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Palabras Resumen
claves: Introduccion. Las infecciones causadas por Candida albicans es un
In vitro; problema relevante de salud piblica debido a su alta prevalencia y
Fluconazol, resistencia a los antifingicos. Esto ha derivado a la blsqueda de
resistencia alternativas terapéuticas seguras y efectivas. El aceite esencial de
antifngica, Thymus vulgaris (tomillo) se ha estudiado ampliamente por sus
Candida propiedades antimicrobianas, incluyendo su capacidad antiflngica.
albicans, aceite | | £n este contexto, se justifica la exploracién del potencial terapéutico
esencial  de | | ge| aceite esencial de Thymus vulgaris como agente antifdngico.
Thymus Objetivo. El objetivo de la investigacién es evaluar el efecto
vulgaris. antimicético del aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris) en
cultivos in vitro con la cepa micética ATCC; Candida albicans
ATCC 10231 a diferentes concentraciones de 10%, 25%, 50% y
100%.
Metodologia. Se llevo a cabo un estudio experimental in vitro para
evaluar el efecto inhibitorio del aceite esencial de tomillo. Se utilizo
la cepa Candida albicans incubada en 20 cajas Petri. En cada caja
se colocaron discos impregnados con diferentes concentraciones del
aceite esencial, un control positivo (fluconazol) y un control
negativo (suero fisioldgico). Finalmente, se midieron los halos de
inhibicion tras 24 horas de incubacion. Resultados. A las 24 horas,
el aceite esencial de tomillo al 50% y al 100% mostré les halos de
inhibicion mas amplios, registrandose un didmetro de 10 mm para la
concentracion al 50% y superior a 20 mm para la concentracion al
100%. Conclusion. Los resultados obtenidos demuestran que el
aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) mostré capacidad para
inhibir el crecimiento de Candida albicans ATCC 10231.
Keywords: Abstract
Introduction. Infections caused by Candida albicans represent a
In vitro; significant public health problem due to their high prevalence and
Fluconazole, resistance to antifungals. This situation has led to the search for safe
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antifungal and effective therapeutic alternatives. Thymus vulgaris (thyme)
resistance, essential oil has been extensively studied for its antimicrobial
Candida properties, including its antifungal capacity. In this context,
albicans, investigating the therapeutic potential of Thymus vulgaris essential
Thymus oil as an antifungal agent is justified. Objective. This research aims
vulgaris to evaluate the antifungal effect of Thyme (Thymus vulgaris)
essential oil essential oil in vitro cultures with the fungal strain ATCC; Candida

albicans ATCC 10231 at different concentrations of 10%, 25%,
50%, and 100%. Methodology. An in vitro experimental study was
conducted to evaluate the inhibitory effect of thyme essential oil.
The Candida albicans strain was used, and incubated in 20 Petri
dishes. In each dish, discs impregnated with different concentrations
of the essential oil, a positive control (fluconazole), and a negative
control (physiological saline) were placed. Finally, the inhibition
zones were measured after 24 hours of incubation. Results. After 24
hours, thyme essential oil at 50% and 100% showed the widest
inhibition zones, with a diameter of 10 mm for the 50%
concentration and greater than 20 mm for the 100% concentration.
Conclusion. The results demonstrate that thyme essential oil
(Thymus vulgaris) could inhibit the growth of Candida albicans
ATCC 10231.

Introduccion

La Candida albicans es un hongo oportunista cominmente asociado con infecciones
mucocutaneas, genitales e incluso sistémicas en ciertos contextos clinicos. Actualmente
se ha comprobado que las formas comunes de esta infeccion son la candidiasis vaginal y
oral atribuidas a factores como el uso prolongado de antibioticos, condiciones himedas y
calidas, lesiones cutaneas y obesidad (2). La candidiasis oral se manifiesta con placas
blancas en la boca, lengua o garganta, acompafiadas de dolor. Mientras tanto, en la

candidiasis vaginal, se observa secrecion vaginal blanca y espesa, picazén y ardor (2).
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Segln la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la Candida albicans tiene una
mortalidad del 50%. A pesar de los tratamientos disponibles, un problema persistente es
la resistencia a antifungicos, especialmente en paises tercermundistas (3). Por ejemplo,
en Africa, han documentado 18,293 casos de 1976 a 2021, C. albicans como la especie
mas comun, afectando tanto a adultos como a nifios, especialmente en casos de neonatos,
a pesar del tratamiento antifingico, lo que sefiala la necesidad de una atencién especial

en unidades neonatales (4).

El Fluconazol, Ketoconazol y la Anfotericina B son los medicamentos més utilizados para
tratar Candida albicans, sin embargo, se ha observado resistencia a estos tres farmacos
generando un problema que amenaza la salud publica (4). En un estudio realizado en
Ecuador en 2022, se encontr6 que la resistencia al fluconazol en casos de candidiasis oral
es del 6,3%, mientras que del ketoconazol es del 3,2%. La resistencia a la anfotericina B
se registrd en un 0,25% sin embargo el uso de este farmaco se ve limitado por toxicidad

y problemas con la funcion renal (5).

Tras un estudio en el afio 2020 en la revista “Prevalence and Species Distribution of
Candida Clinical Isolates in a Tertiary Care Hospital in Ecuador” se determind
importantes datos sobre la mortalidad asociada a Candida albicans en el Ecuador. Fue
mas prevalente entre el 37% y 40% respectivamente en pacientes hospitalizados (6). La
alta prevalencia de esta especie esta asociada con una considerable morbilidad y
mortalidad. En particular, se observd que Candida albicans fue responsable de
candidemias, una infeccion grave del torrente sanguineo que tiene altas tasas de
mortalidad. El estudio destaca la necesidad de mejorar las practicas de vigilancia y
tratamiento en los hospitales ecuatorianos para reducir las tasas de mortalidad asociadas
a estas infecciones (7).

Entre 2003 y 2010, Brasil y Estados Unidos tuvieron una incidencia similar de
candidemia del 3%. Sin embargo, la tasa de mortalidad varié significativamente,
oscilando entre el 31.8% vy el 40% (7). En Argentina, la candidemia vinculada a C.

albicans mostré una tasa de mortalidad del 36%. Respecto a Ecuador, la informacion
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disponible sobre la prevalencia de esta cepa es limitada, lo que dificulta un analisis
exhaustivo de su incidencia (8).

Un estudio realizado en Polonia, por Baj, investigd que la composicion quimica y la
actividad antifungica del tomillo (Thymus serpyllum L.) y tomillo comun (Thymus
vulgaris L.), contra Candida spp, se obtuvieron por hidrodestilacion y se analizaron
mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas. Encontraron que
los aceites esenciales tienen actividad fungicida contra Candida spp, incluidos aislados
orales (9). El aceite de tomillo fue el mas activo, con concentracion minima inhibitoria y
concentracion minima de fungicidas bajas. Estos resultados sugieren que los AE de estas

plantas podrian usarse para desarrollar nuevos agentes antifingicos (10).

Fiallos realiz6 un estudio in vitro para evaluar la capacidad antifingica de extractos de té
verde y tomillo contra Candida albicans. Se emplearon distintas concentraciones de estos
extractos y combinaciones entre ambos. Los resultados mostraron que el extracto de
tomillo al 100% fue el mas efectivo, casi igualando la accion del control positivo
(fluconazol), con una inhibicion de 22,9 mm. Por otro lado, el extracto de té verde tuvo
una efectividad menor, con una inhibicién de 15,8 mm. Se observaron diferencias
significativas entre el extracto de tomillo y el control positivo. En conclusion, el extracto
de tomillo, especialmente en su concentracion al 100%, demostrd ser mas eficaz contra
Candida albicans en comparacion con el extracto de té verde, resaltando su potencial
como agente antifungico (11).

El aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo) est& constituido principalmente por timol
y carvacrol, siendo el timol el componente mas abundante. Estudios han sefialado que
algunas variedades de tomillo pueden contener aproximadamente entre un 10% y un 64%
de timol, y entre un 20% y un 45% de carvacrol (12).

Ambos compuestos poseen propiedades antimicoticas, antiinflamatorias, antibacterianas
y antioxidantes. EIl timol ejerce su accion antifingica alterando la permeabilidad de la
membrana celular de los hongos y modificando la morfologia de las hifas, lo que reduce
su didmetro y puede provocar la ruptura de sus paredes. Por su parte, el carvacrol se

acumula en la membrana celular, aumentando la formacién de puentes de hidrégeno y
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liberacién de protones, lo que genera cambios estructurales en la membrana y

desencadena la muerte microbiana (13).

Ademas, la actividad antimicética del timol y el carvacrol se debe a su capacidad para
unirse a enzimas clave de la pared y la membrana celular a través de puentes de hidrogeno
en sus sitios activos. Esto provoca cambios en la adhesion celular, en el contenido de
iones y en la sintesis de ergosterol, lo que finalmente conduce a la muerte celular (14).

La candidiasis oral se caracteriza por la formacion de parches blancos en la parte interna
de la boca, en la lengua y alrededor de los labios. Debajo de estas manchas blancas, la
superficie suele estar enrojecida e inflamada. Los bordes de los labios pueden presentar
signos de ruptura, mostrando una zona roja y himeda que podria causar leve dolor (14).
Mientras tanto, las mujeres tienen alta probabilidad de desarrollar candidiasis vaginal al
menos una a lo largo de su vida, en el embarazo o la diabetes las hacen mas susceptibles
a esta infeccion vaginal. Puede provocar picazon y dolor en la vagina, una secrecién
espesa con aspecto de queso, sensacion de ardor alrededor de la vagina e irritacion durante

las relaciones sexuales (15).

Sin embargo, ademas de la candidiasis oral y vaginal, existen otros tipos de esta infeccion,
como la candidiasis cutanea y la candidiasis profunda. La candidiasis cutanea se refiere a
las infecciones de la piel desarrolladas en areas con poca ventilacion y alta humedad.
Comunmente afecta areas como la zona cubierta por pafiales, las manos que suelen usar
guantes de goma, la piel alrededor de las ufias, la region inguinal y los pliegues debajo de

los senos grandes (16).

Por otro lado, la candidiasis profunda, Se refiere a la invasion de hongos en el interior del
cuerpo, ingresando al torrente sanguineo y propagandose por todo el organismo. Este tipo
de candidiasis provoca infecciones muy graves y generalmente ocurre en personas con
un sistema inmunoldgico criticamente debilitado, como pacientes con cancer o VIH. Los
sintomas pueden ir desde fiebre intensa hasta el fallo de algin 6rgano (17).

Esta investigacion propone evaluar y validar el efecto antimicético in vitro del aceite

esencial de Tomillo (Thymus vulgaris) contra la cepa Candida albicans ATCC 10231,
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utilizando concentraciones del 10%, 25%, 50% y 100%. Se determinara su capacidad de
inhibicion mediante la aplicacion de técnicas especializadas de susceptibilidad
antifangica, como las pruebas de difusion en disco (16). Estas pruebas permitiran obtener
datos precisos y representativos sobre la efectividad del aceite esencial en la inhibicion
del crecimiento fungico, disponer una evaluacion detallada y rigurosa de su actividad
antimicrobiana (18).

Metodologia

Esta investigacion se realiz6 mediante un disefio experimental in vitro. El estudio se

elaboro en un laboratorio de microbiologia de la Universidad Catolica de Cuenca.

Las hojas y flores de Thymus vulgaris se recolectaron en las provincias de Azuay,
especificamente en los cantones Cuenca y Pichincha - Ambato. Posteriormente, fueron
trasladadas al laboratorio en Guayaquil y se almacenaron de manera inmediata en
refrigeracion para preservar su frescura y contenido de aceites esenciales, la cual fue

lavado con agua destilada y secada.

Para la extraccion de los aceites esenciales, se utilizo la técnica de destilacidn por arrastre
a vapor a una temperatura controlada de aproximadamente 30°C. Se llevaron a cabo dos
destilaciones, una con 15 kg de material vegetal y otra con 20 kg, con una duracion
promedio de 3 a 7 horas cada una. EI material vegetal se peso antes de la extraccion del
aceite mediante arrastre de vapor en un alambique de acero inoxidable. Se afiadieron 2
litros de agua destilada por cada 30 ramilletes de tomillo, obteniendo un volumen final de

17 ml de aceite esencial.

Se prepararon diferentes concentraciones del aceite esencial de Thymus vulgaris
utilizando dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente. Las diluciones se realizaron de la
siguiente manera: para la concentracion del 10%, se mezclaron 200 pL de aceite esencial
con 1800 puL de DMSO; para el 25%, se utiliz6 500 pL de aceite esencial con 1500 puL de
DMSO; para el 50%, se combinaron 1000 pL de aceite esencial con 1000 pL de DMSO;
y finalmente, para la concentracion del 100%, se empled el aceite esencial puro sin diluir

con ningdn solvente.
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Se emplearon cepas certificadas de Candida albicans ATCC 10231 obtenidas del
distribuidor DILAMED en Cuenca, Ecuador. Para la activacion de las cepas de C.
albicans, se realizaron estrias en agar Sabouraud Dextrose y se incubaron a 37 °C durante
24 horas. Posteriormente, se procedié al antibiograma en agar Mueller Hinton utilizando
la escala de MacFarland a 0.1 para estandarizar la concentracion de las células. Se tomo
una muestra de 3-4 colonias de C. albicans y se suspendié en 5 ml de solucién salina

hasta alcanzar la turbidez especificada por la escala de MacFarland.

A continuacion, se sembraron las muestras en 10 placas de agar Mueller Hinton por
duplicado. Se colocaron discos impregnados con 30uL diferentes concentraciones de
aceite esencial de tomillo (10%, 25%, 50%, y 100%), asi como controles positivos
(fluconazol) y negativos (suero fisioldgico) en las placas siguiendo un esquema
especifico, es decir, en una placa se colocaron discos con dilucién al 10% y al 25%, en
otra placa al 50% y al 10%, y asi sucesivamente considerando las distancias de 15mm del
borde de la placa y 24mm de distancia entre los discos. Este proceso se repitié para todas
las combinaciones de diluciones y controles, asegurando un adecuado analisis de la
actividad inhibitoria del aceite esencial frente a Candida albicans y se incubaron a 37 °C

por 24 horas y posteriormente se midieron los didmetros de los halos de crecimiento.

La identificacion de los halos de inhibicién fue un método estandar para determinar la
susceptibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos. En este estudio, se utilizd
la escala de Duraffourd, para medir el diametro de los halos de inhibicion en cultivos de
C. albicans. Esta escala clasifica la sensibilidad basdndose en el tamafio del halo,
permitiendo asi comparar la efectividad de distintos tratamientos antifingicos. Segun la
escala de Duraffourd, la sensibilidad se considera nula cuando el halo es < 8 mm, sensible
para halos de 9 a 14 mm, muy sensible para halos de 15-19 mm, y sumamente sensible

para halos > 20 mm.
Resultados

Resultados del antibiograma.
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Tabla 1. Determinacion del efecto antifingico con cuatro concentraciones diferentes del

aceite esencial de Tomillo (Thymus vulgaris).

Concentracion del aceite de Tomillo (Thymus vulgaris)

Cepa 10% 25% 50% 100% Fluconazol
C. albicans
Placa 1 8 mm 9 mm 12 mm Sensible Resistente
Placa 2 8 mm 9mm 12 mm Sensible Resistente

La tabla 1 indica una menor dispersion en las concentraciones de 10% y 25%, en
comparacién con las concentraciones de 50% y 100%, donde se observa una mayor

variabilidad en la zona de inhibicidn.

Tabla 2. Determinacion del efecto antifungico del aceite esencial de Tomillo (Thymus

vulgaris) utilizando diversas combinaciones de diferentes concentraciones.

Combinacién de concentraciones del Tomillo (Thymus vulgaris)
Cepa 10% 10% 10% 25% 25% 50%

C. 100% 25% 50% 50% 100% 100% Fluconazol
albicans
Placa 1 8 mm 8mm 8mm 9mm 9mm 12 mm Resistente

Sensible 9mm 9mm 12mm Sensible Sensible Resistente

Placa 2 8 mm 8mm 8mm 9mm 9mm 12 mm Resistente

Sensible 9mm 9mm 12mm sensible Sensible Resistente

La tabla 2 indica la evaluacién de la combinacion de concentraciones del aceite esencial
de Tomillo sobre C. albicans mostrando resultados consistentes en ambas placas (Placa
1y Placa 2). La finalidad de esta combinacion fue identificar un sinergismo entre ambas
concentraciones para obtener un mayor halo de inhibicion en el crecimiento del

microorganismo.
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Figura 1. Antibiograma con un disco de 50 pg de aceite de Tomillo con resistencia a

fluconazol.

Figura 2. Antibiograma con diferentes concentraciones.
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Diametro del halo de inhibicion por concentracion del aceite de
Thymus vulgaris

10%-100% 25%-10% 10%-50% 25%-50% 25%-100% 50%-100%

= = =
> o)) (o] o N Y

Diametrodel halo de inhibicién (mm)

Combinacion de concentraciones

Figura 3. Determinacion de los halos de inhibicién del crecimiento de Candida
albicans utilizando el aceite esencial con combinaciones en distintas concentraciones.
Discusion
El uso de AE ofrece alternativas prometedoras a los antifungicos tradicionales, que a
menudo pueden generar resistencia y, a largo plazo, ser perjudiciales para la salud. En
este contexto el AE de Tomillo ha demostrado una notable eficacia antifingica debido a

su composicion rica en timol y carvacrol, siendo el timol el componente mas abundante
(10).

Los resultados obtenidos mediante el método de difusion en agar evidencian que esta
técnica es adecuada para evaluar de manera cualitativa y cuantitativa la actividad
antimicotica del AE de Tomillo (9). En este estudio, se observo que el aceite esencial de
tomillo inhibi6 eficazmente el crecimiento de C. albicans, y estos resultados concuerdan
con los de Nieto (2018), en su estudio sobre la actividad anti fungicida del extracto
alcohdlico y aceite esencial de Thymus Vulgaris "Tomillo" sobre candida albicans, quien
reporté que con el AE de Thymus vulgaris genero halos de inhibicion de 13 mm a una
concentracion del 25% y de 17.33 mm en concentraciones del 50%, de manera similar,
Fiallos V. (2021), encontraron halos de inhibicién 8mm con AE al 50%, 16 mm al 75%
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y 22 mm al 100% frente a C. albicans en su investigacién actividad antifingica del té
verde (Camellia sinensis) y tomillo (Thymus vulgaris) frente a candida albicans (12).

Otros estudios han encontrado resultados similares como los reportados por Rojas J et al.
(2015), en la investigacion aceite esencial de Thymus vulgaris (tomillo), su combinacién
con EDTA contra Candida albicans y formulacion de una crema, reportaron halos de
inhibicion de 25 mm a una concentracion de 25% y de 35.33 mm con una concentracion
del 100% demostrando una actividad inhibitoria (8). Por otro lado, Ruiz L. (2022), en la
investigacion sobre del AE de Thymus vulgaris y su uso como antimicético contra C.
albicans y Trychophyton rubrum sefialaron que este aceite es eficaz para el control de
diferentes infecciones en la piel provocadas por Candida albicans. Ademas, aseguraron
que el AE tiene una actividad antifingica desde la concentracion del 10%, concordando
con los resultados realizadas en esta investigacion (19).

Estos hallazgos sugieren que los aceites esenciales, como el aceite de tomillo, pueden
ofrecer alternativas efectivas a los antimicéticos tradicionales, los cuales pueden generar
resistencia o tener efectos negativos para la salud. El aceite de tomillo, en particular, ha
demostrado poseer un potente efecto antifingico, considerandose como una opcion

prometedora en el tratamiento de infecciones fangicas (13).
Conclusiones

El aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) demostré un notable efecto antifingico
frente a la cepa Candida albicans ATCC 10231, mostrando eficacia especialmente a
concentraciones iguales o superiores al 50%. Estos hallazgos evidencian el potencial del
aceite esencial de tomillo como una alternativa natural en el tratamiento de infecciones
causadas por Candida albicans, destacando su posible aplicacién en el desarrollo de
terapias antifangicas innovadoras y efectivas.

Los resultados de esta investigacion evidenciaron la resistencia de C. albicans al
fluconazol, lo que indica la necesidad de un uso controlado de este antifingico ya que la
resistencia puede estar relacionada con el uso prolongado, la automedicacion sin

supervision médica, el uso profilactico inadecuado y la falta de seguimiento
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microbioldgico en tratamientos prolongados. Para prevenir la progresion de la resistencia,
se recomienda restringir su administracion a casos en los que su uso sea estrictamente

necesario, respaldado por pruebas microbioldgicas que confirmen su eficacia.
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