Thymus vulgaris sobre Streptococcus mutans 'y Candida albicans.
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CAPITULO II:
PLANTEAMIENTO OPERACIONAL
1. TECNICAS, INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE VERIFICACION.

1.1. Técnica

1.1.1. Especificacion de la técnica

La investigacion emple6 como técnica la observacion experimental, para ver y medir el halo de
inhibicién formado por las diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris
(25%, 50%, 75% y 100%) sobre Streptococcus mutans y Candida albicans.

1.1.2. Cuadro de técnicas e Instrumentos

Tabla 3: Técnicas e instrumentos de investigacion

Variable de investigacion Técnica Instrumento

Estimulo:

Aceite esencial de Thymus ) )
] . (ficha de laboratorial de
vulgaris Observacion .
recoleccion de datos)

Respuesta: . (ficha laboratorial de
Observacion .
recoleccion de datos)

S. mutans

Respuesta: » (ficha laboratorial de
Observacion 4

C. albicans recoleccion de datos)

1.1.3. Descripcion de la técnica

La investigacion empled como técnica la observacion experimental, para evaluar las

variables de investigacion. Asimismo, para iniciar la investigacion, se requirio:
Autorizacion del comité de ética de la UCSM

Autorizacion del jefe del Laboratorio de Microbiologia

Coordinacion con el personal a cargo del laboratorio H-403

Obtenidos los permisos necesarios ser realizo:
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Obtencion del aceite esencial de 7. vulgaris

El aceite esencial (AE) de 7. vulgaris se obtuvo de la compaiiia “Essential Oils

Pert”, distribuida por la farmacia InkaFarma en Arequipa.

Preparacion de las concentraciones del AE de T. vulgaris mediante dilucion

volumétrica

La preparacion de las distintas concentraciones de aceite esencial de Thymus
Vulgaris se realizd6 mediante dilucion volumétrica utilizando agua destilada de

la siguiente manera:
Para la obtencion de la concentracion al 100% se utilizdé un 1 ml de AE.

Para la obtencion de la concentracion al 75% se disolvidé agua destilada estéril

en un volumen de 0, 75 ml del AE. 0.75 ml de aceite x 0.25 ml de agua destilada

Para la obtencion de la concentracion al 50% se disolvid agua destilada estéril

en un volumen de 0, 50 ml del AE. 0.5 ml de aceite x 0.5 ml de agua destilada

Para la obtencion de la concentracion al 25% se disolvid agua destilada estéril

en un volumen de 0, 25 ml del AE. 0.25ml de aceite x 0.75ml de agua destilada

Seleccion, reactivacion y replicacion de cepas bacterianas mediante cultivo

microbiologico:

Se utilizaron cepas liofilizadas de S. mutans (ATCC 35668) y C. albicans (ATCC
10261), las cuales fueron manipuladas bajo normas de bioseguridad y

supervision de la encargada de laboratorio.
Reactivacion de cepas mediante incubacion en caldo BHI:

Afadir 0.5-1.0 mL de caldo BHI estéril al vial ATCC liofilizado (seguir

ficha técnica).

Incubar 18-24 h a 35-37 °C (S. mutans: condiciones microaerodfilas; C.

albicans: aerobio).

Subcultivo y preparacion del inoculo mediante técnica de estriado y patron

de McFarland:

Tomar 100 pL del cultivo reactivado y sembrar en placa agar MS
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(bacteria) o Chromoagar (hongo) para comprobar pureza; incubar 18-24
h.

Dilucion final para siembra en agar mediante técnica de difusion en disco

Kirby - Bauer:

Preparar suspension en suero fisiologico estéril o en PBS y ajustar a 0.5

el patron de actividad de McFarland (~1.5x10"8 UFC/mL).
Dilucioén final para siembra de agar

Usualmente se siembra la capa con la suspension 0.5 McFarland sin
mayor dilucion en difusion en disco. Para microdilucion, diluir 1:100 en

caldo para alcanzar 5x10"5 UFC/mL en pozo final.
Protocolo laboratorial mediante técnica de difusion en disco Kirby - Bauer
Preparar placas MH y dejarlas a temperatura ambiente 30 min.
Tomar suspension 0.5 McFarland y con hisopo hacer 1 estriado en la superficie.
Dejar secar 3—5 min.

Para la evaluacion de la actividad antimicrobiana, se emplearon discos de papel
de filtro estériles de 6 mm de didmetro. Cada disco fue impregnado con un
volumen estandarizado de 15 pL de la solucion correspondiente (aceite esencial
en sus diferentes concentraciones o grupo control) mediante el uso de una
micropipeta de precision. Tras la aplicacion, se garantizé un tiempo de absorcion
de 1 a 2 minutos a temperatura ambiente antes de su disposicion sobre el agar,
asegurando asi la completa fijacion del compuesto en el vehiculo y evitando la

difusion irregular previa a la incubacion.
Colocar los discos con pinzas estériles; presionar ligeramente.
Incubacion:

S. mutans: 35-37 °C en atmdsfera microaerofila (si no, anaerobiosis parcial)

durante 24 h.
C. albicans: 35-37 °C aerobiosis 24 h.

Lectura: medir didmetro total (mm) de la zona de inhibicién con calibrador
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digital; medir en dos direcciones perpendiculares y tomar promedio. Registrar a

24 h.
Evaluacion de la actividad antimicrobiana

Para medir los halos de inhibicién, se empleara un calibrador de metal y valorarla

mediante la escala de Duraffourd:
< 8 mm: sin actividad

9—14 mm: actividad débil

15-19 mm: actividad moderada
> 20 mm: actividad fuerte

Los hallazgos seran colocados en la ficha de recoleccion de datos (ANEXO 1)

1.2. Instrumento

1.2.1.

a)

b)

1.2.2.
v

N N N R

Instrumento documental
Estructura

Se empled una ficha de recoleccién de datos para evaluar las variables, en las que se
identificarda cada uno de los microrganismos evaluados, concentracion del AE,
medicion del halo inhibido después de 24 horas (mm). Asimismo, es importante
mencionar que el instrumento proporciond una estructura detallada que permite

interpretar correctamente los indicadores de la investigacion.
Modelo del instrumento
Se visualiza en el anexo 1.

Instrumentos de Laboratorio:
Asa Bacteriologica.
Autoclave.

Balanza eléctrica en gramos.
Cocina eléctrica.

Cabina de bioseguridad.
Espatulas.

Estufa de CO2.
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Gradilla de Laboratorio.

Matraz.

Mechero Bunsen.

Micropipeta.

Pinzas.

Placas Petri estériles de 15 x 100mm.
Probeta.

Refrigeradora.

Tubos de ensayo.

Varilla agitadora de laboratorio.

Vaso de Precipitado.

ISR N N N N U N N N N NN

Vernier Milimétrico.

1.2.3.Materiales e insumos de laboratorio:

Agar Mitis Salivarius

Agar Chromoagar

Agua Destilada estéril.

Campos de trabajo.

Cepas liofilizadas de S. mutans (ATCC 35668)
Cepas liofilizadas C. albicans (ATCC 10261)
Digluconato de Clorhexidina al 0,12%.
Equipo de bioseguridad de laboratorio (gorro, guantes, lentes, mandil y mascarilla.)
Gasas estériles.

Hisopos estériles.

Papel filtro Whatman.

Papel Kraft.

Papel de Aluminio.

NN N N N N N N N R RN

Aceite Esencial (AE) de T. vulgaris en concentraciones del 25%, 50%, 75% y
100%.

v" Suero fisioldgico.

1.3. Materiales de verificacion

v Camara fotografica.
v Fichas de Observacion Laboratorial.

v" Lapiceros.
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v' Laptop.
v Regla Milimetrada.

2.  Campo de verificacion

2.1. Ubicacion espacial

2.1.1. Ambito general
En la ciudad Arequipa-Peru.
2.1.2. Ambito especifico
Los ambientes del Laboratorio de Microbiologia H - 403 de la Universidad Catdlica de

Santa Maria.

2.2. Ubicacion temporal

La investigacion se realizé durante el 2025.

Unidad de estudio

2.2.1. Unidades de analisis
Patogenos orales

2.2.2. Poblacion
Determinada por las cepas liofilizadas de S. mutans (ATCC 35668) y C. albicans (ATCC
10261).

2.2.3. Muestra

Determinada por las cepas liofilizadas de S. mutans (ATCC 35668) y C. albicans (ATCC
10261), las cuales fueron inoculadas en 50 placas Petri que cumplan con los criterios
estandarizados. En ese sentido, todas las evaluaciones se llevaron a cabo por quintuplicado
siendo 5 placas para cada una de las concentraciones y para el grupo control, con el Gnico
objetivo de asegurar la reproductibilidad y confiabilidad de los hallazgos. La
implementacion de esta técnica posibilitd reducir los fallos técnicos, manejar la

variabilidad bioldgica propia del ensayo y garantizar la validez estadistica.

Se establecio un tipo de control para el experimento, constituido por digluconato de
clorhexidina al 0.12%, debido a su eficacia comprobada como estandar de oro

antimicrobiano en odontologia.
2.2.4. Criterios de inclusion

e Cepas liofilizadas y estandarizadas de S. mutans (ATCC 35668) y C. albicans (ATCC
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10261), lo cual garantiza el desarrollo 6ptimo de los microorganismos, de acuerdo con
las guias de microbiologia.
e Aceite esencial de T. Vulgaris que cuente con control de calidad.
2.2.5. Criterios de exclusion

e Placas Petri contaminadas o inadecuadas que evidencien indicios de contaminacion
cruzada, crecimiento atipico o pérdida de viabilidad durante la plantacion.

e Placas Petri en las que se evidencien variabilidad no controlada en el tiempo de
incubacidén, concentracion del aceite esencial o técnicas de difusion, ya que estos

factores pueden alterar significativamente los resultados.
3. ESTRATEGIA DE RECOLECCION DE DATOS
3.1. Organizacion
e Se solicit autorizacion del comité de Etica de la Universidad Catdlica de Santa Maria.

e Sesolicitd autorizacion Sr. Decano de la Facultad de Odontologia y al jefe de laboratorio

para usar el laboratorio de microbiologia de la Universidad Catolica de Santa Maria.

e Pago por derecho de uso de laboratorios a tesoreria de la Universidad Catélica de Santa

Maria.

e Pago por uso de materiales de laboratorio a tesoreria de la Universidad Catdlica de Santa
Maria.
3.2. Recursos

3.2.1. Recursos humanos

a. Investigador : Cjuro Rendon Joselo Adrian

b. Asesor : Dr. Figueroa Banda Rufo Alberto
3.2.2 Recursos Econdémicos

El presupuesto para la recoleccion sera autofinanciado.

3.2.2.Recursos Institucionales
Universidad Catolica de Santa Maria
4. ESTRATEGIA PARA EL MANEJO RESULTADOS
4.1. Plan de procesamiento de datos

a) Tipo de procesamiento
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Los datos seran procesados en el programa estadistico SPSS, version N° 26.
b) Operaciones de procesamiento

Clasificacion

Los datos registrados de los cuestionarios seran tabulados en una matriz de registro
en Microsoft Excel.

Codificacion

Digital

Tabulacion

Puntuacion para variables métricas

4.2. Plan de analisis de datos
a) Tipo de analisis
Tendencia central de dispersion, para ello se utilizo la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
y si los datos siguen una distribucion normal se utilizo la prueba de Anova para determinar
la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de T. vulgaris contra los principales
patdgenos orales a las 24 horas.
b) Tratamiento estadistico

Tabla 4: Tratamiento estadistico

Variable Tipo Escala Estadisticas descriptivas Prueba

Aceite esencial de

Thymus vulgaris R ) Tendencia central de
Cuantitativa Razon ) » Anova
dispersion
S. mutans
C. albicans

28



4.3. Cronograma

Tabla 5: Cronograma

2025 2026

Actividades ) o . .
Noviembre | Diciembre | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio

Aprobacién
de proyecto

Redaccion del
marco tedrico

Recoleccién
de datos

Procesamiento
y analisis

Informe
investigativo
final
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CAPITULO 111

1. Procesamiento y analisis estadistico

1.1.Procesamiento descriptivo

Tabla 6: Actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris al
25%, 50%, 75% y 100% sobre Streptococcus mutans a las 24 horas

] ) ) Desv. )
Minimo Maximo Media Sig.
Estand.
25% 21.02 22.09 21.45 0.54560 0.233
50% 22.05 24.04 23.06 0.70375 0.339
75% 20.08 23.08 22.06 1.20881 0.170
100% 22.03 30.03 26.83 3.11583 0.670
Grupo
11.02 18.08 15.24 2.97317 0.458
control

Nota. Matriz de datos

En la Tabla 6 se muestran los estadisticos descriptivos de los halos de inhibicion generados
por el aceite esencial de Thymus vulgaris frente a Streptococcus mutans. Se observa que el
grupo control presenta el menor halo de inhibicion (media 15,24 mm), evidenciando una
actividad antimicrobiana limitada. Las concentraciones de 25%, 50% y 75% muestran halos
superiores y relativamente homogéneos (21,45 mm; 23,06 mm; 22,06 mm
respectivamente), lo que indica una respuesta antimicrobiana moderada. Sin embargo, la
concentracion al 100% presenta el mayor halo de inhibicion (media 26,83 mm),
demostrando la mayor potencia antimicrobiana. Estos resultados evidencian que el aceite
esencial posee actividad antibacteriana significativa, y que esta se incrementa conforme
aumenta la concentracion, lo cual sugiere un comportamiento dependiente de concentracion

frente a S. mutans.
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Tabla 7: Actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris al
25%, 50%, 75% y 100% sobre Candida albicans a las 24 horas

Desv.

Minimo Maximo Media Sig.
Estand.
25% 10.04 22.04 17.25 5.07940 0.450
50% 13.05 16.04 14.64 1.12988 0.851
75% 10.07 11.07 10.69 0.51480 0.170
100% 11.01 14.03 12.63 1.14234 0.853
Grupo
9.01 11.03 10.22 0.81717 0.473
control

Nota. Matriz de datos

La Tabla 7 presenta los estadisticos descriptivos correspondientes a Candida albicans. Se
observa que el grupo control registra el menor halo de inhibiciéon (media 10,22 mm),
mientras que la concentracion al 25% presenta el mayor diametro de inhibicion (17,25 mm),
indicando una actividad antiflingica considerable. Por su parte, las concentraciones al 50%
y 100% muestran halos intermedios (14,64 mm y 12,63 mm), mientras que el 75% registra
una inhibicion reducida (10,69 mm), cercana al control. Esto sugiere que la respuesta
antifingica del aceite esencial no sigue un patrén lineal de concentracion—efecto, a
diferencia de lo observado con S. mutans, siendo la concentracion al 25% la que ofrece

mayor eficacia.
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1.2.Analisis estadistico inferencial

Tabla 8: Concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presenta mayor
actividad antimicrobiana sobre Streptococcus mutans a las 24 horas

Porcentaje de

aceite Comparacion P
25% 50% 724
75% 989
100% .004
Grupo control .001
50% 25% 724
75% 935
100% .057
Grupo control .000
75% 25% .989
50% 935
100% 011
Grupo control .000
100% 25% .004
50% .057
75% 011
Grupo control .000
Grupo control 25% .001
50% .000
75% .000
100% .000

Nota. Matriz de datos

La Tabla 8 presenta el analisis post hoc para S. mutans. Se observa que el grupo control
muestra diferencias estadisticamente significativas con todas las concentraciones de aceite
esencial (p < 0,05), confirmando la presencia de actividad antimicrobiana. Asimismo, se
evidencian diferencias significativas entre el 100% y las concentraciones 25% y 75% (p =
0,004 y p = 0,011), lo que reafirma que la concentraciéon maxima genera el mayor efecto
inhibitorio. Las comparaciones entre 25%, 50% y 75% no muestran diferencias
significativas, indicando un comportamiento similar entre ellas. Esto confirma que la
concentracion al 100% es la mas efectiva frente a S. mutans y que existe relacion entre la

concentracion y la capacidad de accion.
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Tabla 9: Concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presenta mayor
actividad antimicrobiana sobre Candida albicans a las 24 horas

Porcen'gaje de Comparacion P

aceite

25% 50% 456

75% .003

100% .048

Grupo control .002

50% 25% 456

75% 112

100% .686

Grupo control .062

75% 25% .003

50% 112

100% 713

Grupo control .998

100% 25% .048

50% .686

75% 713

Grupo control 531

Grupo control 25% .002

50% .062

75% 998

100% 531

Nota. Matriz de datos

En la Tabla 9 se aprecia la comparacion entre concentraciones para C. albicans. Se observan
diferencias significativas entre 25% y 75% (p = 0,003), asi como entre 25% y 100% (p =
0,048) y entre 25% y el grupo control (p = 0,002). Esto confirma que la concentracién al
25% ejerce un efecto antifungico superior respecto a la mayoria de grupos. No obstante, no
se identificaron diferencias significativas entre las concentraciones 50%, 75% y 100% con
el grupo control, lo cual sugiere que dichas concentraciones presentan una respuesta
antifingica baja o variable. En consecuencia, se evidencia que el aceite esencial es capaz

de inhibir C. albicans, pero su efecto no incrementa necesariamente con la concentracion.
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Tabla 10: Comparacion de la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus
vulgaris para determinar la concentracion mas efectiva entre Streptococcus mutans y
Candida albicans a las 24 horas.

Halo de inhibicion promedio Diferencia media
Concentracion de
. . Streptococcus Candida albicans (S. Mutans - C.
aceite esencial (%)
Mutans (mm) (mm) Albicans)

25% 21.45 17.25 +4.20
50% 23.06 14.64 +8.42
75% 22.06 10.69 +11.37
100% 26.83 12.63 +14.2
Control 15.24 10.22 +5.02

(Clorhexidina)

Nota. Matriz de datos

Al contrastar de forma directa la actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus
vulgaris entre ambos grupos de patogenos a las 24 horas, se determind la existencia de patrones
de susceptibilidad disimiles. Para el caso de Streptococcus mutans, el comportamiento
evidenci6 un incremento lineal en el tamafio de los halos a medida que el extracto se encontraba
mas puro, alcanzando su punto de maxima efectividad al 100% con un halo promedio de 26.83

mm.

Por el contrario, Candida albicans exhibié una respuesta inversa, manifestando de manera
paraddjica su mayor zona de inhibicion en el nivel mas bajo evaluado del 25% (media de 17.25
mm) y disminuyendo su efecto en los niveles superiores. Clinicamente, se deduce que, si se
busca el desarrollo de un biomaterial o colutorio de amplio espectro equilibrado para el control
simultaneo de ambas afecciones orales, la opcion intermedia del 50% constituye el punto de
balance idoneo, logrando inhibir de manera homogénea a ambos patogenos sin sufrir las
limitaciones de difusion o viscosidad molecular que se presentan cuando el aceite se aplica en

su estado puro sobre medios so6lidos.
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Tabla 11: Evidencia de actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris
sobre Streptococcus mutans, UCSM, Arequipa 2025

Fuente de Suma de gl Media F Sig
variacién cuadrados cuadratica
Entre grupos 410.245 4 102.561 21.01 0.000
Dentro de 97.603 20 4.880
grupos
Total 507.848 24

Nota. Matriz de datos

En la Tabla 6 se presenta el analisis de varianza (ANOVA) de un factor evidencio la existencia
de diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los halos de inhibicion
generados por las distintas concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris frente a
Streptococcus mutans (p<0.001). Estos resultados indican que al menos una de las
concentraciones evaluadas presenta un efecto antimicrobiano significativamente distinto
respecto a las demés. Asimismo, el elevado valor del estadistico F sugiere una variabilidad
considerable entre los grupos en comparacion con la variabilidad interna, lo que respalda la
influencia de la concentracion del aceite esencial sobre la actividad antibacteriana. En este
contexto, se confirma un comportamiento en el cual la concentracion del aceite esencial termina

siendo influyente en el halo.
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Tabla 12: Evidencia de actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de Thymus vulgaris
sobre Candida albicans, UCSM, Arequipa 2025

Fuente de Suma de gl Media F Sig
variacion cuadrados cuadratica
Entre grupos 166.966 4 41.741 7.71 0.001
Dentro de 108.239 20 5.412
grupos
Total 275.205 24

Nota. Matriz de datos

En la Tabla 7 se presenta el analisis de varianza (ANOVA) de un factor mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre las medias de los halos de inhibicion correspondientes
a las distintas concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris frente a Candida
albicans (p=0.001). Este hallazgo indica que la actividad antifungica del aceite esencial
varia significativamente entre los grupos evaluados. Sin embargo, a diferencia de lo
observado en Streptococcus mutans, el valor del estadistico F es menor, lo que sugiere una
menor magnitud de diferencia entre las medias. Ademas, los resultados evidencian un
comportamiento no lineal en la respuesta antifingica, donde la mayor inhibicion no
corresponde a la concentracion mas alta, sino a la del 25%, lo que sugiere posibles
fenomenos de saturacion o interferencia en la difusion del compuesto a concentraciones

elevadas.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que el aceite esencial de Thymus
vulgaris presenta actividad antimicrobiana significativa frente a Streptococcus mutans y
Candida albicans. En el caso de S. mutans, los halos de inhibicién aumentaron progresivamente
con la concentracion, siendo el 100% el mas efectivo. Estos hallazgos coinciden con lo
reportado por Fani y Kohanteb, quienes demostraron una actividad antimicrobiana potente del
aceite de 7. vulgaris frente a patogenos orales, incluyendo S. mutans, mostrando halos de
inhibicién superiores conforme aumentaba la concentracion del aceite esencial (14). Resultados
similares fueron reportados por Park et al., quienes evidenciaron que aceites esenciales del
género Thymus reducen significativamente la formacion de biopeliculas y la actividad

bacteriana de S. mutans, reafirmando su potencial terapéutico (35).

En contraste, en Candida albicans, la mayor actividad antifingica fue observada en la
concentracion del 25%, mientras que las concentraciones mayores no mostraron incrementos
proporcionales. Este comportamiento no lineal también ha sido sugerido en estudios previos
donde se ha descrito que ciertos componentes fenolicos presentes en el aceite esencial pueden
modificar su difusion en agar o generar fendmenos de saturacion que limitan su efectividad a
concentraciones elevadas (18,22). Moshaverinia et al. reportaron que el aceite esencial de
especies del género Thymus presenta actividad antifingica significativa frente a Candida
albicans, apoyando la evidencia encontrada en el presente estudio respecto a la capacidad
inhibitoria del aceite esencial (36). Asimismo, Al-Shahrani y colaboradores demostraron que el
aceite de 7. vulgaris presenta actividad antifingica comprobada frente a especies de Candida,

reforzando su potencial como agente terapéutico alternativo (22).

Los hallazgos del presente estudio también concuerdan parcialmente con investigaciones donde
se ha utilizado tomillo como alternativa a la clorhexidina. Abdel Hameed et al. reportaron que
extractos de tomillo lograron reducir significativamente las colonias de S. mutans, mostrando
resultados comparables a clorhexidina, aunque sin diferencias estadisticas significativas entre
ambos tratamientos (37). Esto respalda la posible utilidad clinica de 7. vulgaris como

coadyuvante terapéutico en odontologia preventiva.

Finalmente, los resultados obtenidos respaldan la hipotesis inicial, confirmando que el aceite
esencial de Thymus vulgaris presenta actividad antimicrobiana significativa frente a
microorganismos orales de relevancia clinica. Sin embargo, también ponen en evidencia que la

respuesta bioldgica puede variar dependiendo del microorganismo y de la concentracion del
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aceite esencial utilizado, lo cual abre nuevas lineas de investigacion para comprender sus

mecanismos de accion y optimizar su aplicacion clinica.
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CONCLUSIONES

Se determiné que el aceite esencial de Thymus vulgaris presentd actividad
antimicrobiana in vitro en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre
Streptococcus mutans a las 24 horas.

Se determind que el aceite esencial de Thymus vulgaris presentd actividad
antimicrobiana in vitro en concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100% sobre Candida
albicans a las 24 horas.

La concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presentd mayor actividad
antimicrobiana sobre Streptococcus mutans fue la concentracion al 100%, produciendo
un halo de inhibicion promedio de 25,66 mm.

La concentracion del aceite esencial de Thymus vulgaris que presentd mayor actividad
antimicrobiana sobre Candida albicans fue la concentracion al 25%, produciendo un
halo de inhibicion promedio de 17,25 mm.

La actividad antimicrobiana del aceite esencial de Thymus vulgaris difiri6 entre
Streptococcus mutans y Candida albicans, siendo mayor en Streptococcus mutans al
100% y en Candida albicans al 25%.

El aceite esencial de Thymus vulgaris si presentd actividad antimicrobiana significativa

in vitro frente a Streptococcus mutans y Candida albicans.
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RECOMENDACIONES

e A la comunidad cientifica: Profundizar en el andlisis de los componentes quimicos
especificos del aceite mediante cromatografia, para identificar qué metabolitos
secundarios son los responsables directos de la inhibicion de Candida albicans.

e A los clinicos y especialistas en Periodoncia/Cariologia: Evaluar la incorporacion de
soluciones basadas en Thymus vulgaris al 100% en la practica diaria como una alternativa
a los colutorios tradicionales, debido a su notable capacidad antimicrobiana observada in
vitro.

o A futuros tesistas: Replicar este modelo experimental utilizando otras cepas patogenas de
la cavidad oral o variando los métodos de extraccion del aceite para comparar

rendimientos y eficacia.
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TITULO: “ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA IN VITRO DEL ACEITE ESENCIAL DE THYMUS VULGARIS SOBRE STREPTOCOCCUS MUTANS Y
CANDIDA ALBICANS, UCSM, AREQUIPA 2025".

INVESTIGADOR: Cjuro Rendon Joselo Adrian.
TIPO Y DISENO: Experimental, longitudinal, observadonal, apicada, cuantitativo.

OBJETIVO: La investigacion tiene como objetivo: Evidendar si existe actividad antimicrobiana in vitro del aceite esendal de Thymus vulgaris
sobre Streptococcus mutans y Candida albicans, Arequipa 2025.

PROCEDIMIENTOS: Observacion experimental, laboratorial.

SUJETOS DE ESTUDIO: Cepas liofilizadas de S. mutans (ATCC 35668) y C albicans (ATCC 10261).

OBSERVACIONES, SUGERENCIAS: Debe proteger confidencialidad de b data sensible.
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FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

(ATCC 10261)

Cepa Concentracion Tiempo
250 50% 75% 100% Grupo 24 (mm)
control
S. mutans
(ATCC 35668)
Escala de
Duraffourd
25% 50% 75% 100% Grupg 24 (mm)
control
C. albicans

Escala de
Duraffourd
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FOTOGRAFIAS

Fotografia 1: Incubacion
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Fotografia 3: S. Mutans con disco de aceite al 25%

Fotografia 4: S. Mutans con disco de aceite al 55%
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Fotografia 5: S. Mutans con disco de aceite al 75%

Fotografia 6: S. Mutans con disco de aceite al 100%
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Fotografia 7: S. Mutans con disco de Clorhexidina al 0.12%
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Fotografia 9: C. Albicans con disco de aceite al 50%
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Fotografia 11: C. Albicans con disco de aceite al 100%

Foto

rafia 12: C. Albicans con disco de Clorhexidina al 0.12%
~R.¢_\
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BASE DE DATOS

Cepa Concentracion Grupo Tiempo
25% 50% 75% 100% | control | 24 horas

21.080 22.055 20.080 29.035 18.060 X
21.02 23.075 22.685 30.030 18.085 X

S. Mutans
22.010 23.080 23.0 27.075 14.025 X

(ATCC 35668)
21.060 23.075 23.080 22.030 15.035 X
22.085 24.040 22.075 26.025 11.020 X
Escala de
Duraffourd
25% 50% 75% 100%

14.025 14.075 11.070 14.030 9.080 X
] 10.040 15.050 11.055 11.010 10.060 X

C. Albicans
22.040 13.050 11.065 12.065 10.070 X

(ATCC 10261)
21.065 16.035 10.085 13.060 11.030 X
19.070 15.010 10.070 13.0 9.010 X
Escala de
Duraffourd
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