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Efecto antimicotico del timol sobre cepas de Candida albicans:
estudio in vitro

Antimicotic effect of thymol on strains of Candida
albicans: in vitro study

Ayala J 12, Jibaja T 22, Sotelo E 22, Montafio V 22, Soler A 3¢, Armas A 1¢

RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto antimicético del timol en concentraciones de 0,1, 0,5y 1 % sobre cepas de Candida albicans
evaluadas a las 48 horas de incubacion, comparandolas con gluconato de clorhexidina al 0,12 % y nistatina. Material y métodos:
La actividad antimicética del timol se determind en funcién al diametro de halo de inhibicién y los criterios de susceptibilidad del
método de Duraffoourd, llevado a cabo segun la técnica de difusidn en agar con una muestra de 25 cajas Petri inoculadas con
Candida albicans ATCC®210231, cada una con 3 discos de papel filtro embebidos en soluciones de timol al 0,1 %, 0,5 % y 1 %,
al igual que en gluconato de clorhexidina al 0,12 % y nistatina en suspension siguiendo los parametros del Comité Nacional de
Normas de Laboratorios Clinicos. Resultados: Las concentraciones de timol al 0,5y 1 % mostraron efecto inhibitorio superior a
las sustancias empleadas como control. Conclusiones: El timol posee efecto inhibitorio mayor que la clorhexidina y la nistatina
sobre células de Candida albicans, mostrandose como alternativa a los farmacos habituales.
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ABSTRACT

Objective: To determine the antimicotic effect of thymol in concentrations of 0.1, 0.5 and 1 % on strains of Candida albicans
evaluated at 48 hours of incubation, comparing them with 0.12 % chlorhexidine gluconate and nystatin. Material and methods:
Thymol antifungal activity was determined according to the inhibition halo diameter and the susceptibility criteria of the Duraffoourd
method, carried out according to the agar diffusion technique with a sample of 25 Petri dishes inoculated with Candida albicans.
ATCC®10231, each with 3 filter paper discs embedded in 0.1 %, 0.5 % and 1 % thymol solutions, as in 0.12 % chlorhexidine
gluconate and nystatin in suspension following the parameters of National Committee of Standards of Clinical Laboratories.
Results: Thymol concentrations of 0.5 and 1% showed an inhibitory effect superior to the substances used as control.
Conclusions: Thymol has a greater inhibitory effect than chlorhexidine and nystatin on Candida albicans cells, being shown as
an alternative to the usual drugs.
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INTRODUCCION

La presencia de infecciones fangicas resulta frecuente
en la poblacion; sin embargo, su tratamiento continta
siendo tema de actualidad hasta el momento @, el
género Candida spp. se encuentra de manera general
entre un 7 — 65 % de los microorganismos existentes en
boca, manifestdindose en bajas concentraciones en
pacientes sanos y con mayor prevalencia en pacientes
inmunocomprometidos del tipo geriatricos, con cancer,
sida, diabetes, como también en pacientes portadores
La candidiasis oral depende generalmente de tres
factores; la condicién sistémica del paciente, condicion
oral y resistencia frente a la Candida albicans ®. Su
presencia en boca corresponde al 75 % asociada sobre
todo a la presencia de protesis dentales,
desencadenando estomatitis subprotésica por la
presencia de biofilm © yalterando frecuentemente las
estructuras bucales ©®. De forma tradicional, con el uso
de fluconazol y nistatina se han convertido en los
antimicéticos de eleccion por su eficacia y baja toxicidad
en la profilaxis y tratamiento de lesiones fangicas G19 en
conjunto con la clorhexidina en productos de uso dental
logrando un efecto sinérgico de potencia, es decir,
aumentando la efectividad de ambos compuestos V).
Sin embargo, alteraciones en tejidos blandos y
estructuras dentales asociadas a cambios de color han
sido reportadas, lo que lleva a buscar por medio de este
estudio una evaluacién dela capacidad antimicética del
timol en concentraciones del 0,1; 0,5y 1 % sobre cepas
de C albicans a las 48 horas de incubacion, comparando
su efectividad con la clorhexidina y la nistatina al 0,12%.

MATERIAL Y METODOS

Se plantea un estudio experimental con una muestra
constituida por 30 cajas Petri que contienen el in6culo
de C albicans (ATCC®10231, Ecuador). Siguiendo
procedimientos preestablecidos, para determinar la
actividad antibacteriana, la cepa liofilizada fue activada
en 1 ml de caldo Saboroud, con el fin de enriquecer y
rehidratar al microorganismo, luego se sembré en cajas
de agar Saboroud. El método de siembra fue por
agotamiento y se verificé que las

colonias no estuvieran contaminadas mediante montaje
directo azul de lactofenol. Las mismas fueron
observadas al microscopio en objetivo de 40x.

La prueba de sensibilidad fue ejecutada una vez
identificada ausencia de contaminacion de las colonias,
para lo cual se preparé un inéculo de turbidez 0,5 Mac
Farlan, partiendo de las colonias que crecieron y fueron
aisladas del agar Saboroud; en dicho inocuo se
sembraron 15 placas en agar Saboroud, mediante la
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de aparatologia oral favoreciendo la adhesion de placa
dentobacteriana @9,

La terapéutica tradicional involucra el empleo de
colutorios como forma de tratamiento, el timol en
concentracion del 0,064 % se encuentra presente en
diferentes productos coadyuvantes en la higiene oral 4,
como forma de tratamiento frente a infecciones micéticas
presentando en su composicion etanol generalmente al
5% © o en forma de barniz en concentracion del 1 %

técnica de siembra en césped y con hisopo para su
respectivo antibiograma. EL agar Saboroud permite
crecimiento 6ptimo de hongos.

Los discos de papel filtro (Whatman TM, Espafia) fueron
impregnados con 20 pL de cada una de las
concentraciones de timol al 0,1, 0,5y 1 %; como control
positivo para sensibilidad se utilizé gluconato de
clorhexidina al 0,12 % en solucién y nistatina al 0,12 %
en solucion. Se procedio a colocar con pinzas estériles
y presionar sobre las cajas; las mismas fueron marcadas
con la concentracion y el extracto usado e incubadas a
37°C. La evaluacion de actividad de inhibicion se realizé
a las 48 horas de inhibicibn mediante una regla
milimetrada, valorando el didmetro de los halos
formados alrededor de los discos de filtro. Se
sobreentendié que mientras mayor sea la medida del
halo, la sustancia presenta mayor efectividad sobre la
inhibicién en el crecimiento de las cepas. Los valores
fueron recolectados en tablas Excel y sometidos a
analisis mediante el programa SPSS y pruebas
estadisticas de Shapiro-Wilk y Kruskal Wallis.

RESULTADOS

Del De acuerdo a los datos analizados, se puede
comprobar que mientras mayor diametro tenga el halo,
existe mayor efecto inhibitorio de la sustancia sobre la
levadura, por lo que el andlisis cualitativo realizado,
segun la escala de medicién de Duraffoourd, determiné
gue la C albicans a las 48 horas de evaluacion, se
mostré muy sensible al timol en concentracion del 1 %,
con una media de 17,60 mm, seguido de las soluciones
del timol al 0,5 %, y 0,1 %, con similar valor para el
gluconato de clorhexidina al 0,12 % de 13,60 mm, 11,50
mm y 11,00 mm respectivamente; finalmente la nistatina
con un valor de 8,90 mm demostrando sensibilidad nula

Para verificar si las muestras tomadas provienen de una
poblacién con distribuciéon normal, se realizaron las
pruebas de normalidad de Kolmogorov- Shapiro
basadas en las hipoétesis del estudio, con los valores de
significancia correspondientes a p < 0,05 5 (95 % de
confiabilidad) demostrando diferencias significativas, es
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decir ninguna de las sustancias actué de la misma
forma, realizadndose a seguir la prueba Kruskal-Wallis.

El andlisis de Kruskal-Wallis determiné que a las 48
horas tomando en cuenta los valores mas altos de
inhibicién pertenecieron al timol al 1 %, seguido por la
concentracién al 0,5 % y al final timol al 0,1 %.
Observandose los valores mas altos en timol al 1 % con
una media de 16,67 mm, seguido por el timol al 0,5 %
con 12,60 mm vy, finalmente, timol al 0,1 % con 10,47
mm con minima diferencia en relacion al gluconato de
clorhexidina al 0,12 % cuya medicion fue 10,07 mm.

En el analisis de la distribucion de los datos de
inhibicion, con un total de 75 valores se observé un nivel
de significancia de p = 0, 000,1 mostrando diferencias
significativas entre los efectos de las sustancias
estudiadas a las 48 horas. Es asi que el timol en
concentraciéon del 0,1 % mostré una distribucién
asimétrica de datos, con una mediana alrededor de 10
mm, existiendo también valores limites maximos y
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minimos segun su dispersion. El timol al 0,5% y el timol
al 1% obtuvieron una distribucién asimétrica, con una
mediana de 16,67 mm, mayor que las otras
concentraciones, con datos agrupados hacia las
medidas mas altas de inhibicion, habiendo ademas
dispersion de datos en sus dos extremos.

Al analizar las sustancias usadas como control, se
observé que el gluconato de clorhexidina al 0,12 % no
tuvo variabilidad de datos, por lo que su mediana
coincidio tanto con los cuartiles 1 y 3 y los extremos
negativo y positivo,

con una media aproximada de 10 mm, mostrandose,
ademas, valores atipicos en sus dos extremos. En
cuanto a la nistatina analizada a las 48 horas, se
encontré una distribucién simétrica de datos, con una
media alrededor de 7 mm, con dispersion amplia,
mostrando valores de inhibiciébn dispersos tanto
superiores como inferiores.

Tabla 1. Valoracion de muestras emparejadas

Tiempo N° de pares Tipo de sustancia gl Sig. (bilateral)
1 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 0,1 % 15 0,000

24 horas 2 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 0,5 % 15 0,000
3 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 1 % 15 0,001
4 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 0,1 % 15 0,000
5 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 0,5 % 15 0,000
6 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 1 % 15 0,001
7 TIMOL 0,1% - TIMOL 0,5% 15 0,000
8 TIMOL 0,1% - TIMOL 1 % 15 0,000
9 TIMOL 0,5% - TIMOL 1 % 15 0,000
1 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 0,1 % 15 0,000
2 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 0,5 % 15 0,000

48 horas 3 CLORHEXIDINA 0,12 % - TIMOL 1 % 15 0,001
4 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 0,1 % 15 0,000
5 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 0,5 % 15 0,000
6 NISTATINA 0,12 % - TIMOL 1 % 15 0,001
7 TIMOL 0,1 % - TIMOL 0,5% 15 0,000
8 TIMOL 0,1 % - TIMOL 1% 15 0,000
9 TIMOL 0,5 % - TIMOL 1% 15 0,000
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Tabla 2

Ayala et al.

Prueba de Wilcoxon

N° de pares 7 Sig. asintética (bilateral)
1. CLORHEXIDINA 0,12% - TIMOL 0,1% -2,724 0,006
2. CLORHEXIDINA 0,12% - TIMOL 0,5% -2,584 0,011
3. CLORHEXIDINA 0,12% - TIMOL 1 % -2,410 0,016
4. NISTATINA 0,12% - TIMOL 0,1 % -1,622 0,005
5. NISTATINA 0,12% - TIMOL 0,5 % -1,410 0,003
6. NISTATINA 0,12% - TIMOL 1 % -1,386 0,006
7. TIMOL 0,1% - TIMOL 0,5 % -2,438 0,007
8. TIMOL 0,1% - TIMOL 1 % -2,670 0,008
9. TIMOL 0,5% - TIMOL 1 % -2,462 0.006

Finalmente, al comparar las muestras entre las 24 y 48
horas mediante la prueba Wilcoxon, se observa que de
todas las medidas obtenidas a las 24 horas, solo las de
nistatina 0,12 % tiene variacion a las 48 horas, las
mismas que se han reducido al haber crecimiento de
hongos (tabla 2), con un valor de significancia de 0,001.
El timol al 1% muestra (p=0,005), el timol al 0,1 %
muestra un (p=0,010), es decir, el efecto antifingico de
las soluciones del timol es directamente proporcional al
grado de concentracion, siendo mas efectivo timol al
1%.

DISCUSION

El timol al 1 % presenté accion anti fungica sobre
Candida albicans al considerar la incubacion a las 48
horas, confirmando lo reportado en estudios previos que
asocian estos resultados a una interferencia de la
sintesis y/o presencia de ergosterol en la membrana
plasmatica 2, asi como, una reduccion de la viabilidad
de células de C. albicans mediante técnicas de
imagenes de fluorescencia en superficies acrilicas 2,
observandose un efecto inhibitorio tanto del aceite del
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timol como de su derribados directamente proporcional
a las concentraciones empleadas 4.

El Sulfato de Zinc, en varias presentaciones, ha
mostrado un efecto adecuado como alternativa en
infecciones asociadas a la presencia de C. albicans ©).
En ese mismo sentido, el hipoclorito de sodio al 2 % y el
gluconato de clorhexidina al 0.12 % mostraron
resultados satisfactorios @, observandose una
disminucion de su eficacia proporcional al tiempo, lo cual
no fue apreciado en este estudio donde el efecto
inhibitorio aumenté a medida que el tiempo de
incubacion se prolongd, lo cual resulta eficaz.

Estudios in vitro han afiadido sustancias quimicas como
el EDTA en combinacion de aceites esenciales, donde
tal combinacidon ha mostrado un efecto sinérgico de
potencia, incrementando los halos de inhibicion,
mostrando baja toxicidad en mucosas y convirtiéndose
en un preparado con actividad fungicida para ser usado
a futuro, sin embargo, es necesaria la realizacion de mas
estudios in vivo 19,
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El timol corresponde a un aceite esencial, sin embargo,
aunque algunos de ellos han sido probados, como el de
la cascara de toronja Citrus Paradisi, sus efectos anti-
fungicos no fueron satisfactorios (16). Ecuador, por ser
un pais en vias de desarrollo en el que es posible
encontrar comunidades que no han podido acceder con
facilidad al sistema de salud debido a sus recursos o
ubicacién, opta por el empleo de plantas y de la
medicina tradicional ancestral con el objetivo de
mejorar la calidad de vida de quienes padecen
diferentes enfermedades 7.

Existen actualmente alrededor de 3000 aceites
esenciales de los cuales apenas el 10% posee un
impacto positivo en la industria farmacéutica. Los
componentes de los aceites esenciales son metabolitos
secundarios de plantas que pueden ser separados
fisicamente del tejido membranoso. Tradicionalmente,
los aceites esenciales han sido utlizados como
bactericidas, fungicidas, antiparasitarios, analgésicos y
espasmoliticos. Sin embargo, el caracter lipofilico de
los aceites esenciales, dificulta su administracién para
ser utilizado como agentesantimicrobianos @®. La
literatura ha demostrado que los monoterpenos, como
timol, carvacrol y citral, han mostrado actividad
fungicida alta contra C. albicans., a diferencia de la
naturaleza fungistatica del fluconazol 9. El uso de
timol presenté un dafio significativo sobre la biosintesis
de ergosterol, rompiendo la integridad de la membrana
bacteriana, resultados que se comparan con el
presente estudio in vitro.

Entre las limitaciones de la investigacion, se debe
mencionar que la metodologia permite realizar los
objetivos planteados, dando una explicacién precisa y
directa sobre el efecto antimicético del timol sobe sepas
de candida. Algunas cuestiones de interés como la falta
de informacion sobre el timol requeririan un resultado
complementario este estudio se plantea como una
primera aproximacion que requiere mayor profundidad,
sugiriendo en base a los resultados que se invite a
realizar mas estudios para la veracidad de estos. Si
bien es cierto, en la composicion en diferentes
productos comerciales estan incluidos aceites
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esenciales como el timol, es necesario seguir
analizando diferentes concentraciones y plantas con
sus respectivos extractos.

Si bien es cierto, en la composicion en diferentes
productos comerciales estan incluidos aceites
esenciales como el timol, es necesario seguir
analizando diferentes concentraciones y plantas con
sus respectivos extractos. La literatura sobre el
compuesto timol como tal es reducida, lo que constituy6
una limitante para este estudio en la parte estadistica
como tedrica; sin embargo, la alta frecuencia de
pacientes edéntulos y pacientes portadores de prétesis
en conjugacion con los resultados encontrados, invitan
a que nuevos estudios sean ejecutados en esta misma
linea, buscando encontrar el antimicético adecuado que
ademas de controlar la infeccidn fangica evite alguna
alteracion a las estructuras bucales donde toma
contacto.

Con los resultados del estudio in vitro ejecutado, se
puede concluir que el timolal 0,5y 1 % mostr6 un efecto
inhibitorio mayor que la clorhexidina y la nistatina sobre
Candida albicans, lo que convierte al timol en una
alternativa terapéutica para la candidiasis, reduciendo
la frecuencia de efectos secundarios causados por la
clorhexidina y otras sustancias quimicas.
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