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RESUMEN

Los aceites esenciales sirven como un sustituto viable para la utilización de antimicrobianos convencionales. En la 
actualidad, la distribución mundial de cepas de Streptococcus pneumoniae son resistentes a la penicilina. Esta bac-
teria en particular posee la capacidad de causar daño a los seres humanos. Se evalúa la eficacia antimicrobiana del 
timol, un compuesto activo que se encuentra en el aceite de tomillo. Se examinaron un total de 30 cepas distintas de 
Streptococcus pneumoniae. La metodología empleada en este estudio fue la técnica de microdilución en caldo. Los 
resultados revelaran que la mayoría de las cepas mostraron resultados similares tanto en las pruebas de concentra-
ción inhibitoria mínima como en las de concentración bactericida mínima. Estas alteraciones permitieron a los inves-
tigadores detectar y establecer de manera efectiva la actividad antimicrobiana del timol como una posible opción de 
tratamiento alternativo.

Palabras clave: Concentración inhibitoria mínima, Concentración bactericida mínima, Potencial microcida, Thymus 
vulgaris.

ABSTRACT

Essential oils serve as a viable substitute for the use of conventional antimicrobials. Currently, the worldwide distribution 
of strains of Streptococcus pneumoniae are resistant to penicillin. This particular bacterium has the ability to cause 
harm to humans. The antimicrobial efficacy of thymol, an active compound found in thyme oil, is evaluated. A total of 
30 different strains of Streptococcus pneumoniae were examined. The methodology used in this study was the broth 
microdilution technique. The results reveal that most of the strains showed similar results in both the minimum inhibitory 
concentration and minimum bactericidal concentration tests. These alterations allowed the researchers to effectively 
detect and establish the antimicrobial activity of thymol as a possible alternative treatment option.

Keywords: Minimum inhibitory concentration, Minimum bactericidal concentration, Microcidal potential, Thymus vulga-
ris.
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INTRODUCCIÓN

Las plantas siempre se han considerado como uno de 
los recursos naturales más importantes para la población 
humana debido a sus beneficios multifacéticos, que van 
más allá del simple suministro de sustento para abarcar el 
tratamiento y el alivio de diversas dolencias y lesiones físi-
cas, lo que las convierte en un activo indispensable para 
la humanidad (Zapata et al., 2010). La fitoterapia contem-
poránea ha puesto de relieve la importancia de investigar 
exhaustivamente las propiedades de numerosas plantas 
que siguen siendo enigmáticas en el ecosistema, desde 
una perspectiva terapéutica (Faucon, 2014). El Thymus 
vulgaris, más conocido como tomillo, representa un exce-
lente ejemplo de una planta que se emplea ampliamente 
en la medicina tradicional para mejorar las enfermedades 
respiratorias. Este espécimen botánico pertenece a la fa-
milia de las Lamiaceae y se caracteriza por su estructura 
arbustiva de hoja perenne, con hojas aromáticas diminu-
tas, densamente compactas, de color verde grisáceo, 
que tienen racimos de resplandecientes flores de color 
púrpura o rosa (Silva et al., 2021).

La extracción del aceite esencial de tomillo se realiza me-
diante el proceso de destilación al vapor, lo que produce 
un producto que presenta concentraciones que oscilan 
entre el 37% y el 55% de timol y del 0,5% al 5,5% de car-
vacrol, los cuales constituyen los principales componen-
tes volátiles (Prasanth-Reddy et al., 2014). Estos elemen-
tos han ganado un inmenso reconocimiento y una amplia 
aplicación en diversos ámbitos, como su utilización como 
agentes antifúngicos, antivirales, antineoplásicos, anti-
inflamatorios y antibacterianos (Acosta et al., 2000). La 
esencia de tomillo ha mostrado propiedades antisépti-
cas superiores en comparación con el fenol y el peróxido 
de hidrógeno, atribuibles principalmente a su profundo 
impacto en la membrana bacteriana (Kowalczyk et al., 
2020).

Durante incontables años, el aceite esencial de tomillo se 
ha empleado convencionalmente con fines terapéuticos, 
especialmente para tratar problemas respiratorios como 
los resfriados, la tos y la congestión nasal, debido a sus 
propiedades expectorantes y antibacterianas (Salehi et 
al., 2018). Además, se han dedicado amplias investiga-
ciones a explorar su potencial para fortalecer el sistema 
inmunológico, mitigar el dolor y la inflamación y facilitar 
una digestión saludable. Al mismo tiempo, el aumento de 
la resistencia a los antibióticos ha supuesto un enorme 
desafío para los profesionales de la medicina, que se ven 
obligados a diseñar regímenes de tratamiento racionales 

y basados en la evidencia para mejorar el bienestar de 
los pacientes (Llor et al., 2018).

El alarmante aumento de la resistencia que muestran 
los neumococos, en particular a los betalactámicos y 
los macrólidos, ha sido motivo de gran preocupación. 
Investigaciones anteriores han corroborado el descon-
certante hecho de que aproximadamente el 40% de los 
neumococos presentan un fenotipo multirresistente, es 
decir, resistencia a tres o más antibióticos, y la prevalen-
cia varía significativamente de un país a otro (Brooks y 
Mias, 2018). Los enfoques para combatir las infecciones 
neumocócicas abarcan la administración de antibióticos 
y vacunas antineumocócicas. Sin embargo, resulta des-
alentador observar que las cepas neumocócicas han de-
sarrollado una resistencia alarmante a la eritromicina, la 
clindamicina, la tetraciclina y el trimetoprim-sulfametoxa-
zol, e incluso son resistentes a la penicilina en los casos 
de meningitis neumocócica (Tubau et al., 1996).

El Streptococcus pneumoniae, un microorganismo anae-
róbico que normalmente aparece en pares o cadenas 
cortas, representa un agente patógeno grampositivo fa-
cultativo que afecta a los seres humanos y es el principal 
factor causante de la aparición de la neumonía adquirida 
en la comunidad (Han et al., 2022). Es crucial destacar 
la importancia de comprender las propiedades antimicro-
bianas del timol, ya que se sabe que el Streptococcus 
pneumoniae causa una variedad de manifestaciones clí-
nicas, que afectan especialmente al tracto respiratorio 
superior. Estas manifestaciones incluyen la otitis media, 
la mastoiditis y la sinusitis. Sin embargo, cabe mencionar 
que la meningitis, que puede atribuirse a la entrada direc-
ta de un microorganismo a través de una fístula nasofa-
ringe-espacio meníngeo, también se destaca como una 
posible complicación de la neumonía, la bacteriemia, la 
mastoiditis, la sinusitis o la endocarditis (Weiser et al., 
2018). La transmisión, colonización e invasión exitosas 
del Streptococcus pneumoniae dependen en gran medi-
da de su extraordinaria capacidad para evadir las res-
puestas inflamatorias e inmunitarias del huésped. En con-
secuencia, comprender la eficacia del timol para combatir 
este patógeno es de suma importancia para combatir las 
manifestaciones clínicas asociadas (Reinert, 2009).

El objetivo principal de este estudio es evaluar la eficacia 
antimicrobiana del timol contra un conjunto selecciona-
do de cepas que pertenecen a la bacteria Streptococcus 
pneumoniae. Esto se logra al determinar la concentración 
inhibitoria mínima (CMI), la concentración bactericida mí-
nima (CMB) y el potencial microcida. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

Principio Activo 

El principio activo utilizado fue Timol (2- Isopropyl-5- methylphenol, Sigma Aldrich T0501) (San Luis, Estados Unidos) 
con una pureza > 98.5%. 

Antibiótico 

El antibiótico seleccionado para el control de calidad fue Penicilina (Penicillum G sodium salt-P3032-10MU, Sigma 
Bioreagent) suministrado por Sigma Aldrich (San Luis, Estados Unidos).

Cepas bacterianas 

Para el estudio de la actividad antimicrobiana del principio activo timol frente a Streptococcus pneumoniae se han 
utilizado un total de 30 cepas, 29 de ellas aisladas de casos clínicos y portadores asintomáticos atendidos en el hos-
pital Virgen del Rocío de Sevilla (España) entre 2001 y 2018, más la cepa de referencia Streptococcus pneumoniae 
ATCC49619, ver tabla 1. 

Tabla 1: Cepas utilizadas en la investigación.

Cepa Adulto/Niño Origen Patología Serotipo

ATCC 49619 (Cepa Referencia) - - - -

M32 (Cepa Referencia) - - - -

R6 (C. Referencia) - - - -

TIGR-4 (Cepa Referencia) - - - -

13-H Niño - - -

99-H Niño - - -

Cepa Adulto/Niño Origen Patología Serotipo

83-H Niño Liquido pleural Empiema 1

70-H Niño Sangre Neumonía 7F

94-H Niño - - -

029-H Niño Sangre Meningitis 19F

65-H Niño Sangre M e n i n g i t i s /
Sepsis

6B

88-H Niño - - -

049-H Niño LCR/Sangre Meningitis 19ª

98-H Niño Sangre Neumonía 14

72-H Niño Sangre Neumonía 14

6-H Niño - - -

003-H Niño Sangre - 9V
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87-H Niño - Meningitis 18C

56-H Niño - - -

5380-7F Adulto - - -

Cepa Adulto/Niño Origen Patología Serotipo

5333-19A Adulto - - -

5278-14 Adulto - - -

5284-9V Adulto - - -

5343-18 Adulto - - -

5231-9V Adulto - - -

5334 Adulto - - -

5344-19 Adulto - - -

5345-1 Adulto - - -

5342-3 Adulto - - -

Fuente: Información tomada de la investigación realizada según Pino-Pérez et al. (2018).

Preparación del inóculo. 

Se sigue el protocolo descrito por el Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio (Humphries et al., 2018) para 
pruebas de susceptibilidad con antimicrobianos donde indica que los ensayo in vitro deben realizarse con un inoculo 
final de 5x105 UFC/ml.

A partir de un cultivo puro de la cepa problema en agar Mueller-Hinton Sangre (MHS) (Oxoid Ltd), obtenido tras 24 h 
de incubación a 37 °C en microaerofilia (5% CO2), se suspendieron varias colonias en 1 ml de solución salina estéril 
hasta obtener un inoculo de densidad óptica 0.08-0.1 (λ = 595 nm), equivalente a una concentración de 108 UFC/ml 
(Unidades Formadoras de Colonias). Se tomaron 100 µl de esta suspensión y se diluyeron en 9,9 ml de caldo de infu-
sión Cerebro-Corazón (ICC) (Oxoid Ltd.) a fin de alcanzar la concentración inicial de ensayo, 106 UFC/ml. 

Método de micro dilución del Timol.  

Se disolve el reactivo de timol con alcohol etílico de 90° y se prepararon diluciones dobles seriadas del Timol en caldo 
de infusión Cerebro-Corazón (ICC) (Oxid Ltd.) suplementado con un 0.15% de agarosa, de modo que el rango final 
de ensayo fuese de 19,531 a 10000 µg/ml. Las soluciones se realizan en tubos estériles de 50 ml y posteriormente se 
dispensan 100 µl de cada dilución en una placa microtiter de 96 pocillos (Greiner Bio-one, Barcelona, ES) para su ino-
culación con un volumen igual de inoculo bacteriano de 106 UFC/ml (Unidades Formadoras de Colonias). Las placas 
se incubaron con tapaderas autoadhesivas, para evitar la interacción de los componentes volátiles, durante 24 horas 
a 37°C en aerofilia. Se diluyeron controles de crecimiento positivo (caldo inoculado sin aceite) y negativo (caldo sin 
aceite y sin inoculo).

Para comprobar la concentración del inóculo, se diluyeron 10 µl del pocillo del control positivo en 10 ml de caldo de 
infusión cerebro-corazón y se sembraron 100 µl en una placa de agar MHS. Tras incubar a 37 °C durante 24 horas el 
número de colonias en la placa debía estar en torno a 50.
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La concentración mínima inhibitoria (CMI) se determina como la menor concentración de aceite capaz de inhibir el 
crecimiento visible del inoculo bacteriano en los pocillos. Para determinar la concentración mínima bactericida (CMB), 
se sembraron en agar Mueller-Hinton Sangre (MHS) (Oxoid Ltd.) 10 µl de los tres últimos pocillos sin crecimiento bac-
teriano visible. Las muestras se hicieron por triplicado para mayor fiabilidad del ensayo. 

Análisis Estadísticos.

Los cálculos estadísticos se realizaron mediante el software Microsoft Excel 2010. Se evalúa los valores medios de CMI 
y CMB de las 30 cepas de Streptococcus pneumoniae y a partir de los cálculos obtenidos se determinó la distribución 
de frecuencias, posteriormente se evalúo la concentración mínima inhibitoria y mínima bactericida 50 Y 90 (MIC50 y 
MIC90; MBC50 y MBC90) para observar la dilución de producto capaz de inhibir y destruir el 50 y el 90% de las cepas. 

Se determina el potencial microcida de timol mediante la estimación de la relación CMI90/CMB90. También se realiza 
una comparación en la efectividad del Timol ante las cepas estudiadas, mediante el análisis de varianza utilizando una 
significación al 99 % (p) mediante la prueba estadística de Tukey en el paquete estadístico InfoStat. Para la utilización 
de este método de comparación de medias se analizaron los supuestos estadísticos como: la prueba de normalidad 
de los valores de efectividad del Timol ante las cepas bacterianas por la prueba de Kolmogorov-Smirnov al 99 % de 
significación. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

La Figura 1 ilustra la eficacia antimicrobiana del timol contra una amplia gama de cepas de Streptococcus pneumo-
niae. Esta figura proporciona información completa sobre la mediana del valor obtenido tanto para la concentración 
inhibitoria mínima (CMI) como para la concentración bactericida mínima (CMB) de 30 cepas que se sometieron a prue-
bas. Al analizar los resultados obtenidos mediante la utilización del ingrediente activo timol y su interacción con varias 
cepas de Streptococcus pneumoniae, resulta evidente que la mayoría de las cepas mostraron valores de MIC y CMB 
similares, dentro del rango de concentración de 78,125 µg/ml a 312,5 µg/ml. Sin embargo, hubo una cepa que muestra 
valores de CMB y MIC divergentes, lo que dio lugar a resultados distintos. Esta observación significa que la inhibición 
y la erradicación de esta cepa en particular requieren concentraciones más altas del compuesto.

Fig 1: Valores obtenidos para la CMI y la CMB frente a las 30 cepas ensayadas.

Fuente: Elaboración propia.
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La Tabla 2 proporciona una representación visual de la distribución de frecuencias de las cepas CMI y CMB. Los re-
sultados de la distribución de la susceptibilidad se utilizaron para determinar las concentraciones de CMI50, CMI90, 
CMB50 y CMB90 necesarias para inhibir y eliminar el 50% y el 90% de las cepas de S. pneumoniae analizadas. En 
general, se puede deducir que aproximadamente el 80% de las cepas mostraron valores de CMI y CMB comprendidos 
entre 156,25 µg/ml y 312,5 µg/ml.

Tabla 2: Distribución de Frecuencias de la CMI y CMB.

Distribución de frecuencias de la CMI Parámetros Estimados

Diluciones ensayadas (µg/ml) y N° de cepas CMI50 CMI90

Producto 39,062 78,125 156,25 312,5 625 1250 2500 5000 (µg/ml) (µg/ml)

Timol 0 6 18 6 0 0 0 0 156,25 312,5

Distribución de frecuencias de la CMB Parámetros Estimados

Diluciones ensayadas (µg/ml) & N° de cepas CMB50 CMB90

Producto 39,062 78,125 156,25 312,5 625 1250 2500 5000 (µg/ml) (µg/ml)

Timol 0 6 17 7 0 0 0 0 156,25 312,5

CMI50 y CMB50: concentración (μg/ml) obtenida en el 50% de las cepas (15/30).

CMI90 y CMB90: concentración (μg/ml) obtenida en el 90% de las cepas (27/30).
Fuente: Elaboración propia.

Al considerar la CIM de 312,5 µg/ml, se observa que un total de 6 cepas muestran susceptibilidad a esta concen-
tración. Del mismo modo, para la concentración de 156,25 µg/ml, se encuentra que 18 cepas eran susceptibles. Por 
último, con la concentración más baja de timol, 78,125 µg/ml, solo 6 cepas demuestran ser vulnerables.

Por el contrario, los resultados obtenidos con el CMB mostraron cierta variabilidad, ya que la concentración de 312,5 
µg/ml produjo 7 cepas susceptibles, mientras que la concentración de 156,25 µg/ml dio como resultado 17 cepas 
susceptibles. Además, la concentración más baja de timol, 78,125 µg/ml, solo arrojó un total de 6 cepas susceptibles.

La actividad inhibidora y bactericida constante observada en el timol revela su potencial como agente bactericida con-
tra el Streptococcus pneumoniae, con un índice de naturaleza bactericida de 1. Esto significa la capacidad del timol 
para erradicar eficazmente las cepas bacterianas.

Los aceites esenciales tienen numerosas propiedades medicinales, investigaciones realizadas para evaluar el efecto 
antimicrobiano de los aceites esenciales de orégano y tomillo contra la bacteria Staphylococcus aureus, demostraron 
que las concentraciones al 100% de pureza muestran un mayor efecto inhibitorio, la CMI promedio fue de 0,12% con-
firmando la propiedad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus (Ortega, 2018).

Otra investigación realizada contra los principales patógenos bacterianos respiratorios entre ellos Streptococcus suis, 
que infecta al ganado porcino, demostraron que el principio activo timol posee una mayor actividad inhibitoria con 
156,25 µg/ml para la concentración de CMI50-90 (Pino-Pérez et al., 2018).

La eficacia antimicrobiana in vitro del aceite esencial de tomillo (Thymus vulgaris) con concentraciones de 1, 5, 10, 
30, 50, 70 y 90% resultaron altamente eficaces no permitiendo el desarrollo bacteriano de la cepa de Staphylococcus 
auerus, incluso a concentraciones bajas se evidencia la capacidad de acción bactericida que logra el aceite esencial 
de tomillo (Montero et al., 2018).

La importancia de buscar alternativas contra infecciones agudas del sistema respiratorio, permitiría encontrar nuevas 
terapias que permitan eliminar microorganismos como Streptoccoccus pneumoniae, que es el principal causante de 
neumonía adquirida en la comunidad, identificar los patógenos responsables es crucial para garantizar un tratamiento 
adecuado y evitar retrasos o terapias ineficaces (Candel et al., 2023).

La Tabla 3 muestra el análisis de normalidad de los datos por la prueba Kolmogorov-Smirnov. En ella la significación al 
99 % es grande significa que, siendo cierta la hipótesis nula, el valor observado era esperable. Por tanto, no hay razón 
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para rechazar dicha hipótesis. Asimismo, si la significación fuera pequeña, ello indica que, siendo cierta la hipótesis 
nula, era muy difícil que se produjera el valor observado. Ello obliga a poner muy en duda, y por tanto a rechazar, la 
hipótesis nula. En este caso los valores de actividad del timol frente a las cepas estudiadas en algunos casos son de 
significancia, y por su heterogeneidad se puede proceder a realizar la prueba de comparación de medias por Tukey. 

Tabla 3: Análisis de normalidad de los datos por la prueba Kolmogorov-Smirnov y análisis de varianza por la prueba 
de Tukey al 99 % de significación.

Cepas Significación Varianza

ATCC 49619 0.000 A

M32 0.002 A

R6 0.004 B

TIGR-4 0.006 B

13-H 0.008 B

99-H
0.010 C

0.012 C

83-H
0.014 C

0.016 C

70-H
0.018 C

0.002 A

94-H
0.022 C

0.024 C

029-H
0.026 C

0.028 C

65-H
0.003 A

0.032 D

88-H
0.034 D

0.036 D

049-H
0.038 D

0.040 D

98-H
0.042 D

0.044 D

72-H
0.046 D

0.048 D

6-H
0.005 B

0.052 D

003-H
0.054 D

0.056 D

87-H
0.058 D

0.060 D

56-H
0.062 D

0.064 D
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5380-7F
0.066 D

0.068 D

5333-19A
0.007 B

0.072 D

5278-14
0.074 D

0.076 D

5284-9V
0.078 D

0.080 D

5343-18
0.082 D

0.084 D

5231-9V
0.086 D

0.088 D

5334
0.009 C

0.092 D

5344-19
0.094 D

0.096 D

5345-1
0.098 D

0.100 D

5342-3
0.102 D

0.104 D
 
Fuente: Elaboración propia.
La actividad microcida del aceite de tomillo contra 7 bac-
terias y hongos comunes relacionados con las cepas bac-
terianas que se probaron se refleja también en la Tabla 
3. Letras diferentes indican el grado de heterogeineidad 
derivado del análisis de varianza. El principal hallazgo 
del análisis de varianza es un fuerte efecto de interac-
ción entre el tipo de microorganismo y la concentración 
de aceite esencial. Este efecto de interacción significa-
tivo plantea desafíos a la hora de extraer conclusiones 
generales sobre los efectos principales, a pesar de que 
ambos factores son altamente significativos. Para compa-
rar exhaustivamente el efecto de Thymus vulgaris en cada 
microorganismo, se deben considerar los resultados de 
comparaciones múltiples en cada concentración de acei-
te (Arendrup et al., 2017; Marino et al., 1999).

Los datos experimentales obtenidos confirmarían el po-
tencial del timol como antimicrobiano, sin embargo, la ac-
tividad antimicrobiana observada no es mayor que la del 
aceite esencial del tomillo, lo cual indicaría que la sinergia 
entre los diferentes compuestos del aceite de tomillo de-
terminaría su eficacia frente a Streptococcus pneumoniae 
(Arendrup et al., 2017).

CONCLUSIONES

El estudio realizado para determinar la susceptibilidad de 
Streptococcus pneumoniae al timol en un entorno de la-
boratorio controlado, conocido como in vitro, indica una 
actividad bactericida sólida y potente del timol. Este ha-
llazgo es de gran importancia, ya que muestra las po-
sibles propiedades terapéuticas del timol para combatir 
el Streptococcus pneumoniae, una bacteria patógena 
responsable de causar diversas infecciones, incluida la 
neumonía. Los resultados de este estudio demuestran 
que el timol posee la capacidad de inhibir eficazmente 
el crecimiento de Streptococcus pneumoniae, con una 
concentración que inhibe al 90% de la población bacte-
riana (CMI90) y una concentración que mata al 90% de 
la población bacteriana (CMB90) registrada como 312,5 
µg/ml. 

Además, se encontra que el índice bactericida, que mide 
la capacidad de una sustancia para matar bacterias, es 
igual a 1, lo que destaca aún más las potentes propieda-
des bactericidas del timol. Estos hallazgos arrojan luz so-
bre el potencial de utilizar el timol como agente terapéuti-
co contra las infecciones por Streptococcus pneumoniae 
y subrayan la importancia de explorar los recursos natu-
rales, como las plantas y sus aceites esenciales, para el 
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desarrollo de nuevos tratamientos para las enfermedades 
infecciosas. 

La literatura anterior ha documentado la inhibición del 
crecimiento de diversos microorganismos, a saber, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus 
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faeca-
lis, Candida albicans y Salmonella typhimurium. 
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