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Resumen

Objetivo: Evaluar in vitro la efectividad antibacteriana de la arcilla de hidralgirita (chaqo) y el aceite esencial de
timol sobre Streptococcus mutans. Métodos: El estudio tuvo un enfoque cuantitativo, prospectivo, longitudinal
y un disefio cuasi experimental. Se cultivaron 50 placas de Petri, distribuyendo 6 discos de papel filtro en cada
una, obteniendo un total de 300 discos; se evalud el efecto antibacteriano mediante el método de difusion por
disco de Kirby Bauer. Las placas se dividieron en 8 grupos segun las concentraciones de arcilla de hidralgirita
y aceite esencial de timol. Los halos inhibitorios fueron medidos a las 24 y 48 horas. Resultados: La arcilla de
hidralgirita (chaqo) y el aceite esencial de timol mostraron diferencias estadisticamente significativas (p = 0.00)
en sus efectos inhibitorios segun el andlisis H de Kruskal-Wallis. El mejor efecto antibacteriano se obtuvo con
la arcilla de hidralgirita al 100 % a las 24 horas. Conclusiones: La arcilla de hidralgirita (chaqo) tiene un efecto
inhibitorio superior en comparacién con el aceite esencial de timol a las 24 y 48 horas. Estos hallazgos sugieren
que la arcilla de hidralgirita es una alternativa accesible y de bajo costo para el control de Streptococcus mutans.
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Abstract

Objective: To evaluate in vitro the antibacterial effectiveness of hydralgirite clay (chago) and thymol essential oil
on Streptococcus mutans. Methods: The study had a quantitative, prospective, longitudinal approach and a quasi-
experimental design. Fifty Petri dishes were cultured, distributing 6 filter paper discs in each one, obtaining a total
of 300 discs; the antibacterial effect was evaluated using the Kirby Bauer disc diffusion method. The plates were
divided into 8 groups according to the concentrations of hydralgirite clay and thymol essential oil. Inhibitory
halos were measured at 24 and 48 hours. Results: Hydralgirite clay (chago) and thymol essential oil showed
statistically significant differences (p = 0.00) in their inhibitory effects according to Kruskal-Wallis H-analysis.
The best antibacterial effect was obtained with 100% hydralgirite clay at 24 hours. Conclusions: Hydralgirite
clay (chaqo) has a superior inhibitory effect compared to thymol essential oil at 24 and 48 hours. These findings
suggest that hydralgirite clay is an accessible and low-cost alternative for the control of Streptococcus mutans.

Keywords: Streptococcus mutans, thymol, hydralgirite clay, antibacterial

Introduccion

Los estreptococos orales componen la flora microbiana oral que origina la formacion de biofilm. Uno de los
estreptococos orales aislados mas comunes es Streptococcus mutans, que tiene un papel fundamental en la
generacion de enfermedades bucales, principalmente en la etapa temprana de la caries. Su rol en la formacion de
caries lo hace un foco de investigacion para desarrollar estrategias de prevencion y control que mejoren la salud
bucal.'?

Segun la OMS, la caries es un problema de salud publica que afecta mas a menudo a los paises en vias de
desarrollo. Asimismo, menciona que un 60 % a 90 % de escolares del mundo padecen de caries dental, y que, por
su alto costo econoémico, supera la capacidad del sistema de salud. En el Peru, segun las cifras proporcionadas
por el Sistema de Informacion en Salud (SIS), detallan que mas del 60 % de los nifios mostraron caries dental,
la cifra se eleva al 70 % en los escolares y adolescentes, y mas del 98 % en adultos. Esto se debe a la falta de un
tratamiento oportuno y apropiado. En la actualidad, seglin los datos estadisticos obtenidos de la Red de Salud
Puno, mencionan que mas del 95 % de la poblacion de Puno presenta caries dental.*

En los tltimos afios, el uso de esencias de origen natural ha ganado popularidad para tratar diversas enfermedades
de la cavidad oral, como alternativa a los productos antibacterianos sintéticos que se han desarrollado para
prevenir la caries dental.

La arcilla de hidralgirita (chaqo) medicinal comestible, utilizada desde tiempos precolombinos por los habitantes
del altiplano peruano-boliviano, es valorada por sus beneficios en el tratamiento de enfermedades digestivas y por
sus propiedades antisépticas, antibacterianas y cicatrizantes, que favorecen la regeneracion rapida de los tejidos.®
Su uso fue influenciado por factores bioldgicos, nutricionales, fisiologicos, psicologicos y sociales, que llevaron
a las personas a descubrir sus numerosas propiedades curativas.®

El timol es un componente de varios aceites extraidos del tomillo, orégano y ajedrea, que en concentraciones
del 1 % al 2 % muestra un gran potencial antioxidante y antibacteriano, especialmente eficaz contra bacterias
grampositivas.” Se demostré también que mantiene una buena higiene oral y es mas efectivo contra el Streptococcus
mutans en una mezcla junto con el eucaliptol.?

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto inhibitorio in vitro de la arcilla de hidralgirita (chaqo) y del aceite
esencial de timol sobre la bacteria Streptococcus mutans. Indagando sobre sus actividades antimicrobianas se
podrian proponer alternativas mas accesibles y econémicas con minimos efectos secundarios, lo que puede
favorecer su mayor aceptacion entre la poblacion.
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Materiales y Métodos

El estudio fue de disefio cuasiexperimental, prospectivo de corte longitudinal. La técnica empleada fue la
observacion directa. El instrumento usado fue una ficha de recoleccion de datos, el cual fue validado en un
estudio previo.’

La poblacion estuvo conformada por cepas provenientes de Streptococcus mutans ATCC 25175™ que fueron
obtenidas de Microbiologics, Minnesota, USA, siendo importadas por el laboratorio Gen Lab del Pera S.A.C.
Estas bacterias liofilizadas aseguran su viabilidad y pureza.

La muestra fue seleccionada de forma no probabilistica por conveniencia, ya que la seleccion estuvo basada en
un juicio subjetivo. Estuvo conformada por 50 placas de Petri, con 6 discos de papel filtro dentro de la placa
donde se cultivaron Streptococcus mutans embebidos de arcilla de hidralgirita (chaqo) y aceite esencial de timol,
resultando en un total de 300 discos. Se incluyeron las cajas de Petri que muestran halos inhibitorios después
del proceso de incubacion en condiciones Optimas, y las que presentaron un buen crecimiento y desarrollo de
la bacteria Streptococcus mutans; se excluyeron las placas de Petri que presentaron rajaduras o fisuras y las
contaminadas.

La muestra fue dividida en 8 grupos segun la concentracion de 25 %, 50 %, 75 % y 100 %, tanto para la arcilla
de hidralgirita (chaqo) como para el aceite esencial de timol. El control positivo fue la clorhexidina al 0.12 %.

Obtencion de la Arcilla de Hidralgirita (Chaqo)

La arcilla de hidralgirita se adquirié del yacimiento ubicado en Asillo, provincia de Azangaro. Se obtuvo en su
estado natural, con algo de humedad, y se apartaron todos los elementos ajenos a esta. Se tomaron como muestra
2 kilos de arcilla de hidralgirita (chago) para después colocarlos en bolsas de cierre hermético debidamente
rotulados para su estudio.

Preparacion de las Diferentes Concentraciones del (Chaqo)

* Para una concentracion al 100 % se disolvio 2 g de arcilla de hidralgirita en 10 ml de agua bidestilada.
* Para la concentracion al 75 % se disolvié 1.5 g de arcilla de hidralgirita en 10 ml de agua bidestilada.
* Para la concentracion al 50 % se disolvio 1 g de arcilla de hidralgirita en 10 ml de agua bidestilada.

* Para la concentracion al 25 % se disolvio 0.5 g de arcilla de hidralgirita en 10 ml de agua bidestilada.
Obtencion del Aceite Esencial de Timol

El aceite de timol se adquiri6 de la compafiia farmacéutica SILVERLINE CHEMICALS (India). Fue importado
por la Empresa Importadora Continental SAC - PERU.

Preparacion de las Diferentes Concentraciones del Aceite Esencial de Timol
* La concentracion al 100 % es 1 ml de aceite esencial de timol.

* La concentracién al 75 % se disolvid con alcohol absoluto, con 99.7 de pureza Q.P. en un volumen de 0.25 ml
con 0.75 ml de aceite esencial de timol.

* La concentracién al 50 % se disolvid con alcohol absoluto, con 99.7 de pureza Q.P. en un volumen de 0.50 ml
con 0.50 ml de aceite esencial de timol.

* La concentracion al 25 % se disolvio con alcohol absoluto, con 99.7 de pureza Q.P. en un volumen de 0.75 ml
con 0.25 ml de aceite esencial de timol.

Obtencion de la Bacteria Streptococcus mutans

La bacteria Streptococcus mutans fue facilitada por Gen Lab del Perti S.A.C. con los procedimientos y las
especificaciones del fabricante. Para la activacion de la bacteria liofilizada Streptococcus mutans (ATCC 25175™)
se transporto en cadena de frio hasta — 2 °C antes de su activacion segun las indicaciones del laboratorio.
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Incubaciéon

Después de 10 minutos, las placas de Petri con las aplicaciones en los pocillos, colocadas en posicion invertida,
se trasladaron a la incubadora de CO2 a 37 °C durante 24 y 48 horas. Los halos de inhibicion fueron observados
tanto a las 24 como a las 48 horas.

Lectura del Halo de Inhibiciéon y Recoleccion de los Resultados

Para medir los halos de inhibicion se utilizé un calibrador metalico junto con un contador de colonias (J.P.
Selecta). Para registrar el diametro del area inhibida se consider6 la escala de Duraffourd para el analisis.

* Nula (-): <8 mm

* Sensible (+): > 9 mm - 14 mm

* Muy sensible (++): > 15 - 19 mm

» Sumamente sensible (+++): > 20 mm
Recoleccion de Datos

Los datos fueron procesados mediante estadistica descriptiva, incluyendo medidas de tendencia central, asi como
también de dispersion. Para realizar el analisis inferencial se realizaron pruebas de homogeneidad y pruebas
de normalidad de Shapiro-Wilk, que confirmaron que los datos recopilados no siguen una distribuciéon normal;
por lo tanto, se utilizd un analisis estadistico no paramétrico, la prueba de H de Kruskal-Wallis para muestras
independientes.

Resultados

El analisis de los halos de inhibicion de Streptococcus mutans con arcilla de hidralgirita (chago) a las 24 horas
muestra que la mayor inhibicién ocurre con la concentracion al 100 % (18.03 mm), mientras que la menor
inhibicion se da al 25 % (14.47 mm). Las concentraciones al 50 %, 75 % y 100 % se consideran "muy sensibles"
segun la escala de Duraffourd, y la concentracion al 25 % es "sensible". El analisis de los halos de inhibicion
de Streptococcus mutans con arcilla de hidralgirita (chaqo) a las 48 horas muestra que la mayor inhibicion
se produce con la concentracion al 100 % (17.82 mm), mientras que la menor inhibicion ocurre al 25 %
(13.83 mm). Las concentraciones al 50 %, 75 % y 100 % se consideran "muy sensibles" seglin la escala de
Duraffourd, mientras que la concentracion al 25 % es "sensible" (Tabla 1).

Tabla 1

Efecto inhibitorio in vitro de la arcilla de hidralgirita (chaqo) en las concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y
100 % frente al crecimiento de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas

CONCENTRACIONES A LAS 24 HORAS CONCENTRACIONES A LAS 48 HORAS

25 % 50 % 75 % 100 % 25 % 50 % 75 % 100 %
N Valido 30 30 30 30 30 30 30 30
Perdidos 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIA **14.467  *15.580 *16.507 *18.033 **13.827  *15.540 *16.420 *17.817
MEDIANA 14.400 15.600 16.600 17.900 13.600 15.600 16.400 17.800
RANGO 0.80 0.60 1.10 0.90 1.50 0.90 1.00 1.10
MINIMO 14.10 15.30 15.80 17.60 13.10 15.00 16.00 17.20
MAXIMO 14.90 15.90 16.90 18.50 14.60 15.90 17.00 18.30

* Muy sensible segun la escala de Duraffourd
** Sensible segtin la escala de Duraffourd

El anélisis de los halos de inhibicién de Streptococcus mutans con aceite esencial de timol a las 24 horas muestra
que la mayor inhibicion se da en la concentracion al 25 % (14.19 mm), mientras que la menor inhibicién ocurre
al 100 % (12.42 mm). El aceite esencial de timol en todas las concentraciones (25 %, 50 %, 75 %, y 100 %) se
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clasifica como "sensible" segun la escala de Duraffourd. El analisis de los halos de inhibicién de Strepfococcus
mutans con aceite esencial de timol a las 48 horas muestra que la mayor inhibicion se da en la concentracion al
25 % (13.79 mm), mientras que la menor inhibicién ocurre al 100 % (11.82 mm) (Tabla 2).

Tabla 2

Efecto inhibitorio in vitro del aceite esencial de timol en las concentraciones de 25 %, 50 %, 75 %y 100 % frente
al crecimiento de Streptococcus mutans a las 24 y 48 horas

CONCENTRACIONES A LAS 24 HORAS CONCENTRACIONES A LAS 48 HORAS

25 % 50 % 75 % 100 % 25 % 50 % 75 % 100 %

N Vailido 30 30 30 30 30 30 30 30

Perdidos 0 0 0 0 0 0 0 0
MEDIA **14.190  **13.987  **12.667 **12.423  **13790 **13.687 **11.987  **11.823
MEDIANA 14.150 13.950 12.600 12.400 13.750 13.650 12.000 11.800
RANGO 1.30 1.10 1.00 0.80 1.30 1.10 0.60 0.80
MINIMO 13.60 13.40 12.30 12.00 13.20 13.10 11.70 11.40
MAXIMO 14.90 14.50 13.30 12.80 14.50 14.20 12.30 12.20

* Muy sensible segun la escala de Duraffourd
** Sensible seglin la escala de Duraffourd

El analisis comparativo del efecto inhibitorio in vitro sobre Streptococcus mutans a las 24 horas muestra que la
arcilla de hidralgirita (chaqo) al 100 % tiene el mayor halo de inhibicion con 18.03 mm. Las concentraciones de
arcilla de hidralgirita al 75 % (16.51 mm), 50 % (15.58 mm) y 25 % (14.47 mm) también muestran buenos efectos
inhibitorios, mientras que el aceite esencial de timol, aunque superior en su concentracion al 25 % (14.19 mm),
tiene resultados menores a las concentraciones mas altas de la arcilla de hidralgirita. El aceite esencial de timol al
100 % es el que presenta el efecto inhibitorio mas bajo (12.42 mm). La prueba estadistica de Kruskal-Wallis, con
un p-valor de 0.00, comparado con a = 0.05 (95 % de confiabilidad) indica que hay diferencias estadisticamente
significativas entre ambos tratamientos, lo que confirma que la arcilla de hidralgirita (chaqo) tiene un mayor
efecto inhibitorio sobre la bacteria Streptococcus mutans en relacion al aceite esencial de timol a las 24 horas. De
manera que, a una mayor concentracion, la accion inhibitoria serd mas eficaz (Tabla 3).

Tabla 3

Comparacion del efecto inhibitorio in vitro de la arcilla de hidralgirita (chaqo) aceite esencial de timol en las
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente al crecimiento del Streptococcus mutans a las 24 horas

N P-valor
Aplicacion ‘re Media D.E. Minimo Maximo H de Kruskal-
Valido .
Wallis
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) al 30 14.467 0.2468 14.10 14.90 0.000*
25 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) al 30 15.580 0.1989 15.30 15.90 0.000*
50 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) al 30 16.507 0.3194 15.80 16.90 0.000%*
75 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) al 30 18.033 0.3066 17.60 18.50 0.000%*
100 %
Aceite esencial de timol al 25 % 30 14.190 0.4397 13.60 14.90 0.000*
Aceite esencial de timol al 50 % 30 13.987 0.3559 13.40 14.50 0.000*
Aceite esencial de timol al 75 % 30 12.667 0.2998 12.30 13.30 0.000*
Aceite esencial de timol al 100 % 30 12.423 0.2062 12.00 12.80 0.000*

Prueba de Kruskal-Wallis (*p < 0.05)

El analisis comparativo del efecto inhibitorio in vitro sobre Streptococcus mutans a las 48 horas muestra que la
arcilla de hidralgirita (chaqo) al 100 % tiene el mayor halo de inhibicion con 17.81 mm. Las concentraciones de
arcilla de hidralgirita al 75 % (16.42 mm), 50 % (15.54 mm) y 25 % (13.83 mm) también muestran buenos efectos
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inhibitorios. En cuanto al aceite esencial de timol, la concentracion al 25 % presenta un mejor efecto (13.79 mm)
en comparacion con las concentraciones mas altas, siendo la concentracion al 100 % la de menor inhibicion
(11.82 mm). El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis, con un p-valor de 0.00, comparado con a = 0.05 (95 %
de confiabilidad), indica que existen diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, lo que
confirma que la arcilla de hidralgirita (chago) tiene un mayor efecto inhibitorio sobre la bacteria Streptococcus
mutans en relacion al aceite esencial de timol a las 48 horas (Tabla 4).

Tabla 4

Comparacion del efecto inhibitorio in vitro de la arcilla de hidralgirita (chaqo), aceite esencial de timol en las
concentraciones de 25 %, 50 %, 75 % y 100 % frente al crecimiento del Streptococcus mutans a las 48 horas

N P-valor
Aplicacion iy Media D.E. Varianza Minimo Maiaximo H de Kruskal-
Vailido .
Wallis
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) 30 13.827 0.5356 0.287 13.10 14.60 0.000*
al 25 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) 30 15.540 0.2787 0.078 15.00 15.90 0.000*
al 50 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) 30 16.420 0.2565 0.066 16.00 17.00 0.000*
al 75 %
Arcilla de hidralgirita (CHAQO) 30 17.817 0.3130 0.098 17.20 18.30 0.000*
al 100 %
Aceite esencial de timol al 25 % 30 13.790 0.4397 0.193 13.20 14.50 0.000*
Aceite esencial de timol al 50 % 30 13.687 0.3559 0.127 13.10 14.20 0.000*
Aceite esencial de timol al 75 % 30 11.987 0.1907 0.036 11.70 12.30 0.000*
Aceite esencial de timol al 100 % 30 11.823  0.2063 0.043 11.40 12.20 0.000*

Prueba de Kruskal-Wallis (*p < 0.05)

Discusion

La caries es un grave problema de salud en Perti.’ Para su prevencion se usan agentes antimicrobianos como la
clorhexidina, pero su uso prolongado puede ser dafiino.!® En este contexto, la medicina tradicional, especialmente
el uso de plantas medicinales, arcillas y aceites esenciales ofrecen alternativas mas accesibles.’

El estudio explor6 el uso de alternativas naturales, como la arcilla de hidralgirita (chaqo) y el aceite esencial de
timol, debido a sus propiedades antibacterianas y antiinflamatorias, con el objetivo de prevenir enfermedades a
bajo costo.!!

Este estudio mostrd que la arcilla de hidralgirita (chago) al 100 % tuvo un notable efecto inhibitorio in vitro
con halos de inhibicion promedio de 18.03 mm, después de 24 horas contra el Streptococcus mutans. Esta es
una bacteria patologica bucal que contribuye a la caries y pertenece al grupo anaerdbico, al igual que algunas
bacterias como la Porphyromona gingivalis."> Huacasi G.' realiz6 una investigacion in vitro sobre la efectividad
de la arcilla de hidralgirita en contra del desarrollo de esta bacteria, mostrando que la arcilla de hidralgirita al
0.5 % tiene una accion inhibitoria significativa contra Porphyromona gingivalis, superando al control positivo de
clorhexidina al 0.12 %.

Ambos estudios coinciden en que la arcilla de hidralgirita (chaqo) presenta un alto potencial como agente
antibacteriano de anaerobios; debido a su mecanismo de accion basado en la capacidad de absorcion de distintas
moléculas organicas, dentro de ellos productos bacterianos que ocasionan lesiones cariosas que se encuentran
adheridos en las piezas dentarias.!* La arcilla de hidralgirita (chaqo) interfiere en el metabolismo de las bacterias,
esto sucede porque presenta una superficie muy activa, la cual puede absorber nutrientes esenciales, enzimas, y
metabolitos, alterando asi los procesos metabdlicos necesarios para la supervivencia y proliferacion bacteriana.!'
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Este estudio mostro la efectividad del aceite esencial de timol para inhibir Streptococcus mutans. A menor
concentracion el efecto inhibitorio fue mayor, alcanzando un promedio de 14.35 mm de halo de inhibicion con
una concentracion del 25 % a las 24 horas. Erazo M. et al.” mostraron un efecto inhibitorio similar; sin embargo,
fueron diferentes las concentraciones estudiadas; se aplicaron soluciones de aceites esenciales de eugenol,
cinamaldehido y timol en concentraciones de 0.1 % y 1 %. Se observod su accion inhibidora a las 24 y 48 horas.
Timol al 1 % produjo un halo de inhibicion de 17.33 mm a las 48 horas, superando al halo de 14.6 mm generado
por la clorhexidina al 0.12 %. Priya et al.'” confirmaron la alta eficacia de timol frente a Streptococcus mutans,
evidenciando que a una concentracion minima inhibitoria (MIC) de 256 pg/ml, el timol inhibié completamente
el crecimiento de Streptococcus mutans en monocultivo de microdilucion en caldo TYES, mostrando en un
ensayo de tiempo de muerte al timol un efecto antibacteriano rapido, eliminando completamente las células de
Streptococcus mutans en solo 2 minutos a la concentracién MIC.

Ambos estudios coinciden que el timol es un potente antibacteriano debido a su mecanismo de accidén que
desestabiliza la membrana celular bacteriana al interactuar con sus lipidos, aumentando su permeabilidad, lo que
reduce la capacidad de Streptococcus mutans para crecer, colonizar y formar lesiones cariosas.'

Por consiguiente, los resultados obtenidos en este estudio son relevantes, ya que revelaron que la arcilla de
hidralgirita (chaqo) y el timol tienen un efecto inhibitorio sobre Streptococcus mutans, demostrando ser efectivas
en frenar el crecimiento de esta bacteria dependiendo de las concentraciones aplicadas. Esto sugiere que estas
alternativas naturales podrian ser valiosas en la prevencion de enfermedades bucales relacionadas con la
proliferacion de Streptococcus mutans.

El estudio ofrece opciones ecoldgicas y econdmicas para el control de Streptococcus mutans, abordando un
tema innovador que establece un nuevo precedente para futuras investigaciones. Estos hallazgos amplian el
conocimiento sobre la efectividad inhibitoria de los compuestos evaluados y abren la puerta a nuevas aplicaciones
clinicas. Sin embargo, debido a la limitada bibliografia disponible, fue dificil comparar los resultados con
estudios previos y evaluar de manera precisa su potencial clinico, lo que resalta la necesidad de realizar mas
investigaciones para consolidar su uso y explorar su efectividad en otros contextos.

Conclusiones

Se evidencio un efecto inhibitorio in vitro, tanto de la arcilla de hidralgirita (chaqo) como del aceite esencial de
timol frente a la proliferacion de Streptococcus mutans, evaluado a las 24 y 48 horas.

Laarcilla de hidralgirita (chaqo) al 100 % demostré un efecto inhibitorio significativo in vitro contra Streptococcus
mutans ATCC 25175™, con halos de inhibicion promedio de 18.03 mm a las 24 horas y 17.83 mm a las 48 horas,
clasificandola como "Muy sensible" segln la escala de Duraffourd. A mayor concentracion, la accion inhibitoria
es mas eficaz.

El aceite esencial de timol al 25 % mostré un efecto inhibitorio in vitro contra Streptococcus mutans
ATCC 25175™, con halos de inhibicion de 14.19 mm a las 24 horas y 13.79 mm a las 48 horas, clasificandolo
como "Sensible" segin la escala de Duraffourd. Esto evidencia que concentraciones menores presentan una
notable accion inhibitoria.

La arcilla de hidralgirita (chago) al 100 % demostrd un efecto inhibitorio superior al del aceite esencial de timol
tanto a las 24 como a las 48 horas contra cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175™,
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