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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la actividad
antimicética in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia
azul” sobre Sporothrix schenckii.

El material vegetal se obtuvo de la zona denominada el “Gavilan”, ubicada en el
anexo Shin Shin del centro poblado Cashapampa - Cajamarca, utilizando las
técnicas de recoleccion adecuadas, teniendo en cuenta los criterios de inclusion 'y
de exclusién, del cual se obtuvo el aceite esencial por hidrodestilacién, utilizando
el destilador de caldera de acero inoxidable. Las cepas tipificadas de Sporothrix
schenckii, fueron obtenidas del Laboratorio de Referencia de Salud Publica de la
DIRESA - Cajamarca. Para analizar la actividad antimicotica se utilizaron los
métodos de macrodilucion, difusion en disco y diluciéon en agar, en todos estos
métodos se trabajo con controles de esterilidad y crecimiento.

En el método de macrodilucion se utilizaron 5 grupos problemas constituidos por
las siguientes concentraciones 100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25% del aceite
esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” y 2 grupos control:
itraconazol (100 pug/100 mL) y fluconazol (100 pg/100 mL).

Para el método de difusion en disco se utilizaron 5 grupos problemas constituidos
por las siguientes concentraciones 100%, 50%, 25%, 12,5% y 6,25% del aceite
esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” y 2 grupos control:

itraconazol (100 pug/100 mL) y fluconazol (100 pg/100 mL).
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En el método de dilucién en agar se utilizaron 5 grupos problemas constituidos
por las siguientes concentraciones 5 pL/mL, 10 pL/mL, 20 pL/mL, 40 pL/mL y
80 pL/mL del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”. Luego
se procedio a observar, medir y analizar los resultados obtenidos para la forma
levaduriforme de Sporothrix schenckii.

Los resultados obtenidos por el método de macrodilucién y dilucion en agar se
analizaron con la prueba estadistica chi-cuadrado obteniéndose un p = 0,000 para
ambos métodos y para el método de difusion en disco los resultados se analizaron
con la prueba estadistica U de Mann — Whitney obteniéndose un p = 0,012.

Segun los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que el aceite
esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” posee actividad antimicética

in vitro frente a la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii.

PALABRAS CLAVES: Aceite esencial, Salvia sagittata “salvia azul”,

Sporothrix schenckii, levadura, antifangico.
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ABSTRACT

The present research aimes to determine the antifungal activity in vitro of the
leaves of Salvia sagittata "salvia azul" essential oil on Sporothrix schenckii.

The plant sample was obtained from the "Gavilan" area, located in the Shin Shin
Annex of the Cashapampa - Cajamarca settlement, using techniques of
appropriate collection, considering the inclusion and exclusion criteria, the
Essential oil was obtained by hydrodistillation, using the stainless steel boiler
distiller. The typified strains of Sporothrix schenckii were obtained from the
DIRESA Cajamarca Public Health Reference Laboratory. To analyze the
antifungal activity, we used the methods of macrodilution, disc diffusion and
dilution in agar, in all these methods we worked with sterility and growth
controls.

In the macrodilution method 5 groups were used: 100%, 50%, 25%, 12,5%
and 6,25% dilutions of the essential oil of the leaves of Salvia sagittata
"salvia azul" and 2 control groups: itraconazole (100 pg/100 mL) and
fluconazole (100 pg/100 mL).

For the disc diffusion method 5 groups were used: 100%, 50%, 25%, 12,5%
and 6,25% delutions of the essential oil of the leaves of Salvia sagittata
"salvia azul" and 2 Control groups: itraconazole (100 pg/100 mL) and

fluconazole (100 pg/100 mL).
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In the agar dilution method 5 groups were used: 5 uL/mL, 10 pL/mL, 20 pL/mL,
40 pL/mL and 80 uL/mL dilutions of the essential oil of the leaves of Salvia
sagittata "salvia azul". The results obtained for the levoduriform form of
Sporothrix schenckii were then observed, measured and analyzed.

The results obtained by the method of macrodilution and dilution in agar were
analyzed with the chi-square statistical test obtaining a p = 0,000 for both methods
and for the disc diffusion method the results were analyzed with the statistical test
U of Mann-Whitney obtaining P = 0,012.

According to the results obtained in this research, we conclude that the leaves of
Salvia sagittata "salvia azul" essential oil has antifungal activity against

levaduriform form of Sporothrix schenckii in vitro.

Keywords: Essential oil, Salvia sagittata "blue salvia”, Sporothrix schenckii,

yeast, antifungal.
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l. INTRODUCCION

Bajo la denominacion de micosis se agrupan una serie de enfermedades muy
variadas en cuanto a sus manifestaciones clinicas, que se encuentran producidas
por hongos, tanto miceliales como unicelulares (levaduras), siendo una de éstas, la
esporotricosis, que es una infeccion micotica de evolucion subaguda o cronica
adquirida por inoculacion traumatica o por inhalacion de conidios de alguna de las
especies del complejo Sporothrix schenckii. La enfermedad puede afectar a
humanos y animales. Se caracteriza por la presencia de lesiones nodulares en piel
y tejido subcutaneo. Frecuentemente sigue el trayecto de los vasos linféticos y
ocasionalmente otros 6rganos, huesos y articulaciones. Se localiza principalmente
en cara, en extremidades torécicas y pélvicas. *1°

La enfermedad ocurre en todo el mundo pero se encuentra principalmente en
zonas tropicales, de temperaturas célidas y humedas, se ha comprobado que no
crece por debajo de los 13 °C. Prevalece en Sudéfrica, Japdn y en América sobre
todo en la zona comprendida entre los tropicos. *2

Hoy en dia el mayor nimero de casos se da en México, Guatemala, Venezuela,
Colombia, Argentina, Uruguay, Per( y Brasil. Se da por lo general en pacientes
malnutridos (hospedero comprometido). No hay diferencia significativa en la

incidencia de la enfermedad con respecto al sexo y la raza.®
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Casos de esporotricosis han sido publicados en todas las edades, aunque la
mayoria de los casos se da en pacientes de alrededor de 30 afios y en nifios de
menos de 10 afios de edad. Y’

Segun lo reportado por varias investigaciones, en el Per(, es endémica en
Abancay, Cajamarca, Ayacucho, Cusco y Otuzco en La Libertad. En especial, la
provincia de Abancay es considerada como una zona hiperendémica con una tasa
de incidencia de 48 — 60 x 100 000 habitantes y son los menores de 14 afos los
mas afectados; otros estudios en esa provincia muestran que la incidencia podria
ser mayor, con un reporte de 98 casos x 100 000 habitantes. Los datos de
esporotricosis diagnosticados por el Laboratorio de Referencia Nacional de
Micologia del Instituto Nacional de Salud del Per( revelan, en un periodo de
10 afios, un total de 472 casos, de los cuales 235 (50%) procedian de Abancay,
204 (43%) de Cajamarca y como nuevas zonas Amazonas, Arequipa e lquitos. °
El tratamiento es de largo plazo, entre 12 a 19 semanas, dependiendo del
medicamento utilizado. El yoduro de potasio, junto con la anfotericina B es el
tratamiento de eleccién y son las principales alternativas utilizadas en el Peru
debido a su bajo costo; pero, presenta una gama de reacciones adversas de indole
gastrointestinal, dérmicos y otros que afectan a la adherencia del paciente al
tratamiento; sin embargo, dichos medicamentos ya no estan presentando la misma
efectividad por la aparicion de cepas resistentes a los antifungicos convencionales,
esto ha llevado a una bdsqueda incansable de nuevas alternativas eficaces y
seguras provenientes de la naturaleza, por lo cual, la ciencia esta volteando su

mirada al tratamiento fitoterapéutico, ya que muchas variedades de plantas han
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presentado excelentes propiedades antimicrobianas, como es el caso de la
Salvia sagittata “salvia azul”, planta que ha sido utilizada desde tiempos
ancestrales para tratar diversos malestares y entre ellos las micosis, de alli surge la

presente investigacion, 232838

Por lo dicho anteriormente, se plante6 la siguiente interrogante:
¢Presentard efecto antimicético in vitro el aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul” sobre la forma levaduriforme de Sporothrix

schenckii?

Teniendo como objetivo general:

- Determinar la actividad antimicoética in vitro del aceite esencial de las
hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma levaduriforme de
Sporothrix schenckii.

Y como objetivos especificos:

- Comparar el efecto antimicdtico del aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” a través del método de macrodilucion frente a la
forma levaduriforme de Sporothrix schenckii, utilizando como controles a
itraconazol y fluconazol.

- Comparar el efecto antimicdtico del aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” a través del método de difusion en disco frente a la
forma levaduriforme de Sporothrix schenckii, utilizando como controles a

itraconazol y fluconazol.
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- Comparar el efecto antimicotico de las diferentes concentraciones (5 pg/mL,
10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL) del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul” sobre la forma levaduriforme de Sporothrix

schenckii, por el método de dilucion en agar.

Ante lo cual se postul6 la siguiente hipotesis:

- El aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, presenta

efecto antimicdtico in vitro frente a la forma levaduriforme de Sporothrix

schenckii.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

e Dulger B, Hacioglu N (2008), en el estudio titulado “Actividad
antifungica de la especie Salvia tigrina”, mencionan que los extractos de
etanol obtenido de las hojas, rizomas y la formulacion combinada de
Salvia tigrina (Labiatea) han sido investigados por su efecto antiflngico.
La actividad antifingica del extracto se ensayd frente a especies de
Candida, Aspergillus flavus, Penicillium frequentans, Botrytis cinerea,
Geotrichum candidum, Fusarium oxysporum y alternaria Alternata por el
método de macrodilucién en caldo. El ketoconazol se utiliz6 como patrén
de referencia positivo para determinar la sensibilidad de las cepas. Todos
los extractos exhibieron efecto antifingico contra los cultivos de hongos.
Los extractos mostraron mejor efecto antifingico frente a
Candida albicans, Candida neoformans y Botrytis. cinerea. Los resultados
proporcionan apoyo para el uso de esta planta en la medicina tradicional
para las infecciones causadas por hongos.?

e Rashidi A, Mousavi B, Reza R, et al (2011), en su estudio “Evaluacion
del efecto antifingico de los extractos de Lavandula officinalis, Salvia
officinalis, Rhus coriaria (Zumaque), Glycyrrhiza glabra y Althaea
officinalis sobre Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Aspergillus

flavus”, cuyo objetivo fue evaluar el efecto de estas plantas en especies
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clinicas de Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Aspergillus flavus.
Este estudio mostr6 que Lavandula officinalis, Salvia officinalis, Rhus
coriaria (Zumaque), Glycyrrhiza glabra y Althaea officinalis tienen
efectos antifungicos. El efecto antifingico de Rhus coriaria (Zumaque),
Glycyrrhiza glabra y Lavandula officinalis fue significativamente
diferente a la observada por Salvia officinalis. Es necesario una evaluacion
mas profunda para aclarar el alcance y el mecanismo de estos cambios. 32

e Yuce E, et al (2014), en el estudio “Composicion de aceites esenciales, y
actividad antioxidante y antifingica de Salvia sclarea”, se determiné la
actividad antifangica in vitro de etanol, hexano y extractos acuosos de
Salvia sclarea contra hongos patdgenos Epicoccum nigrum Yy
Colletotrichum coccodes. El aceite esencial de las partes aéreas de Salvia
sclarea se obtuvo por hidrodestilacion y se analiz6 por cromatografia de
gases (GC) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC-MS). El estado total de antioxidantes (TAS) fue determinado usando
el ensayo de diagnostico Rel y el kit de ensayo TAS (Lot.RL024)
mediante el multiescaner de fotébmetro de microplaca (FC). Se
identificaron 33 compuestos que representaban el 85,0% de los aceites
totales. Los componentes mas abundantes (> 5%) de los aceites esenciales
de Salvia sclarea fueron el 6xido de cariofileno (24,1%), el esclareol
(11,5%), el spathulenol (11,4%), el 1H-nafto (2, 1,6) pirano (8,6%) y
b-cariofileno (5,1%). El mejor efecto antifungico y antioxidante se

observo en el extracto etanélico de Salvia sclarea.®
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e Jirovetz L, et al (2013), en la investigacion “Actividad antifingica de los
aceites esenciales de Salvia lavandulifolia, Salvia officinalis y Salvia
sclarea contra diversas especies de Candida patogena”, se demostro que la
actividad antifangica de los aceites esenciales de salvia depende de su
composicion quimica. La mejor actividad antifingica posee el aceite
esencial de Salvia lavandulifolia, seguido por los aceites esenciales de
Salvia sclarea y Salvia officinalis. Se encontré que la cepa Candida
albicans responsable de las infecciones orofaringeas era la mas resistente,
mientras que las cepas Candida albicans ATCC 10231 y Candida albicans
responsables de las infecciones cutaneas fueron evaluadas como las mas
susceptibles.®®

e Cordova I, et al (2016), en el estudio “Actividad antibacteriana y
antifungica del extracto de Salvia apiana frente a microorganismos de
importancia clinica”, se evaluo el efecto antibacteriano y antifingico del
extracto hexanico proveniente de la raiz de Salvia apiana. Los extractos de
salvia a las concentraciones de 27; 13,5; 6,8 y 3,4 mg/mL causaron
inhibicion del crecimiento de Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Enterococcus faecalis y Candida albicans. Sin embargo, no
presentaron efecto significativo sobre Escherichia coli y Candida
tropicalis al compararse con los valores del vehiculo en las valoraciones
de difusion en pozo. Se demostré que Salvia apiana tiene un efecto

antimicrobiano significativo sobre patdgenos de gran importancia clinica,

Facultad de Ciencias de la Salud 7  Bach. Mendoza Hinostroza Mdnica Lizeth
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en Sy~25
cepas de Sporothrix schenckii. N
UPACU

lo que abre el campo para continuar evaluando a esta lamiécea en vistas a
su posible empleo en el futuro como un agente terapéutico.®

e Kalemba D, Kunicka A (2003), en el estudio “Las propiedades
antibacterianas y antifingicas de aceites esenciales”, mencionan que los
aceites esenciales, productos olorosos y volatiles del metabolismo
secundario de las plantas, tienen una amplia aplicacion en la medicina
popular, aroma y conservacion de alimentos, asi como en las industrias de
fragancia. Las propiedades antimicrobianas de los aceites esenciales se
conocen desde hace muchos siglos. En los Gltimos afios (1987 - 2001), un
gran numero de aceites esenciales y sus componentes han sido
investigados por sus propiedades antimicrobianas contra algunas bacterias
y hongos en méas de 500 informes. Este articulo revisa los métodos
clasicos de uso comun para la evaluacion de los aceites esenciales
antibacterianos y antifungicos actividades. Se describe el método de
difusion en agar (disco de papel) y el método de dilucién (agar y caldo
liquido), asi como el seguimiento turbidimétrico e impedimétrico de
crecimiento de microorganismos en presencia de aceites esenciales
probados. Se muestra que existen factores que influyen en la actividad
antimicrobiana in vitro de los aceites esenciales y los mecanismos de
accion aceites esenciales en microorganismos. Este documento ofrece una
vision general sobre la susceptibilidad de las bacterias humanas y
transmitidas por los alimentos y hongos hacia los diferentes aceites

esenciales y sus componentes. Se encontraron los aceites esenciales de
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especias y hierbas (tomillo, de orégano, menta, canela, salvia y clavo) que
poseen las propiedades antimicrobianas mas fuertes entre muchos
probados. 2°

e Lambert R, et al (2001), en el estudio “Concentracion minima inhibitoria
y modo de accién del aceite esencial de orégano, timol y carvacrol”,
evaluaron la concentracion minima inhibitoria (MIC) de aceite de orégano
esencial (OEQ) y dos de sus principales componentes, es decir, timol y
carvacrol contra Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
También se investigd el mecanismo de accion de carvacrol y timol,
concluyendo que la mezcla de estos componentes en cantidades
adecuadas, puede ejercer la inhibicion total. Dicha inhibicién es debido a
los dafios en la integridad de membrana, que afecta la homeostasis, pH y el
equilibrio de iones inorganicos.?

e Conner D, et al (1984), en el estudio “Efectos de aceites esenciales de
plantas en el deterioro del crecimiento de las levaduras”, sefialaron que
carvacrol disminuye la actividad respiratoria de Saccharomyces cerevisae.
Por otro lado, sefialaron que la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales en levaduras se debe al dafio ocasionado a algunos sistemas
enzimaticos involucrados con la produccion de la energia y sintesis de
componentes estructurales. Algunos compuestos fendlicos cruzan la
membrana citoplasmatica e interaccionan con proteinas y enzimas de
membrana, causando un flujo opuesto de protones afectando la actividad

celular.®
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e Cui H, et al (2015), en el estudio “Actividad antimicrobiana y
mecanismos del aceite esencial de Salvia sclarea”, el aceite esencial de
Salvia sclarea dafia la membrana celular y cambia la permeabilidad de la
membrana celular, llevando a la liberacion de citoplasma, sustancias
macromoleculares, ATP y ADN. En general, la accion antimicrobiana del
aceite esencial de Salvia sclarea no sélo es atribuible a una via unica, sino
que también implica una serie de eventos tanto en la superficie celular
como dentro del citoplasma. Por lo tanto, es necesario hacer mas
experimentos para comprender completamente el mecanismo
antimicrobiano del aceite esencial de Salvia sclarea.*

e Ortega T, Carretero E y Villar A (2002), en su estudio “Salvia.
Fitoquimica, farmacologia y terapéutica”, encontraron que a la Salvia le
han sido atribuidas numerosas actividades farmacoldgicas en la medicina
tradicional, la presencia de un elevado nimero de compuestos terpénicos
le confiere una importante actividad antiséptica. El aceite esencial posee
actividad antimicrobiana (frente a Escherichia coli, Shigella sonnei,
distintas especies de Salmonella, Klesbiella, Bacillus subtilis) vy
antifingica (Candida, Torulopsis y Cryptococcus).?®

2.2. Generalidades de los hongos
Los hongos son un grupo diverso y ampliamente diseminado de eucariotas,
los cuales no contienen clorofila y la mayoria de las especies forman una
pared celular rigida constituida por polisacaridos. Son organismos

quimiorganotrofos que viven en ambientes bastante diversos. Algunos son
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acuaticos, principalmente de agua dulce, aunque se conocen unas pocas
especies de hongos marinos. La mayoria de los hongos tienen hébitat
terrestre, viven en el suelo o sobre materia vegetal muerta y juegan un papel
primordial en la mineralizacion del carbono organico. Muchos hongos son
parésitos de plantas y unos pocos son parasitos del hombre y de los
animales. Existen hongos filamentosos (multicelulares), denominados setas

y mohos, y hongos unicelulares. 10:2436:37

2.2.1. Estructura micética.
Las células micéticas tienen caracteristicas tipicas de eucariotas, lo
que incluye la presencia de un ndcleo con un nucléolo, membrana
nuclear y cromosomas lineales (figura 1). El citoplasma contiene un
citoesqueleto con microfilamentos de actina y microtibulos que
contienen tubulina. También cuentan con ribosomas y organelos,
como las mitocondrias, reticulo endoplasmico y aparato de golgi.
Las células micoticas tienen una pared celular rigida externa a la
membrana citopldsmica, cuya constitucion quimica difiere de la

observada en plantas y bacterias. *’
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Figura 1: Célula micoética eucariota

Fuente: Ryan K, Ray G. Naturaleza de los hongos. En: Ryan K, Ray G,
editores. Sherris Microbiologia Médica. 5% ed. Santa Fe: McGraw - Hill
Interamericana; 2011: pp. 527 — 34. %

Una diferencia importante con las células de mamiferos es que las
membranas citoplasmicas estan constituidas por esteroles. En
hongos, el esterol dominante es el ergosterol, en tanto que en células
de mamiferos es el colesterol. 3

Los hongos por lo comun se encuentran en un estado haploide,
aunque se forma un ndcleo diploide a través de fusion nuclear en el
proceso de reproduccion sexual. 3

La estructura quimica de la pared celular en los hongos es
notablemente diferente de la observada en células bacterianas porque
no contiene peptidoglucano, glicerol, acido teicoico de ribitol o
lipopolisacéridos. En su lugar, los polisacaridos manano, glucanos y

quitina se encuentran en estrecha asociacion unos con otros y con
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proteinas estructurales (figura 2). Las manoproteinas son polimeros
de manosa (manano) que se encuentran en la superficie de la matriz
estructural de la pared celular unidas a proteinas. Son los principales
determinantes de la especificidad seroldgica por las variaciones en la
composicion y uniones de las cadenas laterales de polimeros. Los
glucanos son polimeros de glucosilo, algunos de los cuales
forman fibrillas que incrementan la fuerza de la pared de las células
micoticas, a menudo en estrecha asociacion con quitina. La
quitina estd compuesta de cadenas largas, no ramificadas, de
poli-N-acetilglucosamina. Es inerte, insoluble y rigida y proporciona
sostén estructural en una forma andloga a la quitina en los
caparazones de los cangrejos o en la celulosa de las plantas. Es el
principal componente de la pared celular de hongos filamentosos. En
las levaduras, la quitina parece ser de la mayor importancia en la
formacion de tabiques cruzados y conductos a través de los cuales
pasa el ndcleo de la célula madre a la célula hija durante la division

celular. ®*
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Proteinas fibrilares

} Manoproteinas

Membrana
citoplasmica

Figura 2: Pared celular de un hongo
Fuente: Ryan K, Ray G. Naturaleza de los hongos. En: Ryan K, Ray G,

editores. Sherris Microbiologia Médica. 5% ed. Santa Fe: McGraw - Hill
Interamericana; 2011: pp. 527 — 34. 3

2.2.2. Metabolismo micotico.
El metabolismo de los hongos es heterétrofo, pues degradan
sustratos organicos como fuente exdgena de carbono. La diversidad
metabdlica es grande, pero la mayor parte de los hongos crecen sélo
con fuentes de carbono organico y amonio o iones nitrato como
fuente de nitrégeno. En esencia, los nutrientes para los hongos de
vida libre se derivan de la descomposicion de la materia organica.
Una diferencia fundamental entre hongos y plantas, es que los
hongos carecen de cloroplastos y de mecanismos fotosintéticos

productores de energia. 3
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En su mayor parte son aerobios estrictos, aunque algunos pueden
crecer en condiciones anaerobias. S6lo unos pocos son anaerobios,
ninguno de los cuales es patdgeno para los seres humanos. 3
2.2.3. Reproduccion micotica.

Los hongos pueden reproducirse por procesos sexuales o asexuales.
La forma asexual se denomina anamorfa y su elemento reproductor
se llama conidia. La forma sexual se denomina teleomorfa y las
estructuras de reproduccién se denominan esporas (p. €j., ascosporas,
zigosporas, basidiosporas). *

La reproduccion asexual incluye la division mitdtica del nucleo
haploide con la produccion asociada de conidias con forma de
esporas por gemacion o la separacion de elementos de las hifas. En
la reproduccion sexual, los nucleos haploides de las células
donadoras y receptoras se fusionan para formar un ndcleo diploide,
el cual se divide por meiosis clasica. Algunos de los cuatro nlcleos
haploides resultantes pueden ser recombinantes genéticos y pueden
sufrir division adicional por mitosis. Los estudios detallados de este
proceso en hongos como Neurospora crassa han sido importantes

para comprender los mecanismos genéticos celulares basicos. **
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REPRODUCCION SEXUADA
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Figura 3: Esquema de la reproduccion sexuada y
asexuada en zigomicotina.

Fuente: Ryan K, Ray G. Naturaleza de los hongos. En: Ryan K, Ray G,
editores. Sherris Microbiologia Médica. 5° ed. Santa Fe: McGraw - Hill

Interamericana; 2011: pp. 527 — 34. 34

2.2.4. Morfologia y crecimiento micotico

El tamafio de los hongos varia en forma notable. Una sola célula sin
tabiques transversos puede variar desde el tamafio de una bacteria
(2 a 4 um) hasta una estructura visible a simple vista. La morfologia
de crecimiento varia desde las colonias que en forma superficial
tienen un aspecto similar al de las bacterias hasta algunas de
naturaleza mas compleja, multicelulares, muy coloridas y de gran
belleza. Los hongos pueden considerarse como una organizacion
compleja de células que muestran diferenciacion estructural. **
e Levadurasy mohos

El crecimiento inicial desde una sola célula puede seguir uno de

los diferentes cursos, levaduras o mohos (figura 4).

Facultad de Ciencias de la Salud 16 Bach. Mendoza Hinostroza Ménica Lizeth

Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith

UPAGU



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en
cepas de Sporothrix schenckii.

La primera y la forma mas simple es la formacion de una yema,
que se origina de un progenitor redondeado u oblongo, que se
contrae y forma una nueva célula, la cual se separa de la célula
progenitora. Estas yemas se denominan blastoconidias, y los
hongos que se reproducen de esta forma se conocen como
levaduras. En los medios de cultivo en placa, las levaduras
forman colonias similares a las de las bacterias. En liquidos son
mucho mas transportables que los mohos por su naturaleza

unicelular. 16

Figura 4: Forma levaduriforme y filamentosas de
Sporothrix schenckii

Examen microscopico de Sporothrix schenckii en donde se observa A)
Hifas finas, conidi6foros largos y conidios simpodiales organizados en
forma de flor de margarita. B) Conidios triangulares hialinos -
pigmentacion, naciendo directamente de la hifa o de conidiéforo. C)
Sporothrix schenckii. Corte histolégico de un paciente. Se aprecian
levaduras alargadas (forma de cigarro) y otras redondas u ovales.

Fuente: Herndndez F. Esporotricosis. [sede Web]. Ciudad de México:
Hernandez F; 2015. ¥
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Los hongos también pueden crecer a través del desarrollo de hifas,
que son extensiones de forma tubular de la célula con paredes
gruesas y paralelas. Conforme se extienden las hifas, forman una
masa entrelazada conocida como micelio. La mayor parte de los
hongos forma tabiques en las hifas, que cruzan las paredes en forma
perpendicular a la pared celular y dividen a las hifas en subunidades
(figura 5). Estos tabiques varian entre las especies y pueden contener
poros y paredes incompletas que permiten el movimiento de

nutrientes, organelos y del nicleo. 16

A. Hifa no tabicada con
maltiples ndcleos. B.
Hifas tabicadas que
dividen el ndcleo en
células separadas. C.
Micrografia electrénica
del tabique con un
poro. D. Tabique con
maltiples poros.

Figura 5: Formas de crecimiento de hongos en
levadura y mohos

Fuente: Ryan K, Ray G. Naturaleza de los hongos. En: Ryan K,
Ray G, editores. Sherris Microbiologia Médica. 5% ed. Santa Fe:

McGraw - Hill Interamericana; 2011: pp. 527. 3
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Algunas especies no forman tabiques; forman hifas y micelios como
una celula unica y continua. En las hifas tabicadas y no tabicadas se
observan multiples nucleos, con flujo libre de citoplasma a lo largo
de las hifas o entre éstas, a traves de poros en los tabiques. Una
porcién del micelio (micelio vegetativo) por lo comdn crece en un
medio de cultivo o en un sustrato orgénico (p. €j., subsuelo) y actla
como raiz de las plantas (recolector de nutrientes y de humedad). La
superficie mas visible de crecimiento puede asumir un aspecto
esponjoso conforme el micelio se vuelve aéreo. Las paredes de la
hifa son lo suficientemente rigidas para dar sostén a esta red extensa
y entrelazada, que por lo comdn se denomina moho. Las hifas aéreas
portan las estructuras reproductoras de esta clase de hongos. Algunos
hongos forman estructuras denominadas seudohifas, que difieren de
las hifas verdaderas porque tienen zonas de constriccion con aspecto
similar a una yema y con paredes celulares menos rigidas. **

Las conidias reproductivas, esporas de los mohos y estructuras que
las portan asumen una gran variedad de tamarios, formas y relaciones
con la hifa progenitora. La morfologia y desarrollo de estas
estructuras son la base primaria para la identificacion de mohos de
importancia médica. La estructura del micelio participa en la
identificacion, dependiendo de si las hifas son tabicadas o no, pero
las diferencias no son lo bastante distintivas para identificar o

incluso sugerir una especie o género de hongo. **
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Las conidias formadas de manera exdgena pueden originarse
directamente de la hifa o de una estructura especial en forma de tallo,
el conidioforo. En ocasiones se utilizan términos como macroconidia
y microconidia para indicar el tamafio y complejidad de éstas. Las
conidias que se desarrollan en el interior de la hifa se denominan
clamidoconidia o artroconidia. Las clamidoconidias se vuelven mas
grandes que la hifa misma; son estructuras redondeadas, de pared
gruesa, que pueden ubicarse en el extremo terminal de la hifa o en su
trayecto. Las artroconidias adquieren la forma y tamafio de unidades
de hifa, pero se encuentran engrosadas o diferenciadas de alguna otra
manera. Las artroconidias pueden formar un grupo de conidias
delicadamente unidas que se separan y diseminan cuando se agitan.
Algunas de las formas reproductoras asexuales se ilustran en la
figura 6. La espora sexual mas comun se conoce cOmo ascospora.
En el asca, estructura en forma de saco, pueden encontrarse cuatro u

ocho ascosporas. 3
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Figura 6: Formas asexuales de mohos.

Fuente: Ryan K, Ray G. Naturaleza de los hongos. En: Ryan K, Ray G,
editores. Sherris Microbiologia Médica. 5 ed. Santa Fe: McGraw - Hill

Interamericana; 2011: pp. 527 — 34. 34

e Dimorfismo
En general, los hongos crecen como levaduras o mohos; estos
ultimos constituyen la mayor diversidad. Algunas especies
pueden crecer ya sea como levadura o en fase de moho, lo que
depende de las condiciones ambientales. A éstos se les conoce
como hongos dimorficos. Varios patdgenos para los humanos
muestran dimorfismo; crecen en forma de moho en el medio
ambiente y en medios de cultivo a temperatura ambiental, pero se

convierten en levaduras o en alguna otra forma en tejidos
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infectados. En la mayor parte de los casos, es posible manipular
las condiciones de cultivo para que se presenten in vitro las fases
de levadura y moho. La fase de levadura requiere condiciones
similares a las que se encuentran en condiciones fisioldgicas in
vivo, por ejemplo, incubacion de 35 a 37 °C en un medio
enriquecido. El crecimiento en forma de moho requiere nutrientes
minimos y temperatura ambiental. Las conidias producidas en
fase de moho pueden ser infecciosas y sirven para diseminar el
hongo. 34

Los eventos fisioldgicos y morfoldgicos relacionados con la
conversion de moho a la fase de levadura se han estudiado
ampliamente en el hongo patégeno para humanos, Histoplasma
capsulatum, el cual es un hongo complejo dado el cambio
espectacular en el entorno en que se ha encontrado al hongo
cuando las conidias de moho flotan desde la tierra (su habitat)
hasta los alvéolos pulmonares. La conversion a fase de levadura
se desencadena con la temperatura del hospedador (37 °C) y tal
vez por otros aspectos del nuevo medio ambiente. Estudios in
vivo muestran que los eventos iniciales en esta modificacion de
moho a levadura incluyen la induccién de una respuesta de golpe
de calor y desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Esto se
continda con la interrupcion en la sintesis de RNA, sintesis de

proteinas y metabolismo respiratorio. Las células pasan a través
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de un estado de inactividad metabdlica e incrementan su
capacidad enzimética que incluye compuestos sulfhidrilo (ej.,
cisteina, cistina) que son exclusivos de la etapa de levadura. 3

En la etapa de levadura se recupera la actividad mitocondrial y la
capacidad de sintesis y se presenta un nuevo grupo de oxidasas,
polimerasas, proteinas, glucanos de pared celular y otros
compuestos. En conjunto, se expresan mas de 500 genes en las
fases de moho y levadura. Un gen global regulador controla el
proceso de transformacion de moho a levadura y la expresion de

algunos genes de virulencia. 3*

2.3. Sporothrix schenckii
Sporothrix schenckii es un hongo dimérfico que crece como una levadura
cilindrica de 3 a 5 mm en tejidos y en cultivo a 37 °C. EI moho, que crece
en cultivo a 25 °C, probablemente es la forma infecciosa. Las hifas son
delgadas y tabicadas y producen grupos de conidias en el extremo de
conidioforos delicados. Sporothrix schenckii es capaz de sintetizar
melanina, la cual esta presente en las conidias, durante muchos afios ha sido
considerada como la Unica especie responsable de esporotricosis, infeccion
subaguda o crénica que afecta a la dermis y al tejido celular subcutaneo y
con una distribucion mundial. Dicha especie ha sido extensamente estudiada
y recientemente se ha demostrado que representa un complejo de especies,

siendo las mas comunes Sporothrix schenckii sensu stricto, Sporothrix
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globosa y Sporothrix brasiliensis, aunque otras especies tales como
Sporothrix mexicana y Sporothrix luriei han sido también descritas. Aunque
hacen falta méas estudios, los datos disponibles parecen indicar que las
nuevas especies del género presentan diferentes distribuciones geograficas;
por ejemplo, Sporothrix brasiliensis se ha localizado casi exclusivamente en
Brasil, mientras que Sporothrix globosa presenta una distribucion
cosmopolita y es de destacar que la mayoria de cepas aisladas de la India
pertenecen a esta Ultima especie. Solo la correcta identificacion de estas
nuevas especies, mediante secuenciacion o por técnicas fisioldgicas, nos
permitira dilucidar si las diferentes manifestaciones clinicas de
esporotricosis son producidas por especies diferentes. Hasta la fecha se ha
demostrado que las diferentes especies que integran el complejo presentan

diferente sensibilidad a los antifiingicos. $>27:3°

2.3.1. Clasificacion cientifica. 3

e Reino: Fungi
e Division: Eumycota
e Sub-division: Deuteromycotina
e Clase: Hyphomycete
e Familia: Ophiostomataceae
e Orden: Saccharomycetales
e Género: Sporothrix
e Especie: schenckii
Facultad de Cienciasde laSalud 24 Bach. Mendoza Hinostroza Monica Lizeth-

Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en
cepas de Sporothrix schenckii.

QG

UPAGU

2.3.2. Epidemiologia
La esporotricosis es una enfermedad cosmopolita, se observa tanto
en paises templados como tropicales. Se ha observado en
Norteamérica, Sudamérica, América Central, Africa del Sur, Egipto,
Japdn y Australia. Los paises con la tasa de infeccion mas alta son
Mexico, Brasil, Pert y Sudéafrica. En el Peru es frecuente en Cusco
(Quillabamba y Mollepata), Puno (Sandia), Ayacucho (Cangallo,
Huanta y La Mar), Apurimac (Tamburso, Abancay y Andahuaylas),
La Libertad (Santiago de Chuco y Otuzco), Ancash (Chaquistambo,
Pomabamba, Huari y Chiquian), Lima, Cajamarca (San Ignacio, San
Miguel, San Marcos), Amazonas (Chachapoyas) y Huanuco

(Monzon). 343

2.3.3. Inmunidad
Algunos estudios indican que la exposicion a Sporothrix schenckii es
bastante comin y que existe un alto nivel de inmunidad innata. La
respuesta celular a la infeccién es mixta. ElI incremento en la
frecuencia y gravedad de la enfermedad diseminada en pacientes con
trastornos de los linfocitos T apunta a respuestas TH1 como el
mecanismo inmunitario primario. Los anticuerpos no participan en la

respuesta inmunitaria. 3*
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2.3.4. Patogénesis
El Sporothrix schenckii frecuentemente llega al hombre penetrando
en la piel a través de una herida, por una espina, astilla, alambre,
piedra, arafiazo de un gato u otro objeto punzante contaminado,
produciendo un chancro esporotricésico, aproximadamente 10 dias
(3 — 30 dias) después de la inoculacion traumatica. %
Las conidias y las células de levadura de Sporothrix schenckii son
capaces de unirse a la matriz de proteinas extracelulares, como la
fibronectina, laminina y colageno. %
Dependiendo de la respuesta inmune del huésped, se propaga
lentamente a lo largo de los vasos linfaticos que drena la zona,
siguiendo el trayecto de la cadena linfatica desarrollando lesiones
cutaneas secundarias, dando lesiones nodulares gomosas y placas
verrucosas cronicas. En pacientes inmunocomprometidos la
enfermedad puede diseminarse a otros Organos, produciendo
enfermedad cutanea diseminada y sistémica. %
En casos raros la inhalacion del hongo puede ocasionar
esporotricosis pulmonar, el cual sigue un curso similar al de la
tuberculosis, causa una neumopatia primaria, autolimitada y
asintomatica que ocasiona una hipersensibilidad especifica; o es
posible que origine una neuropatia limitada y progresiva con posible

diseminacion hematdgena. *°
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Tabla 1: Clasificacion inmunologica de la esporotricosis

Cutaneo linfatica
Cutaneo fija

Pulmonar localizada

A o np e

Mucocutanea

Cutaneo superficial cutdneo hematdgena

Osteoarticular

Pulmonar

M wnp e

Sistémica

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micéticas subcutaneas.
Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet]. 2009; 19 (4): 362 — 87.%

La esporotricosis es una infeccion muy polimorfa, dependiendo de la
respuesta inmune del huésped. De acuerdo con la respuesta
inmunoldgica del huésped reflejada en la intradermorreaccion con la
esporotricina y parametros clinicos podemos clasificarla segin las
tablas 1y 2.%

2.3.5. Signos clinicos
Las manifestaciones clinicas varian ampliamente dependiendo de las

distintas formas clinicas de presentacion. (Tabla 2).
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Tabla 2: Clasificacion clinica de la esporotricosis
I. Esporotricosis cutanea.

Cuténeo linfatica
Cuténeo fija
1. Esporotricosis diseminada

a. [Esporotricosis cutanea diseminada
Esporotricosis sistémica

I11. Esporotricosis extracutanea

Esporotricosis 0sea
Esporotricosis articular

c. Esporotricosis de otros 6rganos

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micoticas
subcutaneas. Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet]. 2009; 19

(4): 362 - 87.%

La esporotricosis cutanea linfatica, es la forma clasica y frecuente de
esta enfermedad, se inicia como una papula o nédulo subcutaneo
pequefio, no doloroso, duro y movil en el lugar de una herida,
posteriormente al cabo de una semana o varios meses después se

ulcera, formando el llamado «chancro esporotricdsico». (Figura 7). %

Chancro esporotricosico. Se observa nédulo
ulcerado en la mufieca izquierda y otra en el
dorso de la nariz

Figura 7: Formas asexuales de mohos.

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micoticas
subcutineas. Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet]. 2009; 19

(4): 362 —87.%
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Luego aparecen otras nodulaciones siguiendo el trayecto linfatico de
la zona afectada, algunas veces acompafiada de linfangitis. (Figuras
8y 9). Estos nédulos se hacen fluctuantes llegando a drenar material

purulento al exterior. %

Figura 8: Esporotricosis. Nédulos y placas costrosas
confluyentes de trayecto linfatico, extendiéndose en el
miembro inferior.

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micoticas
subcutaneas. Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet]. 2009;

19 (4): 362 - 87.%

Figura 9: Esporotricosis. Lesiones nodulares, ulceradas
que siguen el trayecto de los linfaticos localizados en los
miembros inferiores y superiores.

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micoticas
subcutaneas. Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet].

2009; 19 (4): 362 — 87. %
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Por contigiidad pueden ocasionar placas verrucosas cronicas
(Figura 10). La localizacion mas frecuente es en las extremidades
superiores e inferiores, iniciandose casi siempre en manos y pies,

aunque pueden presentarse en cualquier lugar. *°

Figura 10: Esporotricosis. Placas verrucosas cronicas a
nivel del tobillo izquierdo

Fuente: Sanchez L, Galarza C, Matos R. Infecciones micéticas
subcutaneas. Rev. Dermatologia Peruana. [Revista en internet]. 2009;

19 (4): 362 - 87.%

En los nifios es también habitual la localizacion facial. Existe una
denominada «esporotricosis gomosa» que se caracteriza por el
desarrollo de madltiples ulceraciones bien definidas, en mufiecas,
piernas o antebrazos. %

La forma de esporotricosis cutanea fija, esta confinada al area de
inoculacién. Consiste en una lesion Unica, es una forma crénica que
no tiende a la diseminacion y se forma del mismo chancro
esporotricdsico. Se inicia como una papula eritematosa y puede
adoptar cualquiera de las siguientes formas clinicas: ulcerativa,

verrucosa 0 vegetante, papulosa, psoriasiforme, acneiforme,
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infiltrativas, en placas eritematosas o cicatriciales, cubiertas con
escamas Yy costras melicéricas, generalmente asintométicas. La
esporotricosis cutanea fija por lo general no presenta compromiso
ganglionar y es limitada porque el paciente cursa con una buena
respuesta inmune, por lo que tiene gran tendencia a la curacion
espontanea. *°

La forma de esporotricosis mucocutanea es mas frecuente en nifios y
se localiza con mas frecuencia en la cara, cuello, tronco y manos.
Consiste en lesiones eritematosas ulcerativas y supurativas, que
eventualmente llegan a formas granulomatosas, vegetantes o
papilomatosas, localizadas en mucosas orofaringea y nasal. 3437

La esporotricosis cutanea superficial, para algunos, es una variedad
de la esporotricosis cutanea fija y la denominan superficial
dermo-epidérmica o escrofulosa. Esta constituida por placas
eritemato-escamosas, violaceas y pruriginosas; se presenta en la cara
y avanza lentamente sin afectar los linfaticos. La mayoria de los
casos son inmunoldgicamente hipoérgicos o anérgicos (nula reaccion
del sistema inmunoldgico), contrario a la esporotricosis cutanea fija
que tiene buena respuesta a la intradermorreacién con
esporotricina.®*

Las formas diseminadas de esporotricosis se producen por

diseminacion hematogena, quizd de un foco pulmonar o cutaneo
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preexistente. Existen dos formas de manifestacion de esporotricosis
diseminada:
» Esporotricosis cutanea diseminada
» Esporotricosis sistémica

La esporotricosis cutidnea diseminada o Ilamada también
esporotricosis cutdnea hematdgena, es una variedad rara de
esporotricosis, suele ser considerada una infeccion oportunista
porque casi siempre viene asociada a un estado anérgico,
frecuentemente una enfermedad que compromete la inmunidad
celular, las més frecuentes: diabetes, linfomas, embarazo, SIDA,
tratamiento con corticoides sistémicos, alcoholismo y otros. Afecta
diferentes regiones del tegumento, sin afectar los Organos
extracutaneos. Las lesiones cutaneas consisten en nddulos gomosos,
Ulceras y placas verrucosas que afectan a la piel y mucosas (boca,
faringe y glande). No hay tendencia a la curacion y tiene por lo
general mal prondstico. Esta variedad de esporotricosis tiene
tendencia a diseminarse a huesos, articulaciones (codos y rodillas) y
otros 6rganos, incluido el sistema nervioso central. *°

La esporotricosis sistémica diseminada se considera una infeccién
oportunista grave, afecta érganos internos y puede haber fungemia
(presencia de hongos en la sangre). Se observa con mayor frecuencia
en alcohdlicos cronicos, en pacientes que reciben tratamiento

prolongado con inmunosupresores o SIDA. Los pacientes suelen
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presentar fiebre, dolor, malestar general y pérdida de peso. En
algunos pacientes se ha observado afectacion del sistema nervioso
central, genitourinario, digestivo, hepatico, bazo, pancreas, senos
paranasales, testiculos y la tiroides. %

La esporotricosis pulmonar, se considera una entidad rara, el hongo
penetra por la via aérea. Se presenta en dos formas; la mas comdn es
la forma cronica, siendo en la mayoria de pacientes asintomaticos, de
presentacion autolimitada con zonas cavitarias semejantes a la
tuberculosis. La segunda forma es aguda y progresiva, involucra a
los ganglios linfaticos hiliares y en especial traqueobronquiales,
pudiendo presentar adenopatias masivas con obstruccion de los
bronquios. La sintomatologia es variada, con pérdida de peso, tos
con expectoracion abundante, disnea y fatiga. En ambas formas la

diseminacion a otros 6rganos es frecuente. *°

2.3.6. Diagnéstico
El diagndstico se basa en las manifestaciones clinicas, la
epidemiologia y datos de laboratorio. EI método estandar para el
diagnostico laboratorial es el cultivo micol6gico. Otras técnicas
complementarias son la histopatologia, el examen directo, la

intradermoreaccion e Inmunofluorescencia. 2°
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- Diagnostico por laboratorio

Materiales y toma de muestra: las muestras que se pueden recibir
en el laboratorio son pus o escamas de lesiones cutaneas. Antes de
tomar la muestra, se limpia la piel con una torunda impregnada
con alcohol al 70%, para quitar las bacterias contaminantes de la
superficie cutdnea. Las escamas se toman con bisturi y se
recuperan en una caja Petri o portaobjetos limpios, que se coloca
debajo del &rea afectada; en el segundo caso, se recubren con otro
portaobjetos. Las lesiones exudativas se toman con hisopo estéril
y humedecido, colocandolo dentro de un tubo de ensayo. Es
importante destacar que el material purulento que surge a la
digitopresion temprana debe ser descartado, luego de lo cual se
procederd a un lavado con solucién fisiologica y
subsecuentemente se pasara a comprimir nuevamente las lesiones
para obtener pus mezclado con exudado serosanguinolento, el
cual proviene de los granulomas mas profundos. ®

Transporte de las muestras: las muestras deben ser transportadas y
procesadas rapidamente en el laboratorio. %

- Ex&menes directos

Rara vez se logra visualizar, al tefiir con Gram o &cido peryddico
de Schiff (PAS), las levaduras alargadas con forma de habano
intracelulares, en el caso de la esporotricosis son encontradas

principalmente en las etapas mas tempranas de la infeccion. Con

Facultad de Ciencias de la Salud 34 Bach. Mendoza Hinostroza Monica Lizeth
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en
cepas de Sporothrix schenckii. X
UPACU

mas frecuencia estan presentes, los cuerpos asteroides, imégenes

esféricas de 3 a 6 milimetros, con una sustancia glicoproteica

eosinofilica radiada. Los mismos son interpretados como
resultado de la relacion entre el huésped y el hongo, con
produccion de un complejo antigeno - anticuerpo. Si bien no son
exclusivos de la esporotricosis, su presencia junto con la clinica
compatible permite tener un alto indice de sospecha. ®

- Cultivos

El diagnostico de certeza se basa en mostrar al agente mediante el

cultivo. Todo el complejo Sporothrix estd compuesto por hongos

dimorficos: %

e En medios agar Sabouraud dextrosa a 25 - 28 °C producen
colonias filamentosas de color blanco o cremoso que a los
pocos dias toman color marrén claro o negro y en las que
microscopicamente se observan micelios delgados, hialinos,
septados y ramificados o en haces. En el caso del Sporothrix
schenckii las conidias se disponen en flor de durazno
(simpodiales) agrupadas sobre un talluelo o conidiéforo en
angulo recto o bien pueden ser ovoides y sésiles solitarias
conformando radulosporas. %

e En medios ricos de agar gelosa sangre y chocolate a 37 °C

dan colonias cremosas, humedas y blanquecinas de aspecto
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bacteriano. MicroscOpicamente se ven las levaduras o
blastoconidias, ovales o globosas con brotes multiples. %
- Biopsia
En la mayoria de los pacientes el hongo no es detectado en los
tejidos cutaneos, aun cuando se utilizan tinciones especiales como
PAS, Gridley o metenamina de plata. Debe sospecharse de
esporotricosis en presencia de hiperplasia pseudoepiteliomatosa y
reaccion granulomatosa epitelioide — piogénica. Cuando la
biopsia se toma de un nédulo o goma, el infiltrado se dispone de
una manera clasica: una zona periférica o sifiloide, constituida por
plasmocitos, linfocitos, fibroblastos y acentuada neoformacion
vascular; una zona media o tuberculoide, formada por células
epitelioides y algunas células gigantes multinucleadas de tipo
Langhans y de cuerpo extraiio y finalmente una zona central o
supurativa cronica en donde se hallan micro abscesos de
polimorfonucleares. Es en esta zona central del granuloma donde
pueden encontrarse los cuerpos asteroides. *°
- Inmunofluorescencia

Las técnicas de anticuerpos fluorescentes son altamente
especificas en comparacion con las técnicas tradicionales. Pueden
utilizarse como un método rapido para la demostracion de

Sporothrix schenckii, en impronta de exudados de las lesiones. %
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2.3.7. Métodos antifungicos
La necesidad de desarrollar métodos estandarizados en las pruebas
de susceptibilidad a los antifingicos fue con la idea de proveer buena
concordancia entre los laboratorios y en una mayor y cuidadosa
comunicacion laboratorio-médico. La estandarizacion juega también
un papel importante en la necesidad de evaluar las correlaciones de
la eficacia de la droga in vivo versus in vitro. 26
» Meétodo de macrodilucion
El método de macrodilucion es el mas ampliamente usado y
es el método de referencia para células levaduriformes y es el
propuesto por el CLSI. %
Este método es adecuado para probar todos los agentes
antifangicos de cualquier aislamiento fdngico. 2°
El medio de cultivo que se utiliza, se define como un medio
sintético y actualmente se esta utilizando el caldo RPMI 1640
con L-glutamina y un indicador de pH sin bicarbonato de
sodio. Dicho medio, es bufferizado a pH 7,0 a 25°C. Este
medio es apropiado para Anfotericina B, 5-FC y azoles. Es el
recomendado a emplear cuando se realiza una prueba de
susceptibilidad contra especies de Candida y otros hongos. 28
En el método de macrodilucion se emplea por cada
combinacion microorganismo/antimicrobiano una bateria de

tubos. Habitualmente se prepara la bateria de tubos con 1mL
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de medio estéril sin antimicrobiano. Al primero de ellos se
afiade 1 mL de la solucidn inicial del tubo de antimicrobiano
hasta conseguir la concentracion mas alta a estudiar. Tras
mezclar adecuadamente, se pasa 1 mL al siguiente tubo; el
proceso se repite tantas veces como diluciones se quieran
estudiar, eliminando del Gltimo tubo de la serie 1 mL de
medio con antimicrobiano, con objeto de mantener el
volumen final de 1 mL. Para cada paso de dilucién se debe
emplear una pipeta diferente. La serie de tubos se completa
con uno de control sin antimicrobiano que solamente tiene

1 mL de caldo. %6 %

» Meétodo de difusion en disco
El método de difusién en disco consiste en depositar en la
superficie de una placa de agar MH previamente inoculada
con el microorganismo, discos de papel de filtro impregnados
con los diferentes antiflngicos, tan pronto el disco
impregnado en antifingico se pone en contacto con la
superficie humeda del agar, el filtro absorbe agua y el
antimicotico difunde por el agar, formandose un gradiente de
concentracion. Transcurridas 18 a 24 horas de incubacion, los
discos pueden o no aparecer rodeados por una zona de

inhibicion de crecimiento bacteriano.®
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El fundamento es el mismo que para las bacterias, estd
basado en el estudio la sensibilidad de las levaduras a los
antifungicos en funcién del halo de inhibicion producido por
la difusion del antifungico en un medio de cultivo solido. Los
pasos a seguir son los mismos que para las bacterias pero con
algunas modificaciones. ®

Se usa el agar Mueller Hinton (MHA) suplementado con 2%
de glucosa y 0,5 pg/mL de azul de metileno (pH 7,2 - 7,4). Se
puede incorporar los suplementos cuando se prepara el medio
0 bien incorporar los suplementos a las placas de MHA ya
preparadas. ®

La adicion de glucosa proporciona un mejor crecimiento de
las levaduras y el azul de metileno aumenta la definicion de
los halos de inhibicion. ®

Ademas, el medio MHA con glucosa y azul de metileno
permite diferenciar mejor las cepas S y R a fluconazol,
presentando buena correlacion con el método de

macrodilucion y con los datos in vivo. °

» Meétodo de dilucion en agar
La cuantificacion de la actividad in vitro de los
antimicrobianos se evalUa habitualmente mediante el método

de dilucion. 2°
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Este método se basa en la determinacion del crecimiento del
microorganismo en presencia de concentraciones crecientes
del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de
cultivo (caldo o agar). %

En este método se incorpora el antimicrobiano a evaluar a un
medio con agar. El antimicrobiano se afiade cuando el medio
aun estéa fundido. Para lograr el rango de dilucién deseado se
prepara una serie de placas, cada una con una determinada
concentracion de antimicrobiano. Las placas se inoculan con
un replicador una vez que se haya solidificado el medio de
cultivo. ¥

Se realiza la dilucion del antimicrobiano en un medio de
cultivo adecuado para el crecimiento del microorganismo que
se va a ensayar. Consiste en realizar varias concentraciones
(generalmente al doble) de un antimicrobiano, cada una de
ellas se mezcla con agar y se vierte en una placa Petri y se
deja solidificar. Se inocula el microorganismo, se incuba a
una temperatura determinada y se determina la concentracion
del antimicrobiano que produce la inhibicion del crecimiento
del microorganismo definida como CIM (Concentracion
Inhibitoria Minima). %

La aparicion de un sistema de inoculacion mdaltiple para

placas de agar popularizé el método de dilucién en agar, en el
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que cada placa, con una cierta concentracion de
antimicrobiano, permite inocular simultaneamente un gran
niimero de microorganismos. %

Tradicionalmente este método se ha venido usando para la
determinacion de la CMI de los antimicrobianos. En la
mayoria de los casos se preparan diluciones del
antimicrobiano en progresion geométrica en base 2 utilizando
un medio de cultivo adecuado; posteriormente se inocula
dicho medio y tras la correspondiente incubacion para
permitir el crecimiento del microorganismo se realiza la
lectura, determinando qué concentracion causa la inhibicion

del crecimiento del microorganismo.

2.3.8. Tratamiento
- Yoduro de potasio
El yoduro de potasio es el tratamiento de eleccién para las formas
cutdneas de esporotricosis, debido a que tiene excelente
efectividad. La dosis es de 3 a 6 g/dia repartidos en tres tomas,
inicidndose con 1 g/dia para evaluar la tolerancia. La solucion se
prepara de la siguiente forma: yoduro de potasio 10 g en 100 cc
de agua bidestilada en frasco oscuro, de manera que 10 cc
(una cucharada) es igual a 1 g. Asi se puede manejar tantas

cucharadas como gramos se requiera. La dosis en nifios es de
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1 a 3 g/dia. La duracion del tratamiento es hasta de 4 semanas
después de la desaparicion de los sintomas (promedio de
3 meses). Los efectos indeseables son: nauseas, anorexia, diarrea,
sialorrea y erupcion acneiforme. En general es bien tolerado. 34%
- Antimicoticos sistémicos

Los tratamientos alternativos son los azoles (itraconazol,
ketoconazol, fluconazol). También se han empleado griseofulvina
y terbinafina como alternativas. El itraconazol a la dosis de
200 a 300 mg/dia durante 4 a 6 meses es una de las mejores
opciones alternativas para el tratamiento de la esporotricosis. Esta
indicado en pacientes que desarrollan alergia a los yoduros,
respuesta lenta o fracaso terapéutico. También se recomienda el
ketoconazol a dosis de 200 mg dos veces al dia. En general la
respuesta no es tan efectiva como la presentada con el yoduro de
potasio, ademdas se requiere tratamiento prolongado. La
terbinafina a la dosis de 250 a 500 mg/dia ha sido manejada con
buenos resultados. Es una buena opcién terapéutica,
particularmente en nifios. 343

Se reporta el uso del fluconazol a la dosis de 100 a 400 mg/dia
con remisién de las lesiones. Ademas la griseofulvina a dosis de
10 a 15 mg/kg (500 mg/dia) ha mostrado eficacia en adultos.
Requiere tratamiento prolongado de 4 a 6 meses. Generalmente

no se recomienda su uso por las molestias gastricas que ocasiona.
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Pacientes con SIDA requieren itraconazol en dosis de 200 mg/dia

durante toda su vida. 3*%°

- Laanfotericina B
Debe utilizarse para los casos de esporotricosis sistémica o
anérgica, sobre todo cuando hay compromiso 06seo, visceral o
pulmonar. La dosis es de 0,7 a 1 mg/kg/dia. Se inicia con 5 mg
cada tres dias, hasta alcanzar la dosis maxima de 30 mg. Algunos
pacientes han sido tratados con 5- fluorocitosina a la dosis de

100 mg/kg/dia. 34%

- Termoterapia
La termoterapia se ha utilizado desde hace afios. Los primeros
reportes fueron hechos en las décadas de 1950 y 1960 por
Thomas y Mackinnon. Esté indicada en casos de esporotricosis
cutdnea limitada, preferentemente fija. Se da en forma de bafios
calientes, controlando la temperatura entre 42 y 45 °C, una vez al

dia durante 30 minutos o tres veces al dia durante 15 minutos. 3%

- Sulfametoxazol - trimetoprim
Se ha reportado buenos resultados a la dosis de 4 tab/dia (400 mg

sulfametoxazol y 80 mg trimetoprim) durante tres a cuatro meses.
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Se ha empleado con buenos resultados en la esporotricosis

cutanea osterarticular asociada a yoduro de potasio. 3%

2.4. Salvia sagittata “salvia azul”
El término salvia proviene de la palabra latina “salvare”, que significa
“curar”, en referencia a las propiedades curativas de la hierba 1819
Arbusto de 1 — 1,60 m de alto, perenne de follaje aromético y glutinoso.
Hojas opuestas decusadas, simples, peciolo pubescente-glutinoso 1 — 10 cm
de largo, limbo sagitado, margen crenado, base sagitada, &pice agudo,
superficie rugosa, glutinosa, haz y envés pubescentes. &9
Salvia sagitatta llega a 7,5 pies (2,3 m) de altura en la naturaleza y 2,5 pies
(0,76 m), en el cultivo. Cubierta de hojas de color verde amarillento y
rugoso en la superficie superior, con la parte inferior cubierta de pelos
cortos blancos y fuertemente nervados. Las inflorescencias son muy
pegajosas, alcanzando hasta 2 pies (0,61 m) de largo por encima del
frondoso tallo. 8
Las flores (2,5 cm), son de color azul brillante, labio superior rostrado, labio
inferior trilobulado, I6bulo medio desarrollado y emarginado; estambres,
una teca fértil y otra estéril. Fruto tetraclusa, clusas obovadas, con la
superficie sinuosa ondulada. 2193
La planta fue recogida y nombrada en 1798 por Hipdlito Ruiz Lopez y José

Antonio Pavén Jiménez, dos botanicos espafioles, que pasaron diez afos en
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el Pert y Chile en una comision por el gobierno de Espafia para ir al Nuevo
Mundo en busca de nuevos medicamentos y plantas agricolas.>?

Crece en laderas de poca pendiente, formaciones arbustivas de porte bajo,
ribera de riachuelos. 1931

Planta herbacea nativa de las montafias de los andes, que crece a

elevaciones de 9 500 a 10 500 pies (2 900 a 3 200 m). 8

2.4.1. Clasificacion cientifica 18

e Nombre Cientifico: Salvia sagittata

e Reino: Plantae

e Phylum: Magnoliophyta
e Clase: Magnoliopsida
e Orden: Lamiales

e Familia: Lamiaceae

e Geénero: Salvia

e Epiteto especifico: sagittata

e Nombre comun: salvia azul, jatun fiujchu

2.4.2. Composicion quimica
Todas las salvias presentan una composicion quimica compleja con
abundantes metabolitos. Dentro de ello tenemos a los aceites
esenciales, que se encuentran en una proporcion del 1,5 al 2,0 %.

Los aceites esenciales principalmente se caracterizan por ser liquidos
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2.4.3.
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oleosos de aroma agradable e intenso, por ser volatiles y extraibles
por arrastre de vapor, por ser insolubles en agua y por presentar un
indice de refraccion elevado.!

El aceite esencial estd compuesto por un 35 - 60% de tuyona (“alfa”
y “beta” tuyona, en proporciones variables segun el origen
geogréfico), un 20 % o mas de otros monoterpenos (1,8- cineol,
alcanfor, pineno, timol y carvacrol), diterpenos (carnosol, rosmanol,
epirrosmanol, acido carndsico, b — D- glucosidos de tuyol y mentol),
triterpenos derivados del ursano y oleanano y sesquiterpenos
(humuleno, cariofileno y viridifloral). 414

También poseen abundantes compuestos fendlicos: flavonoides con
sustituyentes sobre el C-6 y &cidos fendlicos, principalmente &cido
rosmarinico. 4’

La salvia posee taninos en abundancia como la luteolina, apigenina y
la hispidulina, ademas de alcaloides, esteroides y saponinas. Estos se
encuentran principalmente concentrados en las hojas y en las flores
de la planta. Estas sustancias son las responsables de varias
propiedades medicinales que tiene la salvia, entre ellas antioxidante,
anticanceroso, emenagogo y antimicrobiano. 4 4

Usos y propiedades

Debido a los componentes que posee la salvia, presenta multiples

propiedades medicinales, entre las cuales podemos mencionar el uso
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en infusion para dolores de estomago, tratamiento de Ulcera gastritis,
diarrea y como laxante. 18

Las hojas sirven para tratar golpes, ademas gracias a sus propiedades
antisépticas y cicatrizantes, se utiliza para el tratamiento de las
anomalias de la piel. 18

También es usado para tratar la tos, reumas, resfrios y sinusitis.
Tiene efectos antiinflamatorios y analgésicos, que podrian utilizarse
para los problemas musculares y articulatorios. Estimula el sistema
nervioso central por lo que se usa como activadora de la memoria,
tratamiento de paralisis faciales y cefalea. 18

Usado ademas para controlar los bochornos durante la menopausia y
secreciones. 418

La industria utiliza el aceite esencial de la salvia por sus propiedades
antifingicas y antibacterianas en la composicién de productos

relacionados con la higiene de la boca. #82°
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I1l. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Unidad de analisis, universo y muestra
3.1.1. Unidad de analisis
e Hojas de Salvia sagittata “salvia azul”
3.1.2. Universo
e Constituido por plantas de Salvia sagittata “salvia azul”
3.1.3. Muestra
e Muestra
Se empled aceite esencial obtenido a partir de 5 kg de las hojas de la
especie vegetal Salvia sagittata “salvia azul”.
Para la recoleccion de las hojas se tuvo en cuenta los siguientes
criterios:
- Criterios de inclusiéon: Hojas libres de enfermedades,
agresiones ambientales y agresiones por insectos.
- Criterios de exclusion: Hojas con presencia de enfermedades,
maltratadas, secas y otras observaciones dentro del criterio de
e Cepas de experimentacion
Las cepas tipificadas de Sporothrix schenckii, fueron obtenidas del
Laboratorio de Referencia de Salud Publica de la DIRESA -

Cajamarca.
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- Criterios de inclusion: cepas de Sporothrix schenckii, que
cumplieron con las especificaciones referidas por el INS, los
cuales son: aislamiento de cepas de personas enfermas con estos
hongos e identificacion positiva a pruebas bioquimicas de las
cepas.

- Criterios de exclusion: aquellos que no cumplieron con los
criterios de inclusion.

3.2. Métodos de investigacion

3.2.1. De acuerdo al fin que se persigue:
Bésica, ya que estuvo encaminada a ampliar el conocimiento
cientifico, explorando nuevas teorias y transformar las ya
existentes.

3.2.2. De acuerdo a la técnica de contrastacion:
Experimental, porque se analiza el efecto producido por la
accion o manipulacion de la variable independientes sobre la
variable dependiente.
El estudio se realiz6 en el Laboratorio de Tecnologia
Farmacéutica de la Universidad Privada Antonio Guillermo
Urrelo y en el Laboratorio de Analisis Clinicos Invbiomed —

Cajamarca.
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3.3. Técnicas de investigacion
3.3.1. Procedimiento para la recoleccion y preparacion de la
muestra vegetal
% Recoleccidén y seleccion de la muestra vegetal:
= Las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, fueron
adquiridas de la zona denominada el Gavilan, ubicada
en el anexo Shin Shin del centro poblado Cashapampa —
Cajamarca, utilizando las técnicas de recoleccion
adecuadas: la recoleccion de la especie vegetal se
realiz6 en la mafiana y se guardaron en una bolsa de
papel para asegurar su conservacion.
= Se tomaron 5 kg de las hojas de la especie vegetal
Salvia sagittata “salvia azul”, rechazando las hojas que
presentaron enfermedades, agresiones ambientales y
agresiones por insectos.
= Después fueron lavadas con agua potable.
% Obtencion de los aceites esenciales de Salvia sagittata “salvia
azul”, en el destilador de caldera de acero inoxidable:
Se pesaron 5 kilogramos de hojas de Salvia sagittata y se
colocaron en el recipiente para la muestra y se agregaron
20 litros de agua en el tanque generador de vapor,

posteriormente se acoplaron los tres componentes del equipo,
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dejando correr el agua por el refrigerante, se extrajo el aceite
esencial por un tiempo de 4 horas aproximadamente.
Posteriormente se midid y recogio el aceite esencial en frascos
de color &mbar con tapa, almacenandolos en refrigeracion hasta
que fueron utilizados para evitar reacciones oxidativas que
podrian alterar su composicion.
3.3.2.Determinacion del efecto antimicético mediante metodos
estandarizados por el CLSI para el estudio de la sensibilidad
a los antiftingicos. °
En el presente estudio se evalud el efecto antimicético in vitro,
del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”
en cepas tipificadas de Sporothrix schenckii, obtenidas por
cultivo en agar Sabouraud dextrosa (SDA), en el Laboratorio de
Referencia de Salud Publica de la DIRESA — Cajamarca. Se
emplearon métodos estandarizados por el “Clinical Laboratory
Standard Institute” (CLSI, antes NCCLS) para el estudio de la
sensibilidad a los antifungicos.
< Método de macrodilucion para levaduras °
En este método se utilizaron tubos estériles de 11 x 70 mm vy
el volumen final en cada tubo fue de 1 mL.
» Preparacion de diluciones del aceite esencial de las
hojas de Salvia sagittata “salvia azul”

Antifangico insoluble en agua
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= Se colocé 1 mL de Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) a cada uno de los seis tubos de prueba
(tubo 2 al 6), previamente rotulados excepto el tubo
N° 1 (dilucion 100%).

= Se colocd 2 mL de aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al tubo N° 01. Se tom6 1 mL de
este tubo, se llevo al tubo N° 02 y se mezcl6 (dilucién
50%).

= Se tom6 1 mL de la dilucién anterior (tubo N° 02), se
agreg6 al tubo N° 03 y se mezcld (dilucion 25%).

= Se realiz6 el mismo procedimiento hasta el tubo N° 05

= Al tubo N° 06, se le coloc6 0,5 mL de RPMI y 0,5 mL
de solucidn de itraconazol (100 pg/100 pL)

= Al tubo N° 07, se le colocé 0,5 mL de RPMI y 0,5 mL
de solucidn de fluconazol (100 pg/100 pL)

= Al tubo N° 08 se le colocé 0,5 mL de RPMI (control de
crecimiento)

= Y al tubo N° 09 se le coloc6 1 mL de RPMI (control de
esterilidad)

» Preparacion del in6culo
Se preparo tocando con el asa de cultivo aproximadamente
5 colonias > 1 mm y de 24 horas de crecimiento en placa

de SDA que se resuspendieron en un tubo de solucién
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salina (NaCl 0,85 %). Se agité bien y con ayuda de un
espectrofotometro (longitud de onda: 530 nm), se ajusto a
una densidad éptica 0,5 McFarland, afiadiendo la cantidad
necesaria de solucion salina. Esta solucion tuvo una
concentracion aproximada de 1 x 10° — 5 x 10 UFC/mL.
Posteriormente se realiz6 una dilucion 1:2000 con medio
RPMI (concentracion de 0,5 — 2,5 x 10° UFC/mL). Esta
altima dilucion es la que se utilizé para inocular las placas.
La concentracion final de levaduras en las placas fue de
0,5 x 10%- 2,5 x 10 UFC/mL.

» Inoculacion de los tubos
Se inocularon con 100 puL de la suspension de levadura
desde el tubo N° 01 hasta el N° 08, excepto el tubo N° 09
que se utilizo para el control de esterilidad del medio. El
tubo N° 08, fue el control de crecimiento.

» Incubacion de los tubos
Los tubos se incubaron a 36 °C £ 0,5 °C hasta las 72 h.

» Lectura de los resultados
La lectura se realiz6 visualmente a las 72 h de incubacién
comparando la turbidez de los tubos con la del control
diluido 1/20 (0,2 mL del tubo control mas 0,8 mL de

RPMI).
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Fue conveniente hacer un control del crecimiento en cada
uno de los tubos inoculando 10 puL en una placa de SDA y
a las 72 horas, se evalud el crecimiento micotico. De esta
forma se confirmo la inhibicién o no inhibicion del aceite
esencial previa identificacion de la cepa si fuese necesario.
< Método de difusion en disco para levaduras °
» Medio de cultivo
Se utilizo Agar Mueller Hinton (MHA) suplementado
(pH7,2-17,4).
» Preparacion del medio de cultivo
- Se prepar6 el medio de MHA siguiendo las indicaciones
del fabricante: se resuspendieron 19 g de Agar Mueller
Hinton en 500 mL de agua destilada. Se puso a hervir
por 1 minuto para disolver completamente. Se autoclavé
a 121 °C por 15 minutos a 15 Ibs de presion.
- Seafadi6 10 g de glucosa para el volumen requerido.
- Se agreg6 50 pL de la solucion de azul de metileno
(5 mg/mL) para los 500 mL de medio.
- Se esterilizo en el autoclave
- Se dejé enfriar el medio a 45 — 50 °C y se procedi6 a
llenar las placas a razon de 28 mL de medio para placas
de 90 x 100 mm de diametro (altura de la capa de agar

4 mm).
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- Se dejo enfriar y se refrigero.
» Preparacion del in6culo
Se prepard tocando con el asa de cultivo 5 colonias >1 mm
y de 24 horas de crecimiento en placa de SDA que se
resuspendieron en un tubo de solucion salina esteéril
(NaCl 0,85%). Se agitd bien y con ayuda de un
espectrofotdmetro (longitud de onda: 530 nm), se ajustd a
una densidad déptica 0,5 McFarland, y se afiadié la cantidad
necesaria de solucion salina. Esta solucion tuvo una
concentracion aproximada de 1 x 10% — 5 x 10° UFC/mL.
» Inoculacién de las placas
- Se sumergi6 una torunda de algoddn en la suspension
del in6culo de 0,5 McFarland.
- Seretird el exceso de liquido rozando la torunda con las
paredes del tubo.
- Se sembrd la placa uniformemente.
- Se dejo secar de 3-5 min.
- Se aplicaron los discos (previamente empapados a las
diluciones preparadas en el método de macrodilucién)
» Temperaturay tiempo de incubacién

Se incubaron a 35 °C + 0,5 °C hasta las 72 horas.
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» Lectura
- Se realiz6 la lectura a las 24 horas como no hubo
suficiente crecimiento, se reincubd y se hizo las lecturas
alas 48 y 72 horas.
- Se midio el halo de inhibicién haciendo uso del pie de
rey.
- La lectura fue subjetiva y se requirid la experiencia de
un experto para dar medidas exactas.
- La presencia de micro colonias en el borde del halo de
inhibicion fueron ignoradas.
» Puntos de corte
En la tabla siguiente se especifican los didmetros

equivalentes a los puntos de corte.

Tabla 3: Puntos de corte y equivalencia diametro —
CMI para Candida spp

Didmetro (mm)

Antifungico Carga del disco I S
Fluconazol/
25 ug <14 15-18 >19
Itraconazol
Voriconazol 1ug <13 14 -16 >17
Caspofungina 5 ug <10 - >11

S, sensible. I, intermedio. R, resistente

Fuente: Cantén E, Martin E, Espinel A. 15a métodos estandarizados
por el CLSI para el estudio de la sensibilidad a los antiflingicos
(documentos M27-A3, M38-A y M44-A). [sede Web]. [s.l.]: Canton
E, Martin E, Espinel A; 2014.5
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3.3.3.  Determinacion del efecto antimicotico mediante el método de
dilucion en agar
Para este método se trabajé por quintuplicado. Se distribuyeron
en grupos control (esterilidad y crecimiento) y grupos problema
a concentraciones de 5 pL/mL, 10 pL/mL, 20 pL/mL,
40 pL/mL y 80 pL/mL del aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul”.
% Preparacion del agar Sabouraud:
Se elabor6 diluyendo 65 g del agar en 1000 mL de agua
destilada y se procedio al autoclave para luego ser servidas en
placas Petri estériles, posteriormente se realizo la prueba de
calidad.

% Siembra de la cepa de Sporothrix schenckii para la forma

L)

levaduriforme.

La siembra se realiz6 inoculando 100 pL de la suspension de
levaduras desde la placa N° 01 hasta la N° 06, excepto la
placa N° 07 que se utilizé para el control de esterilidad del

medio. En la placa N° 06 fue el control de crecimiento.

X/

% Lectura de resultados
La lectura de los resultados se realiz6 a las 24, 48 y 72 horas
para determinar si existe presencia de crecimiento del hongo

(Sporothrix schenckii), en todas las placas estudiadas.
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% Disefio experimental

e Grupos control:
En las placas servidas con SDA se sembraron las cepas de
Sporothrix schenckii, para la forma levaduriforme para su
posterior comparacion. También se considerd un control
de esterilidad.

e Grupo problema 1:
Se colocaron 5 pL/mL del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”, a cada una de las placas
previamente esterilizadas, luego se agregd SDA y se
uniformizo el medio hasta su solidificacion, se procedio a
sembrar las cepas de Sporothrix schenckii; en placas, las
cuales fueron incubadas a 36 °C + 0,5 °C.
Las lecturas se realizaron hasta las 72 horas.

e Grupo problema 2:
Se colocaron 10 pL/mL del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”, en las placas previamente
esterilizadas, luego se agregé SDA y se uniformizé el
medio hasta su solidificacion, se procedié a sembrar las
cepas de Sporothrix schenckii; en placas, las cuales fueron
incubadas a 36 °C + 0,5 °C.

Las lecturas se realizaron hasta las 72 horas.
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e Grupo problema 3:
Se colocaron 20 pL/mL del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”, a cada una de las placas
previamente esterilizadas, luego se agregd SDA y se
uniformizé el medio hasta su solidificacion, se procedid a
sembrar las cepas de Sporothrix schenckii; en placas, las
cuales fueron incubadas a 36 °C + 0,5 °C.
Las lecturas se realizaron hasta las 72 horas.

e Grupo problema 4:
Se colocaron 40 pL/mL del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”, a cada una de las placas
previamente esterilizadas, luego se agregd SDA vy se
uniformizo el medio hasta su solidificacion, se procedio a
sembrar las cepas de Sporothrix schenckii; en placas, las
cuales fueron incubadas a 36 °C + 0,5°C.
Las lecturas se realizaron hasta las 72 horas.

e Grupo problema 5:
Se colocaron 80 puL/mL del aceite esencial de las hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”, a cada una de las placas
previamente esterilizadas, luego se agregd SDA vy se
uniformizé el medio hasta su solidificacion, se procedié a
sembrar las cepas de Sporothrix schenckii; en placas, las

cuales fueron incubadas a 36 °C + 0,5 °C.
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Las lecturas se realizaron hasta las 72 horas.
3.4. Instrumentos, equipos, materiales y reactivos
3.4.1. Instrumentos
e Microsoft Excel
e SSPS (Statistical Package for the Social Sciences).
3.4.2.Equipos
e Destilador de caldera de acero inoxidable (INDUSTRIAL)
e Balanza analitica (ADVENTURER OAUS)
e Estufa (MEMMERT)
e Autoclave (HW. KESELL)
o Refrigerador. (COLDEX)
3.4.3. Materiales
e De uso comun en el laboratorio.
3.4.4.Reactivos
e Alcohol 96° marca: Medofarma
e Agar Sabouraud- dextrosa- marca Merck. Proveedor: Quimelad
e Agar Mueller Hinton- marca Merck. Proveedor: Quimelad
e Azul de metileno- marca Biodisc SAC
e Glucosa al 5%
e RPMI- marca Merck. Proveedor: Quimelad

¢ Solucidn salina fisioldgica

Facultad de Ciencias de la Salud 60 Bach. Mendoza Hinostroza Monica Lizeth
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en £
cepas de Sporothrix schenckii.

3.5. Técnica de analisis de datos
Los resultados obtenidos por el método de difusion en disco, fueron
analizados a través del test estadistico no paramétrico de U de Mann-
Whitney; y para los métodos de macrodilucion y dilucién en agar, se
utilizé el test estadistico de chi — cuadrado. Estos resultados fueron
expresados en cuadros y tablas; considerando la siguiente base de
interpretacion para el valor de p:
= Sip>0,05; la diferencia no es significativa, IC = 95%.

»  Sip<0,05; la diferencia es significativa, IC = 95%.
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IV. RESULTADOS

4.1. Método de Macrodilucion para la forma levaduriforme de Sporothrix
schenckii.

Tabla 4: Inhibicion de la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii a
diferentes concentraciones del aceite esencial de hojas de Salvia sagittata

“salvia azul”.

Inhibicién del crecimiento de la forma levaduriforme de
Sporothrix schenckii.
(Método de Macrodilucion)

Tubo Tubo Tubo Tubo Tubo
Grupo N° 1 N° 2 N° 3 N° 4 N° 5 PROMEDIO

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata + + + + + +
“salvia azul” al 100%

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata + + + + + +
“salvia azul” al 50%

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata + + + + + +
“salvia azul” al 25%

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata + + + + + +
“salvia azul” al 12.5%

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata + + + + + +
“salvia azul” al 6.25%

Fluconazol
(100 pg/100 mL)

PROBLEMA

Itraconazol
(100 pg/100 mL)

CONTROL

Fuente: Resultados obtenidos en el laboratorio

e Leyenda:
- (+), significa que hay inhibicion del crecimiento de la forma levaduriforme de Sporothrix
schenckii.
- (-), significa que no hay inhibicion del crecimiento de la forma levaduriforme de
Sporothrix schenckii.
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Inhibicién del 1
crecimiento de \
la forma
levaduriforme
de Sporothrix
schenckii.

Crecimiento de
la forma
levaduriforme
de Sporothrix
schenckii.

Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 100%
Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 50%
Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 250%
Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 12,5%
Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 6,5%
Fluconazol
(100 na/100 mL)
Itraconazol
(100 ua/100 mL)

Fuente: Registro de resultados elaborado por las tesistas para el presente estudio

Figura 11: Inhibicion de la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii a
diferentes concentraciones del aceite esencial de hojas de Salvia sagittata

“salvia azul”.

Tabla 5:Resumen estadistico de método de Macrodilucion

COMPARACION ESTADISTICA

ASOCIACION _ p-valor .
Chi-cuadrado . : Decisién
Valor  Significancia al 95%
GRUPOS Y Hay diferencia
CRECIMIENTO DE 35 0,000 p < 0,05 Siym fomtin
LA CEPA g
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4.2. Meétodo de difusion en disco para la forma levaduriforme de

Sporothrix schenckii

Tabla 6: Medidas de los halos de inhibicion de las diferentes
concentraciones del aceite esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia

azul” frente a la forma levaduriforme de la cepa de Sporothrix schenckii.

(Método de difusion en disco)
Halo de inhibicién en mm (Diametro)

Placa Placa Placa Placa Placa
N° 1 N° 2 N° 3 N° 4 N° 5

Grupo Disco (Cc del aceite) Promedio

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata >30 >30 >30 >30 >30 >30 mm
“salvia azul” al 100 %

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata >30 >30 >30 >30 >30 >30 mm
“salvia azul” al 50 %

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata 13.3 16.9 17.7 14.0 16.8 17.1 mm
“salvia azul” al 25 %

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata 13.5 13.3 14.0 9.8 14.0 12.8 mm
“salvia azul” al 12.5 %

Aceite esencial de hojas

de Salvia sagittata 7.1 7.2 7.1 7.1 7.0 7.1 mm
“salvia azul” al 6.25 %

PROBLEMA

(10'(:)'33‘/’{‘8"5?:]L) 60 60 60 60 60 6 mm

Itraconazol

(100 11g/100 mL) 158 188 11.0 11.00 114  13.6mm

CONTROL

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio

e Leyenda:
- R:Resistente (< 14)
- I: Intermedio (15 - 18)
- S: Sensible (= 19)

Interpretacion: El aceite esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, a
mayor concentracion, el halo de inhibicién es mayor en la cepa de Sporothrix
schenckii. Por otro lado se observé que a concentraciones del 50% y 100% del

aceite esencial el hongo es sensible.
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Fuente: Registro de resultados elaborado por las tesistas para el presente estudio

Figura 12: Comparacion de los promedios de las medidas de los halos de
inhibicion de las diferentes concentraciones del aceite esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma levaduriforme de la cepa de

Sporothrix schenckii, segln puntos de corte.

Tabla 7: Resumen estadistico de método de difusion en disco

COMPARACION ESTADISTICA

GRUPOS U DE MANN- p-valor Decision
WHITNEY Valor  Significancia al 95%

PROBLEMA VS Hay diferencia
CONTROL 57,500 0,012 p <005 significativa
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4.3. Meétodo de dilucion en agar para la forma levaduriforme de Sporothrix

schenckii

Tabla 8: Sensibilidad de las diferentes volUmenes del aceite esencial de
hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma levaduriforme de

la cepa de Sporothrix schenckii.

Inhibicién del crecimiento de la forma levaduriforme de
Sporothrix schenckii
(Método de dilucidén en agar)

Concentracion en Placa Placa Placa Placa Placa
Grupo placa del aceite N°1 N°2 N°3 N°4 N°5 PROMEDIO

5 upL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia
azul”

10 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia
azul”

20 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia
azul”

40 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia
azul”

80 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia
azul”

Fuente: Datos obtenidos en el laboratorio

PROBLEMA

e Leyenda:
- (+), significa que hay inhibicion del crecimiento de la forma levaduriforme de Sporothrix
schenckii.
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Inhibicion del
crecimiento de -
la forma
levaduriforme
de Sporothrix
schenckii.

5 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata
“salvia azul”

10 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata
“salvia azul”

20 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata
“salvia azul”

40 puL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata
“salvia azul”

80 pL/mL de aceite
esencial de hojas de
Salvia sagittata
“salvia azul”

Fuente: Registro de resultados elaborado por las tesistas para el presente estudio

Figura 13: Sensibilidad de las diferentes volumenes del aceite esencial de
hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma levaduriforme de la

cepa de Sporothrix schenckii.

Tabla 9: Resumen estadistico de método de dilucion en agar

COMPARACION ESTADISTICA

ASOCIACION _ p-valor L
Chi-cuadrado . ) Decision
Valor Significancia al 95%

CRECIMIENTO DE Hay diferencia
LA CEPA 25 0,000 p<005 significativa
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V. DISCUSION

El presente trabajo de investigacion tuvo por finalidad determinar la actividad
antimicética in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia
azul” sobre Sporothrix schenckii, el cual es un hongo patdgeno que ocasiona la
esporotricosis, afectando a una gran parte del pais, si a esto se suma la resistencia
microbiana, se convierte en un problema de salud publica. Ryan K y Ray G
(2011)%, en el capitulo “Naturaleza de los hongos”, mencionan que esporotricosis
es adquirida por inoculacion traumatica a través de la piel por medio de material
que contiene el microorganismo (Sporothrix schenckii). La exposicion es en gran
medida ocupacional o relacionada con actividades recreativas. De igual forma Risi
Y (2014)%, en su revision “Esporotricosis”, indican que los factores de virulencia
del Sporothrix schenckii son la termotolerancia, los antigenos celulares, la
presencia de moléculas de adhesion, la produccion de melanina y peréxido de
ergosterol, los cuales juegan un rol importante en el desarrollo de la
esporotricosis.

Segun el método de Macrodilucién, se observa que el aceite esencial de las hojas
de Salvia sagittata “salvia azul”, a concentraciones de 100%, 50%, 25%, 12,5% y
6,25%, inhiben el crecimiento de la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii
(tabla 4); a la vez se denota que el fluconazol no inhibe el crecimiento de la forma
levaduriforme de Sporothrix schenckii, caso contrario sucedio con el itraconazol;

estos resultados confirman lo referido por Ryan K y Ray G (2011)%*, quienes
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indican que el tratamiento mas idoneo para eliminar Sporothrix schenckii, es el
itraconazol. Ademas, se interpreta que todas las concentraciones estudiadas
inhiben el crecimiento de Sporothrix schenckii a comparacion del fluconazol que
no mostrd este efecto, revelando asi que el aceite esencial posee actividad
antimicotica frente a la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii, siendo
validado por diferentes estudios cientificos que dan fe de esto, como el de Dulger
B, Hacioglu N (2008)!?, quienes indican en su estudio titulado “Actividad
antifungica de la especie Salvia tigrina”, que los extractos alcoh6licos del género
Salvia presentan actividad antifingica. De igual manera, Rashidi A et al (2011)%,
en su estudio “Evaluacion del efecto antifingico de los extractos de Lavandula
officinalis, Salvia officinalis, Rhus coriaria (Zumaque), Glycyrrhiza glabra y
Althaea officinalis sobre Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus y Aspergillus
flavus”, concluyen que el género Salvia, presenta efecto antimicético; ademas,
Jirovetz L et al (2007)*°, en su investigacion “Actividad antifingica de los aceites
esenciales de Salvia lavandulifolia, Salvia officinalis y Salvia sclarea contra
diversas especies de Candida patogena”, refieren que el aceite esencial de los tres
tipos del género Salvia, presentan actividad antimicotica.

Los resultados obtenidos por el método de difusién en disco para la forma
levaduriforme de Sporothrix schenckii, afianzan el efecto antimicotico del aceite
esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, ya que a las concentraciones de
100 %, 50 %, 25 %, 12,5 % y 6,25%; presentaron mejor efecto que el fluconazol
(tabla 4 y gréfica 1), frente a Sporothrix schenckii, a la vez el efecto antimicatico

que presenta el aceite esencial a las concentraciones 25%, 50% y 100% muestra
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halos inhibicién con diametros mayores que el itraconazol; este efecto se deberia a
los fitocomponentes que posee el género Salvia, como mencionan Ortega T et al
(2002)?°, en su estudio “Salvia: Fitoquimica, farmacologia y terapéutica”, que el
género Salvia presenta un elevado nimero de compuestos terpénicos, los cuales le
confieren una importante actividad antiséptica y anntifingica. Yuce E et al
(2014)*® en su estudio “Composicion de aceites esenciales y actividad
antioxidantes y antiflingica de Salvia sclarea” y Jirovetz L et al (2013)°, en su
estudio mencionado anteriormente, indican que el género Salvia presenta un buen
efecto antifingico y antioxidante gracias a sus diferentes compuestos quimicos
que poseen como son: Oxido de cariofileno, esclareol, spathulenol, 1H-nafto
(2,1,6) pirano y b-cariofileno; de igual manera Dulger B, Hacioglu N (2008)*2 en
su estudio ya mencionado, indican que los compuestos que estan relacionados con
el efecto antimicético son a-pineno, B-pineno, B-thuyone, alcanfor, carvacrol,
acetato de linalal, acetato de sabinilo y 1,8-cineol.

Segin el método de dilucion en agar, observamos que las concentraciones
ensayadas (5 pL/mL, 10 pL/mL, 20 pL/mL, 40 pL/mL y 80 pL/mL), del aceite
esencial de Salvia sagittata “salvia azul” son capaces de inhibir el crecimiento de
la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii (Tabla 5), este efecto se deberia a
los fitocomponentes antes mencionados, como lo refiere Cordova | et al (2016)°,
en el estudio “Actividad antibacteriana y antifungica de un extracto de Salvia
apiana frente a microorganismos de importancia clinica”, indican que el posible
mecanismo de accioén de estos compuestos es el dafio a la integridad de la

membrana celular, la actividad antimetabolito y la lisis celular. Kalemba D,
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Kunicka A (2003)%, en el estudio “Las propiedades antibacterianas y antifungicas
de aceites esenciales” indican que la actividad antimicética del aceite esencial
(AE), depende de sus propiedades lipofilicas o hidrofilicas. Los terpenoides
pueden servir como un ejemplo de agentes liposolubles, quienes afectan la
actividad de las enzimas catalizadoras a nivel de membrana, por ejemplo ciertos
componentes del AE pueden actuar como desacopladores interfiriendo en la
translocacion de protones sobre la membrana y subsecuentemente la interrupcion
de la fosforilacion del ADP. Lambert R et al (2001)%, en el estudio
“Concentracion minima inhibitoria y modo de accién del aceite esencial de
orégano, timol y carvacrol”, mencionan que el carvacrol, uno de los compuestos
de salvia, dafia la membrana celular; provocando la disipacion de dos
componentes de la fuerza motriz dcl proton: el gradiente de pH y el potencial
eléctrico, pudiendo ser mayor el dafio a la membrana en presencia de nutrientes,
sintesis de acidos nucleicos y actividad de las enzimas ATPasas, entre otros, Asi
mismo, Conner D et al (1984)%, en su estudio “Efectos de aceites esenciales de
plantas en el deterioro del crecimiento de las levaduras”, sefialaron que el
carvacrol disminuye la actividad respiratoria de Saccharomyces cerevisae. Por
otro lado, mencionan que la actividad antimicrobiana de los aceites esenciales en
levaduras se debe al dafio ocasionado a algunos sistemas enzimaticos
involucrados con la produccién de la energia y sintesis de componentes
estructurales. Algunos compuestos fenolicos cruzan la membrana citoplasmatica e
interaccionan con proteinas y enzimas de membrana, causando un flujo opuesto

de protones afectando la actividad celular. Cui H et al (2015)Y, en el estudio
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“Actividad antimicrobiana y mecanismos del aceite esencial de Salvia sclarea”,
indican que el aceite esencial de Salvia sclarea dafia la membrana celular y
cambia la permeabilidad de la membrana celular, llevando a la liberacién del

citoplasma, sustancias macromoleculares, ATP y ADN.
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VI. CONCLUSIONES

- EIl aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” posece
actividad antimicotica in vitro frente a la forma levaduriforme de Sporothrix
schenckii.

- Al comparar el efecto antimicético del aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul”, a través del método de macrodilucion se obtuvo que
el fluconazol no presentd efecto antimicético; el aceite esencial en sus
diferentes concentraciones presentd efecto antimicético similar al itraconazol
frente a la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii.

- Al comparar el efecto antimicético del aceite esencial de las hojas de Salvia
sagittata “salvia azul”, a través del método de difusion en disco se obtuvo que
el fluconazol no presentd efecto antimicotico; el aceite esencial a la
concentracion del 12,5% presentd efecto antimicotico similar al itraconazol y
a las concentraciones de 25%, 50% y 100% el efecto antimicotico fue mayor
frente a la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii.

- Se evidencid el efecto antimicético en todas las concentraciones (5 pg/mL,
10 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL, 80 pg/mL) del aceite esencial de las hojas
de Salvia sagittata “salvia azul” sobre la forma levaduriforme de Sporothrix

schenckii por el método de dilucion en agar.
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VII. RECOMENDACIONES

e Realizar mas estudios sobre Salvia sagittata “salvia azul”, incorporando
otras partes de la planta para determinar si estas contiene también efecto
antimicotico.

e Realizar més estudios utilizando otros métodos de extraccion en Salvia
sagittata “salvia azul”.

e Realizar la caracterizacion quimica del aceite esencial de Salvia sagittata
“salvia azul”.

e Continuar estudios citotoxicos del aceite esencial de Salvia sagittata
“salvia azul”

e Continuar las investigaciones con Salvia sagittata “salvia azul” respecto a
su efecto “in vivo”.

e Realizar estudios sobre la forma farmacéutica més adecuada para su

aplicacion.
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Anexo 1: Recoleccion de la especie vegetal de Salvia sagittata “salvia azul”

@
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A. Tesista recolectando Salvia sagittata “salvia azul”; B. Salvia sagittata
“salvia azul y C. Salvia sagittata “salvia azul recolectada por las tesistas
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Anexo 2: Seleccién de las hojas de la especie vegetal de Salvia sagittata “salvia
azul”

A. Tesistas seleccionando las hojas recolectadas de Salvia sagittata “salvia
azul”; B. Hojas de Salvia sagittata “salvia azul” que no cumplen con los
criterios de inclusion y C. Hojas de Salvia sagittata “salvia azul” que
cumplen con los criterios de inclusién

Facultad de Ciencias de la Salud 86 Bach. Mendoza Hinostroza Monica Lizeth
Carrera Profesional de Farmacia y Bioquimica  Bach. Monsalve Davila Fanny Edith



Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en "
cepas de Sporothrix schenckii.

Anexo 3: Extraccion del aceite esencial de las hojas de la especie vegetal de
Salvia sagittata “salvia azul”

A. Tesistas con el equipo de caldera de acero inoxidable; B. Aceite esencial
obtenido de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, con ayuda del equipo de
caldera de acero inoxidable y C. Recoleccion del aceite obtenido de las hojas
de Salvia sagittata “salvia azul “
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Anexo 4: Procedimiento para determinar el efecto antimicotico del aceite
esencial de las hojas de la especie vegetal de Salvia sagittata “salvia azul”
frente a la forma levaduriforme de Sporothrix schenckii.

A. Preparacion de los medios de cultivo; B. Siembra de la cepa de Sporothrix
schenckii.
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C. Placas con Sporothrix schenckii y D. Placas que contienen el aceite
obtenido de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul”, para determinar su
efecto antimicotico.
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Anexo 5: Resultados obtenidos de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma
levaduriforme de la cepa de Sporothrix schenckii por el método de
Macrodilucion

CONTROLES
CC: Control de crecimiento
CE: Control de esterilidad

CONTROLES
I: Itraconazol (100 pug/100 mL)
F: Fluconazol (100 pg/100 mL)

Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 12.5%

Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 6.25%
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) . . Aceite esencial de hojas de
Aceite esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul” al
Salvia sagittata “salvia azul” 50%

al 25%

Aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “salvia azul” al 100%
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Anexo 6: Resultados obtenidos de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma
levaduriforme de la cepa de Sporothrix schenckii por el método de difusion en
disco.
Control de crecimiento Control de esterilidad
Itraconazol |\
(100 pg/100 m)  \' \
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:Aceite esencial de hojas de
Salvia sagittata “salyia azul”
al12,5%

Ace'ite esencial de hojas de

Ace'ite sel Salvia sagittaty “salvia ézul”

Sabvia sagitrary “salvia azul” - %
al 6.25%

" Aceite esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”
al 100%

0 C

Aceite esencial de hojas de
Salvia sagittata “salvia azul”
al 50%
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Anexo 7: Resultados obtenidos de las diferentes concentraciones del aceite
esencial de hojas de Salvia sagittata “salvia azul” frente a la forma
levaduriforme de la cepa de Sporothrix schenckii por el método de dilucion en
agar.

Control de crecimiento -
Control de esterilidad

5 uL/mL de aceite esencial de hojas 10 pL/mL de aceite esencial de hojas
de Salvia sagittata “Salvia azul” de Salvia sagittata “Salvia azul”
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) ) ) 40 pL/mL de aceite esencial de hojas
20 pL/mL de aceite esencial de hojas de de Salvia sagittata “Salvia azul”

Salvia sagittata “Salvia azul”

80 pL/mL de aceite esencial de hojas de Salvia
sagittata “Salvia azul”
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Anexo 8: Resultados del analisis estadistico

PRUEBA DE CHI CUADRADO

PARA EL

UPACU

METODO DE

MACRODILUCION PARA LA FORMA LEVADURIFORME DE

Sporothrix schenckii

Resumen del procesamiento de los casos

Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
GRUPOS * CRECIMIENTO
DE LA CEPA 35 100,0% 0 0,0% 35 100,0%
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 35,0002 6 0,000
Razoén de verosimilitudes 28,708 6 0,000
Asociacion lineal por lineal 5,667 0,017
N de casos validos 35

a. 14 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,71.
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Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en

cepas de Sporothrix schenckii.

PRUEBA DE MANN-WHITNEY PARA DIFUSION EN DISCO

Rangos
GRUPOS N Rango Suma de
promedio rangos
PROBLEMA 25 20,70 517,50
HALOS DE INHIBICION
CONTROL 10 11,25 112,50
Total 35

Facultad de Ciencias de la Salud

Estadisticos de contraste?

halo de inhibi
U de Mann-Whitney 57,500
W de Wilcoxon 112,500
z -2,525
Sig. asinto6t. (bilateral) 0,012
Sig. exacta 2*(Sig.
ungi’lateral)] e 0.012°

a. Variable de agrupacion: GRUPOS

b. No corregidos para los empates.

Carrera Profesional de Farmacia y Bioguimica

97 Bach. Mendoza Hinostroza Ménica Lizeth

Bach. Monsalve Davila Fanny Edith




Efecto antimicdtico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en
cepas de Sporothrix schenckii.

UPACU
PRUEBA DE CHI CUADRADO PARA EL METODO DE DILUCION EN
AGAR PARA LA FORMA LEVADURIFORME DE Sporothrix schenckii
Resumen del procesamiento de los casos
Casos
Validos Perdidos Total
N Porcentaje N Porcentaje N Porcentaje
GRUPOS * CRECIMIENTO
25 100,0% 0 0,0% 25 100,0%
DE LA CEPA
Pruebas de chi-cuadrado
Valor gl Sig. asintotica
(bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 25,0002 6 0,000

Razén de verosimilitudes 28,708 6 0,000

Asociacion lineal por lineal 5,667 1 0,017

N de casos validos 25

a. 14 casillas (100,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es ,71.
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Efecto antimicotico in vitro del aceite esencial de las hojas de Salvia sagittata “salvia azul” en
cepas de Sporothrix schenckii.

Anexo 9: Identificacion de Salvia sagittata “salvia azul”, en el herbario de la
Universidad Nacional de Cajamarca
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