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1. RESUMEN:

Fusarium Link ex Fries es un género anamarfico, cosmopolita, que estad conformado
por 70 especies. Pueden actuar como saprofitos, ser agentes fitopatdgenos, o
patdgenos para el hombre y los animales. Algunas especies de este género pueden
producir micotoxicosis y micosis en el hombre.

Las micosis pueden ser superficiales, localizadas o diseminadas segun la forma de
infeccion y el estado inmunitario del hospedero. En los dltimos afios ha aumentado el
ndamero pacientes inmunodeprimidos gracias al avance de la medicina y con ellos han
surgido nuevas enfermedades micéticas, a las que llamamos micosis emergentes,
producidas por hongos ambientales oportunistas tales como Fusarium spp.

Para la identificacion de las especies del género Fusarium se tuvieron en cuenta la
morfologia de sus macroconidios; la morfologia y disposicién de los microconidios; el
tamafio de las fidlides y la presencia de clamidosporas. La especie mas
frecuentemente identificada fue F. solani seguida por F. oxysporum y en tercer lugar
F. verticillioides. Una caracteristica de este género es la elevada tasa de resistencia a
los antifingicos convencionales.

Las plantas medicinales son utilizadas desde hace muchos afios como tratamiento
para diferentes afecciones. Dentro de las varias clases de compuestos aislados de
plantas con propiedades antimicrobianas, los aceites esenciales son un grupo
reconocido por presentar actividad contra un gran nimero de microorganismos,
incluyendo especies resistentes a los antibiéticos y antifungicos.

Lippia alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills. (familia Verbenaceae), es una planta
medicinal autoctona de América, conocida en la Argentina con el nombre popular de
“Salvia morada”, cuyo aceite esencial contiene compuestos antimicrobianos. Una

caracteristica de L. alba es que la composicién de su aceite varia segun las



condiciones climéaticas y ambientales de la region donde se originé la planta, lo que
permite diferenciar varios quimiotipos.

Los quimiotipos Citral y Carvona de L. alba demostraron poseer efecto inhibidor del
crecimiento micelial mayor al 90% en los aislados de F. solani y F. oxysporum
provenientes de muestras clinicas. En cambio los quimiotipos Dihidrocarvona y Linalol
a las concentraciones ensayadas produjeron inhibiciones del orden del 70%. Los
cuatro quimiotipos provocaron un retardo en el crecimiento de aislados de F. solaniy

F. oxysporum.



2. INTRODUCCION

2.1. INFECCIONES FUNGICAS EMERGENTES- GENERALIDADES:

Los hongos son un grupo heterogéneo de microorganismos eucariotas que existen
desde hace millones de afios y que interaccionan con el hombre de manera constante.
Los resultados de dicha interaccion son variados y comprenden una gama de
situaciones que incluyen la colonizacién del hospedadero sin causar enfermedad hasta
infecciones severas que conducen a la muerte de las personas que las padecen (1).
Solo una minima proporcién de hongos tiene capacidad para ser patégeno del ser
humano. El conocimiento de los mecanismos patogénicos de los hongos, asi como la
respuesta del sistema inmunitario del hombre frente a la agresion fungica, es la mejor
herramienta para optimizar el manejo de las infecciones micéticas. Los hongos
patdgenos presentan diversos mecanismos de virulencia que potencian su capacidad
invasora. Frente a la infeccion fungica, el hombre se defiende utilizando diferentes
estrategias. La primera barrera de defensa es la superficie corporal y el epitelio de las
mucosas respiratoria, gastrointestinal y genitourinaria. Luego se produce el
reconocimiento del hongo a través de distintos receptores y posteriormente la
activacion del sistema inmunitario adaptativo. En diferentes situaciones en la que los
mecanismos de defensa se ven comprometidos, el hospedadero es mas susceptible a
padecer una infeccién fungica localizada o invasora (2).

Las infecciones fungicas invasoras son frecuentes en los pacientes inmunodeprimidos
y en los internados en &reas de cuidados criticos. Estas infecciones causan una
elevada mortalidad y morbilidad, asi como un alto consumo de recursos humanos y
econdmicos para su prevencion, diagndstico y tratamiento.

En las dltimas dos ultimas décadas la infeccién fangica invasora ha aumentado

considerablemente su incidencia (3). Este incremento se debe en parte a la existencia



de un mayor numero de pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores 0 a
terapias invasivas y por otro lado, a la mejora de los métodos diagnosticos
microbioloégicos y no microbioldgicos, tales como la deteccién de antigenos fungicos,
tomografia computarizada de alta resolucion, etc. que permiten detectar un mayor
namero de infecciones (4).

A pesar del diagnéstico precoz y del uso de nuevos antifingicos, la infeccién fungica
invasora se asocia a tasas muy elevadas de morbimortalidad en los pacientes con
hemopatias malignas o sometidos a trasplante de progenitores hematopoyéticos (1).
Aunqgue los agentes etiol6gicos mas frecuentes siguen siendo Candida albicans y
Aspergillus fumigatus (5), el nimero de especies capaces de causar este tipo de
infecciones ha aumentado considerablemente (6). Entre ellas encontramos otras
especies de los géneros Candida y Aspergillus y especies de los géneros Fusarium,
Trichosporon, Scedosporium y del Orden Mucorales (7). Estos hongos constituyen un
grupo de patégenos emergentes, ya que su recuperacion a partir de muestras clinicas
ha aumentado en los Udltimos afios (8). Causan infecciones de dificil diagndstico y
tratamiento, ya que en general son microorganismos que no responden a los
antifingicos disponibles, por lo cual se asocian a una mayor mortalidad. En sintesis,
aunque las infecciones fungicas invasoras provocadas por hongos emergentes son
poco frecuentes, su importancia reside en la agresividad de su comportamiento, en el
grado de inmunosupresion del hospedadero en el que se asientan y en la escasa o
nula respuesta clinica a la mayoria de los antifungicos disponibles (9). El estado
inmunitario del hospedero juega un papel muy importante en la proteccion frente a las
micosis invasoras. La restauracion de la inmunidad del paciente es fundamental para
la prevencion y el éxito del tratamiento de estas infecciones (10).

El tratamiento de eleccién combina el diagndstico precoz, el uso simultdneo de varios

antifingicos y en algunos casos, la cirugia (11).



2.2. FUSARIOSIS HUMANA

2.2.1. Microbiologia del Género Fusarium

Un género representativo de este grupo de hongos patégenos oportunistas
emergentes es Fusarium, uno de los hongos mas frecuentemente aislados del suelo e
importante fitopatégeno (12,13).

Es un género anamoérfico perteneciente a los ascomicetos del orden Hypocreales
(clase Sordariomycetes) que agrupa a un gran numero de especies (14). La mayoria
de ellas son saprobias o parasitas de plantas, aunque también existen especies
capaces de infectar humanos y animales (15,16).

Las especies del género Fusarium son cosmopolitas, estdn distribuidas en todo el
mundo y pueden recuperarse de diversos sustratos, como granos de cereales, plantas,
tierra, madera, materia organica en general, etc. (12). Hacia la década de los 70 se
descubrié que algunas especies dentro de este género son capaces de producir
micotoxinas, metabolitos secundarios que pueden ocasionar severas intoxicaciones en
animales y humanos (17). Son hongos filamentosos, con hifas hialinas tabicadas que
crecen rapidamente en medios de cultivo sin cicloheximida, por la cual resultan
inhibidos. En agar papa glucosa (APG), producen colonias con micelio aéreo de
diversos colores segun la especie. MicroscOpicamente se caracterizan por producir
macroconidios fusiformes y microconidios unicelulares, solitarios 0 en cadenas.
Dependiendo de la especie pueden producir sélo macro o micro conidios o una
combinacién de ambos (13, 18).

El andlisis filogenético molecular a nivel de especie reveld que las especies mas
comunmente reportadas en la Ultima década, tales como F. solani, F. oxysporum, F.
verticillioides (= F. moliniforme), F. incarnatum (= F. semitectum), F. chlamydosporum
y F. dimerum, actualmente representan complejos de especies que colectivamente

suman aproximadamente 70 especies médicamente relevantes (19-21).



Se ha comprobado por andlisis de secuenciacion que los complejos de especies de F.
solani (FSSC), F. oxysporum (FOSC) y el complejo Gibberella fujikuroi (GFSC) (donde
se incluye F. verticillioides) (22), causan aproximadamente el 80% de todas las

fusariosis humanas (23).

2.2.2. Epidemiologia:

Las diversas especies del género Fusarium son ubicuas y estan distribuidas en el
suelo, las plantas y el aire. Son mas comunes en zonas templadas y tropicales, pero
también se las ha encontrado en zonas desérticas, alpinas y articas (12). Algunas
especies del género colonizan la garganta de adultos sanos, y puede colonizar los
sacos conjuntivales, especialmente en ojos enfermos (24). El viento y la lluvia han sido
citados como agentes de dispersion de especies del género Fusarium (25).

Las queratitis son, probablemente, el tipo mas comun de infeccidn superficial causado
por el género Fusarium. El hongo no puede invadir la cérnea intacta sino que requiere
de un traumatismo previo que favorezca su penetracion o microabrasiones producidas
por el uso de lentes de contacto (26). La problematica asociada a este tipo de
infeccién, a diferencia de otros géneros, es el hecho de que la queratitis por Fusarium
cursa con peor prondstico por su rapida evolucion y el escaso éxito terapéutico (27-
29).

En pacientes gravemente inmunocomprometidos, estos hongos causan infeccién
diseminada. Recientemente se posicion6 como el segundo grupo de hongos
filamentosos mas comunes (luego de Aspergillus spp.) en pacientes con cancer
hematoldgico, en receptores de trasplante de 6rganos sélidos (30) y en receptores de
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (31). En esta ultima poblacién de
pacientes, la distribucion de las fusariosis es bimodal, con picos observados antes y

varias semanas después del injerto (32).
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Se ha encontrado que los sistemas de agua de los hospitales pueden actuar como
reservorios para Fusarium spp. La aerosolizacién de especies de Fusarium luego de la
ducha fue documentada, por lo que se sugiere evitar esta practica en pacientes
gravemente inmunocomprometidos (33).

Actualmente, quiza por el mayor estudio de este grupo de hongos, ha aumentado
mucho el reporte de onicomicosis e infecciones cutaneas crénicas y agudas por
Fusarium spp. en pacientes inmunocompetentes. La paroniquia y otras infecciones
dermatomicéticas ocasionadas por Fusarium spp., incluyendo la dermatitis en
pacientes neutropénicos, requieren un control estricto y tratamiento, ya que puede ser
la puerta de entrada del hongo al torrente sanguineo con el consecuente aumento de

las tasas de mortalidad (34-36).

2.2.3. Factores de riesgo para Fusariosis:

En los individuos inmunocompetentes el factor de riesgo mas comun es la ruptura
tisular por un traumatismo o la presencia de un cuerpo extrafio en un paciente
colonizado. Estas infecciones usualmente son localizadas e incluyen queratitis pos
traumatismo o en usuarios de lentes de contacto (27), onicomicosis, especialmente en
personas que caminan descalzas, y raramente peritonitis en pacientes con didlisis
peritoneal ambulatoria (37). La fusariosis diseminada en hospedero previamente sanos
puede darse en los grandes quemados (13).

En los individuos inmunosuprimidos el factor de riesgo mas importante es la
neutropenia severa, especialmente en pacientes oncohematolégicos, sumado a la
colonizacion y la injuria tisular (31). En estos pacientes la presentacion de la fusariosis
es como infeccion diseminada. Mas especificamente, son considerados factores de
riesgo para la fusariosis diseminada ademas de la neutropenia prolongada y severa, la

linfopenia, la enfermedad de injerto versus huésped (EICH), la terapia corticosteroidea
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y otros tratamientos inmunosupresores, el trasplante de células hematopoyéticas, el
mieloma multiple y los receptores de injertos de donantes no relacionados (32).

Otro factor a tener en cuenta es la virulencia de la cepa infectante. Entre los factores
de virulencia que presentan las especies del género Fusarium se encuentra la
produccién de micotoxinas tales como los tricotecenos, las cuales suprimen la
inmunidad celular y humoral y pueden causar dafio tisular. Ademas, estos
microorganismos pueden adherirse a materiales protésicos formando biopeliculas y
producir proteasas y colagenasas (38).

En una revision reciente, las infecciones fungicas invasoras entre los receptores de
trasplante de células madre, mieloma mudltiple, y los receptores de un injerto de un
donante no relacionado fueron significativamente asociadas con las infecciones por

Fusarium spp. (39).

2.2.4. Espectro clinico de la Fusariosis:

Las especies de Fusarium pueden causar un amplio espectro de enfermedades en
humanos, incluyendo micotoxicosis y micosis que pueden ser superficiales, localizadas
o diseminadas (15). Las infecciones por Fusarium spp. se incluyen dentro de las
hialohifomicosis, es decir micosis causadas por hongos filamentosos hialinos vy
septados, aunque también se usa el término Fusariosis para referirse a estas
infecciones. Puede afectar un Unico 6rgano, producir infeccién asociada a cuerpo
extrafio e infecciones diseminadas. La forma clinica de la Fusariosis depende
fundamentalmente del estado inmune del hospedero y de la puerta de entrada de la
infeccion. Existe una fuerte correlacion entre la reconstitucion inmune y la
recuperacion clinica (40).

A continuacion se detallan los grupos de patologias que pueden ser ocasionadas por

hongos del género Fusarium, de acuerdo con el nUmero de 6rganos afectados.
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Invasion de un Unico 6rgano:

-Queratitis: es frecuente en paises tropicales y se relaciona generalmente con
traumatismo con material vegetal o de suelo. Ademas, es factor de riesgo la patologia
corneal previa y el tratamiento con esteroides o antibiéticos topicos (26, 41).
-Endoftalmitis: puede desarrollarse luego de una queratitis por Fusarium spp. o luego
de traumatismo o cirugia (42).

-Onicomicosis: la presentacién clinica mas comun es la onicomicosis proximal
subungueal con o sin paroniquia, y onicomicosis blanco superficial. En pacientes
inmunocomprometidos puede ser la puerta de entrada para una infeccion diseminada
(32, 36, 38, 43).

-Infeccion cutédnea: puede presentarse en forma de granulomas, Ulceras, nédulos,
micetomas, necrosis e intertrigo. En los pacientes inmunocompetentes, las lesiones
son localizadas y generalmente se relacionan con un traumatismo previo, progresan
lentamente y tienen buena respuesta al tratamiento. En cambio, en pacientes
inmunocomprometidos progresa rapidamente, se disemina y generalmente no

responden a la terapia antifungica (36).

Fusariosis asociada a cuerpo extrafo:

-Queratitis en usuarios de lentes de contacto: usualmente Fusarium spp. puede
contaminar las soluciones para lentes de contacto o las propias lentes, especialmente
si no se tienen los cuidados apropiados. En zonas ventosas, puede contaminar las
lentes durante su uso, ya que las especies de este género pueden penetrar la matriz
de las lentes de contacto blandas, las cuales contienen un alto porcentaje de agua en

su estructura que favorece el desarrollo microbiano (29).

-Peritonitis en pacientes con dialisis peritoneal ambulatoria: insidiosa, con fiebre, dolor
abdominal y disminucién del flujo del drenaje debido a la presencia de Fusarium spp.

que pueden obstruir o invadir el catéter (37).
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-Fungemia asociada a catéter: el patbgeno puede invadir un catéter venoso central
provocando fungemia (44).

-Otras localizaciones: otitis (45), osteomielitis (46), y sinusitis (47).

Infeccidon diseminada:

La infeccién diseminada ocurre mas comunmente en pacientes con malignidades
hematoldgicas y ocasionalmente en pacientes con quemaduras extensas (31).

Las especies de Fusarium méas comunmente implicadas como patdgenos incluyen F.
solani, F. oxysporum y F. verticillioides. Suele presentarse con fiebre persistente
refractaria a los agentes antibacterianos y antifangicos. También puede incluir
sinusitis, infeccion rinocerebral, celulitis en el sitio de injuria tisular, endoftalmitis,
lesiones dolorosas en piel, neumonia, miositis e infecciones del sistema nervioso
central. Casi todos los érganos pueden ser afectados, pero el mas frecuentemente
involucrado es la piel, seguida por los pulmones (40).

Se pueden observar tres tipos de lesiones cutaneas: multiples y dolorosas, nodulos
subcutaneos y lesiones tipo ectima. Menos cominmente se observan bullas o lesiones
tipo “diana” que consisten en una lesidén tipo ectima rodeada por un fino anillo
eritematoso. Algunas de esas lesiones representan diferentes estados de evolucion de
las mismas lesiones (48).

Los pacientes con afectacion pulmonar presentan dolor pleural, fiebre, tos y hemoptisis
indistinguible de una aspergilosis pulmonar. A diferencia de la aspergilosis, la infeccion
por Fusarium spp. se asocia con lesiones cutaneas y subcutaneas, y con hemocultivos
positivos.

En los pacientes sometidos a transplante de 6rganos sdlidos, las infecciones por
Fusarium spp. tienden a ser mas localizadas, ocurren luego del trasplante y
evolucionan mejor que en los pacientes con trasplante de precursores

hematopoyéticos o con cancer hematologico (49).
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En una revision de fusariosis cutanea en pacientes inmunocomprometidos, se observé
gque es mas prevalente en los pacientes neutropénicos que en los no neutropénicos; y
en aquellos con lesiones diseminadas en piel suele haber fungemia por Fusarium spp.
(36).

Las lesiones en piel se observan practicamente en todas partes del cuerpo, con
predominio de las extremidades. Estas lesiones evolucionan rapidamente,
generalmente en unos pocos dias (1 a 5), entonces puede observarse en un mismo
paciente lesiones en distinto grado de evolucion, encontrando una combinacion de
papulas, nodulos y lesiones necréticas; usualmente con mialgias que sugieren
compromiso muscular. Los tipos de lesiones en piel, no se asocian a una especie

particular de Fusarium (32).

Micotoxicosis:

Otra forma en que las especies del género Fusarium pueden afectar la salud humana
es por la produccién de micotoxinas. La micotoxinas son metabolitos secundarios
téxicos que se originan en la fase estacionaria del crecimiento de algunos hongos,
entre ellos los géneros Fusarium, Aspergillus y Penicillium (50).

Micotoxicosis es el nombre que se da al grupo de enfermedades originadas en el
hombre y los animales por la ingesta de micotoxinas.

La micotoxicosis puede ser primaria, por consumo de granos o frutos secos
contaminados con hongos, o secundaria, por consumo de productos carnicos, leche o
huevos provenientes de animales que consumieron alimentos contaminados. El
género Fusarium puede producir varios grupos de micotoxinas: grupo de la
Zearalenona (ZEA) y sus derivados; el grupo de los Tricotecenos A y B entre los que
se encuentran el Deoxinivalenol (DON) y Nivalenol (NIV), y el grupo de las
Fumonisinas (51).

Estos compuestos pueden actuar en diferentes pasos de la respuesta inmune. Esto

tiene como consecuencia un aumento en la susceptibilidad a las infecciones, la
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reactivacion de infecciones cronicas y la disminucién de la eficacia de vacunas o
drogas, por mecanismos que aln necesitan estudiarse para su completo
entendimiento. Otros mecanismos en estudio son su efecto carcinogénico,
neurotoxico, teratogénico, estrogénico, hepatétoxico, nefrotoxico, cardiotéxico, y su
relaciébn con el cancer de esotfago. Los dérganos afectados son: cerebro, pulmon,

higado, rifidn y corazén (52).

2.2.5. Colonizacion del ambiente hospitalario por Fusarium spp:

Los hongos oportunistas son una causa de creciente importancia de infecciones
nosocomiales; tienden a ser resistentes a los antifungicos y se asocian a fallo
terapéutico. Existen reservorios de estos hongos en el ambiente hospitalario. La
identificacion de tales reservorios, permite tomar medidas de control de infecciones
mas eficaces.

Uno de los reservorios mas importantes de Fusarium spp. es el sistema de distribuciéon
de agua de los hospitales. Hay estudios que asocian el aislamiento de especies de
Fusarium en los sistemas de distribucibn de agua potable en hospitales con la
ocurrencia de epidemias de fusariosis diseminada en pacientes oncohematoldgicos
internados en una unidad de cuidados intensivos (33).

En estos estudios se demostré que los sistemas de agua funcionan como reservorios
de hongos oportunistas, particularmente de F. solani y F. oxysporum; que cepas
genéticamente diversas de F. solani pueden contaminar los sistemas de agua; que las
cepas pueden persistir por afios en los sistemas de agua; que el agua puede
diseminar estos microorganismos por aerosolizacion en duchas y lavatorios; y que los
aislamientos de especies de Fusarium recuperados de los sistemas de distribucion de
agua pueden causar infecciones nosocomiales. Se observé que las especies de
Fusarium recuperadas eran resistentes a los niveles de clorinacién normal del agua

potable (media, 0,3 ppm de cloro). También se asocié la recuperacién de Fusarium
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spp. en la vecindad del agua corriente a la ocurrencia de la infeccién senopulmonar en
la fusariosis, sugiriendo que la aerosolizacion de las fuentes de agua puede ser
responsable de la enfermedad; y la celulitis por Fusarium spp. en miembros inferiores,
a pacientes expuestos a Fusarium spp. durante la ducha (53). Sobre la base de estos
estudios se hicieron recomendaciones a los hospitales donde se registran casos de
fusariosis de revisar sus sistemas de distribucion de agua en busca de la presencia de
hongos filamentosos. Si se recuperan tales hongos del sistema de agua, en estos
hospitales se indica evitar o minimizar la exposicién de pacientes inmunodeprimidos al
agua corriente, proporcionando agua estéril (hervida) para beber y evitar ducharse
durante la inmunosupresion grave debido al riesgo de infectarse por aerosolizacion de
conidios. Se recomiendan bafios de cama, siempre con esponjas estériles
descartables en lugar de la ducha.

Se necesitan estudios adicionales para comprender mejor la epidemiologia de la
fusariosis nosocomial (33).

Estudios previos sugieren que la presencia de biopeliculas o biofilms de Fusarium spp.
en las caferias pueden funcionar como fuente de infecciones intrahospitalarias o de la
comunidad. Ademés de su distribucion mundial en los sistemas de distribucion de
agua, Fusarium spp. pueden colonizar, formando biopeliculas, otros materiales como
jabones, pintura, lubricantes de maquinaria pesada, bebidas de vegetales
pasteurizadas, etc. Las biopeliculas facilitan la interaccion entre Fusarium spp. y otros
microorganismos presentes en las cafierias formando comunidades con
caracteristicas metabolicas particulares, que incluyen la degradacion de la queratina y
otros compuestos refractarios (54).

Se observd que los miembros del complejo de especies de F. solani que causan
infecciones en humanos y en las plantas son los que se encuentran en mayor
proporcion en su entorno. Esto sugiere que las infecciones ocurren por el encuentro
azaroso del hospedero susceptible con el miembro mas prevalente en su medio

ambiente (55).
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2.2.6. Diagnostico de Fusariosis

En los pacientes con inmunosupresion grave debe sospecharse fusariosis diseminada,
especialmente si se reporta fungemia por hongos filamentosos o si se observa celulitis
de dedos de pies o0 manos, lesiones cutaneas o subcutaneas. La piel es la fuente de
diagndstico mas importante y en muchos casos, es la uUnica fuente diagnostica.
Generalmente, las lesiones en piel preceden a la fungemia con una media de 5 dias
(rango de 1 a 10 dias), aunque también pueden aparecer luego de la fungemia. El
examen histopatologico de las lesiones en piel muestra hifas hialinas ramificadas en
angulo agudo, septadas que invaden la piel y se extienden a los vasos sanguineos,
con trombosis y necrosis en aquellos pacientes con lesiones metastasicas (36).

A diferencia de la aspergilosis diseminada, la fusariosis diseminada puede
diagnosticarse por hemocultivos positivos en el 40% de los casos. La positividad de los
hemocultivos asciende al 60% en presencia de lesiones diseminadas en piel, aunque
la fungemia es extremadamente rara en pacientes con lesiones Unicas en piel (15).

Asi como en la aspergilosis, los hallazgos radiolégicos de la infeccién pulmonar por
Fusarium spp. comprenden un rango que va desde infiltrados inespecificos, lo mas
comun, hasta lesiones nodulares o cavitarias.

En los estudios histopatoldgicos, las hifas de Fusarium spp. se asemejan a las de
Aspergillus spp.; son hifas hialinas, septadas y de 3-8 uym de diametro. Tienen
ramificaciones tipicas en angulos agudos o rectos. En ambos casos, se observan
elementos fangicos alrededor y dentro de los vasos sanguineos, lo cual resulta en
trombosis y necrosis del tejido.

El diagnoéstico definitivo de fusariosis requiere el aislamiento de Fusarium spp. de los
especimenes clinicos (sangre, piel, senos, pulmones, etc.). La identificacion de los
cultivos a nivel de especie es importante porque histopatolégicamente Fusarium spp.
no pueden diferenciarse de otros agentes de hialohifomicosis y cada aislamiento

presenta diferente sensibilidad antifungica (31).
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2.2.7. Tratamiento:

En la enfermedad localizada, la rapida instauracion del tratamiento impide la
progresion de la misma e incluye el debridamiento quirtrgico y tratamiento antifingico
sistémico (31).

En el caso de la fusariosis diseminada, el tratamiento 6ptimo todavia no esté claro. La
fusariosis invasora supone un desafio para los médicos infectélogos ya que,
exceptuando algunos éxitos limitados, la mayoria de las especies presentan altos
niveles de resistencia a todos los antifingicos disponibles. Generalmente se
recomienda una terapia inicial con voriconazol o anfotericina B liposomal (56). Aunque
en general, la respuesta de Fusarium spp. al tratamiento es muy pobre y depende de
las especies involucradas, siendo F. solani la especie mas resistente, al menos in vitro
(57, 58).

Recientes estudios utilizando andlisis de secuencias multilocus demostraron que bajo
los nombres genéricos de F. solani y F. oxysporum, existen varias especies
filogenéticamente diferentes, lo cual indica que el género presenta una alta diversidad
genética. A pesar de su diversidad, presentan un comportamiento homogéneo en
cuanto a su pobre respuesta a los antifingicos (55).

En general, todas las drogas presentan altos valores de concentracién inhibitoria
minima (CIM). La anfotericina B fue la droga mas activa, aunque su CIM generalmente
fue mayor a 1 pg/ml; seguida por voriconazol. F. solani fue la especie mas resistente
del género (59). En los casos de pacientes neutropénicos con terapia corticosteroidea,
la supervivencia es practicamente nula, aunque el tratamiento sea agresivo (21, 40,

60).
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2.3. NUEVAS ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS:

2.3.1. Generalidades:

El aumento de la resistencia fungica a las drogas clasicas, sus acciones indeseadas y
el alto costo de los tratamientos, impulso la investigacion de nuevas estrategias de
control de las infecciones (61). El desarrollo de nuevos antifingicos se basa en la
exploracion de diferentes fuentes de compuestos bioactivos.

El uso de plantas en los tratamientos de infecciones ha sido reportado a lo largo de la
historia humana. Dentro de las varias clases de compuestos aislados de plantas con
propiedades antimicrobianas, los aceites esenciales son un grupo reconocido por
presentar actividad contra un gran nimero de microorganismos, incluyendo especies
resistentes a los antibidticos y antifingicos (62).

Un aceite esencial se define como la fraccion quimica de un vegetal que es
arrastrada por vapor de agua, volatil, formada mayoritariamente por compuestos
de naturaleza terpenoide y que generan el olor caracteristico de ese vegetal (63).
Son mezclas complejas de muchos componentes y su efecto antimicrobiano se
atribuye a la presencia de fenoles, alcoholes y monoterpenos oxigenados (64-66).

La Organizacion Mundial de la Salud en 1978 defini6 a las plantas medicinales como
aquellas que en uno o mas de sus 6rganos contienen sustancias que pueden ser
utilizadas con finalidad terapéutica o0 que son precursores para la semisintesis
guimico-farmacéutica. Las plantas aromaticas son plantas medicinales que sintetizan y
acumulan aceites esenciales (63).

La popularidad de las plantas medicinales y aromaticas ha crecido considerablemente
en los Ultimos afios a partir de su uso como hierbas medicinales, suplementos
alimenticios, su utilizacion en perfumeria y cosmética, aromaterapia y extractos para la
elaboracion de nuevas drogas. Es a partir de 1970 que Europa Occidental vuelve a

buscar en los vegetales las sustancias quimicas con las cuales curar enfermedades,
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elaborar cosméticos y perfumes, y obtener nuevos productos para el hogar y para las
industrias de bebidas y alimentos, luego de décadas apostando a la quimica industrial
y sintética. Los cultivos de plantas aromaticas aportan materia prima para dichos
productos y de ahi el creciente interés por su conocimiento (67).

Muchas especies vegetales producen aceites esenciales que juegan un papel
importante en los mecanismos de defensa de la planta contra fitopatégenos. Se ha
demostrado que algunos aceites esenciales tienen efecto fungicida, con la ventaja de
gue son inocuos para el medio ambiente y para los consumidores. La necesidad de
reducir el uso de quimicos sintéticos en la agricultura ha llevado a la experimentacion
con aceites esenciales para el control de fitopatdgenos con buenos resultados (68).
Las plantas medicinales representan una alternativa terapéutica para diversas
afecciones del ser humano y animales especialmente en paises en vias de desarrollo.
En nuestro pais se utilizan frecuentemente plantas medicinales autdctonas pero
existen pocos estudios farmacol6gicos experimentales y clinicos y por lo tanto poca

bibliografia disponible (69-71).

2.3.2. Lippia alba

La planta L. alba Mill N.E. Brown ex Britton & Wills. (familia Verbenaceae), es un
subarbusto aromatico que esta ampliamente distribuido y crece espontdneamente en
América Central y del Sur. Es conocida también por sus nombres populares “Pronto
alivio” (Colombia), “Erva cidreira” (Brasil), “Salvia morada” (Argentina) y “Quita dolor”
(Cuba), entre otros (72).

Es una hierba perenne, erecta, algunas veces arbusto o subarbusto, crece hasta 2 mt
y presenta un fuerte olor a limén, lima o menta. Crece en alturas de hasta 1800
m.s.n.m. y se puede encontrar en climas célido humedos, calido secos y templados.

Se desarrolla en regiones con temperaturas de hasta 32°C, con alta intensidad
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luminica. Debido a su rusticidad responde a diversos tipos de suelos como arcillosos y
limosos con pH de 5-6. Esta distribucion tan amplia condiciona a la planta a presentar
una gran variabilidad genética, con el propédsito de ocupar los diversos habitats
naturales disponibles, situacion que lleva a su adaptacién a las diversas regiones
biogeograficas de América. La presencia de biotipos en diversas regiones de América,
contribuye a que la especie se adapte con mayor facilidad a las condiciones reinantes
en cada sitio, variando a su vez el contenido de aceites esenciales o de metabolitos
secundarios en sus 0rganos, segun el origen de la planta. Precisamente, la presencia
de biotipos de L. alba, con caracteristicas propias en América, que presentan
diferencias morfolégicas distintivas, se correlaciona con variaciones en el contenido de
los aceites esenciales. Esto permite que los biotipos sean agrupados en quimiotipos
dependiendo de la composicion quimica de sus aceites esenciales. En la medicina
popular se utilizan cominmente los extractos e infusiones a partir de sus hojas, para el
tratamiento de diversas afecciones de las vias respiratorias, fiebre y problemas
digestivos entre otros (73-75).

Se han encontrado diferencias cuantitativas en la composicion de los aceites
esenciales. Ademas de presentar quimiotipos claramente definidos, L. alba, presenta
variaciones en los componentes principales de sus aceites esenciales. Estas pueden
deberse a diferencias climéaticas (temperatura, luminosidad, humedad relativa),
edaficas (caracteristicas del suelo tales como estructura, composicién, pH, humedad,
etc.) y geograficas en las regiones en las que se hayan distribuidos los quimiotipos
(76).

Tanto la composicion cualitativa como cuantitativa de los componentes principales de
los aceites esenciales son de gran interés ya que tendran una gran influencia en el
desarrollo industrial y en su posible utilizacion.

Recientemente, se ha sugerido una clasificacion simplificada de los quimiotipos

descritos para esta especie, basada en criterios como la identidad del o de los
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constituyentes mayoritarios y a la presencia de compuestos minoritarios (que
representen al menos 5% del total del aceite) pero caracteristicos (77).

Siete quimiotipos principales han sido identificados dentro de L. alba (Tabla N° 1):
Tabla N° 1: Quimiotipos de L. alba: sus principales componentes y distribucion en

Argentina.

QUIMIOTIPO COMPONENTE MAYORITARIO EN ARGENTINA

1 la Citral Chaco
1b Linalol
1c Citral/Linalol segun la estacion Chaco

1d B-cariofileno

2 Tagetenona Corrientes
3 3a Limoneno y Carvona
3b Limoneno y Dihidrocarvona Santa Fé
3b Limoneno y Piperitona Tucuman
3b Limoneno y Lippiona Entre Rios
4 Mirceno Corrientes
5 y-terpineno
6 Alcanfor y 1,8-cineol
7 Estragol

El aceite esencial de L. alba se caracteriza por poseer una composicion muy variable
(Tabla N° 1), dependiendo del lugar de su procedencia (ver Tabla N° 1) (79, 80).

La hierba nativa L. alba, es una especie promisoria ya que se utiliza actualmente en
diversos paises con propositos medicinales y se verific6 que el aceite esencial
obtenido de sus hojas presenta actividad in vitro contra algunos patégenos como
Trichophyton mentagrophytes, C. albicans, Neurospora crassa (81) y también contra
ciertos hongos fitopatbgenos como Dreschlera oryzae y F. moniliforme (=F.

verticillioides) (82).
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En otros estudios se demostro el poder antifingico in vitro de los quimiotipos limoneno
y Carvona frente a cepas de Candida parapsilosis, Candida krusei, A. fumigatus y A.
flavus (83).

También existe evidencia de la actividad antimicrobiana in vitro del aceite esencial de
L. alba sobre cepas de Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus, Bacillus subitilis,
Mycobacterium smegmatis y C. albicans (84).

En otros trabajos se demuestra efecto amtimicrobiano sobre cepas de S. aureus,

Streptococcus pneumoniae y Salmonella typhi (85).
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3. JUSTIFICACION:

Las enfermedades micéticas han tomado relevancia en estos Ultimos afios. Las tasas
de incidencia las colocan como un problema de salud publica en todo el mundo, con
un incremento creciente en las poblaciones mas pobres, en los ancianos, en las
personas inmunosuprimidas y en las receptoras de trasplantes de érganos (3, 59).

La fusariosis diseminada constituye una causa de morbimortalidad importante en
pacientes oncohematolégicos y receptores de trasplante de médula désea con
neutropenias prolongadas constituyendo una enfermedad micé6tica nosocomial de
importancia (6).

En hospederos inmunocompetentes la infeccion por Fusarium spp. puede llevar a la
pérdida de la vision en forma permanente por queratitis pos traumatica (26).

La complejidad de estas infecciones radica principalmente en la poca actividad que
tienen los antifingicos conocidos sobre especies del género Fusarium (21, 57, 58).
Esto dificulta el tratamiento, siendo en ocasiones una infeccion letal o altamente
incapacitante. Por otro lado, al ser un hongo ubicuo, su control ambiental es muy
dificil. EI nimero de compuestos antifingicos disponibles para tratar estas micosis es
muy reducido y la eficacia de éstos es limitada (86).

El pobre éxito terapéutico puede deberse a la falta de técnicas que permitan un
diagndstico precoz, a la toxicidad y a las limitaciones que presenta la dosificacion de
algunos farmacos como la anfotericina B, y a la aparicion de cepas con resistencia
secundaria a los antifiingicos o de especies con resistencia intrinseca (87).

El aceite esencial de L. alba constituyen un recurso accesible debido a que el cultivo
de la planta es sencillo, econémico y tiene bajo impacto ambiental; es una planta
rustica, resistente a las condiciones climaticas de la region pampeana de la Republica

Argentina y permite obtener gran cantidad de materia prima.
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En la Argentina hay muy pocos estudios sobre el efecto antifungico de aceites
esenciales sobre aislamientos de Fusarium spp. provenientes de muestras clinicas.
Por lo anteriormente expuesto, este trabajo plantea la posibilidad de buscar en los
aceites esenciales de plantas nativas, alternativas terapéuticas naturales, eficientes,
ecoldgicas y econdmicas que brinden mas y mejores opciones para controlar las
infecciones micéticas causadas por diversas especies del género Fusarium en
humanos.

Existiendo antecedentes que confirman las propiedades medicinales atribuidas al
aceite esencial de L. alba (82, 83), y por tratarse de una planta autdctona de América
se desea realizar un estudio que evalie el efecto antifungico in vitro sobre el

crecimiento micelial de distintos aislados de Fusarium spp.
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4. HIPOTESIS:

El aceite esencial de L. alba tiene actividad antifingica in vitro frente a Fusarium spp.

aislados de muestras clinicas.
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5. OBJETIVOS:

5.1. Objetivo general:

-Evaluar la actividad antifangica in vitro de aceites esenciales de plantas medicinales.

5.2. Objetivos Especificos:

-ldentificar a nivel de especie una coleccion de aislados del género Fusarium

recolectados de pacientes hospitalarios para determinar las especies predominantes.

-Evaluar la capacidad inhibitoria in vitro de diferentes quimiotipos y concentraciones

del aceite esencial de L. alba sobre el crecimiento micelial de aislados de especies del

género Fusarium provenientes de pacientes hospitalarios.
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6. MATERIALES Y METODOS:

6.1. Identificacién de una coleccion de Fusarium spp. :

Se realizaron cultivos monospéricos de una coleccién de 75 aislados identificados
como Fusarium spp. provenientes de 55 pacientes que concurrieron al Hospital
Interzonal General de Agudos Dr. R. Rossi de la ciudad de La Plata, Buenos Aires,
Argentina y 18 pacientes que concurrieron al Hospital de Enfermedades Infecciosas
Francisco Mufiz, de la Ciudad Autbnoma de Buenos Aires, Argentina durante el
periodo comprendido entre Julio de 2007 y Diciembre de 2014.

Los aislamientos provenian de dos tipos de pacientes: (i) pacientes de consultorio
externo, inmunocompetentes, que presentaban onicomicosis y lesiones en la cérnea y
(i) pacientes inmunocomprometidos internados en la Unidad de Trasplante de Médula
Osea (UTMO). En el segundo caso, las muestras fueron obtenidas de lesiones en piel,

hisopados nasales, reservorios de catéter o hemocultivos.

Los cultivos monosporicos se obtuvieron mediante diluciones sucesivas y cultivo en
agar agua (12). El mantenimiento de los aislamientos monospoéricos obtenidos se llevé
a cabo en viales con aceite mineral y otros con agua destilada estéril a 4° C (88).

Para la identificacién de las especies de Fusarium la totalidad de la coleccién de
cultivos fue repicado en Agar Papa Glucosa al 2% (12) preparado artesanalmente en
el laboratorio (APGL) con el agregado de 0,25% de cloranfenicol e incubado en estufa
a 22°C +/- 2° C durante 7 dias. Se realiz6 la caracterizacion morfo-biométrica y cultural
convencional, considerando fundamentalmente la ontogenia conidica de acuerdo a las

descripciones de Booth (12) y siguiendo los lineamientos de Leslie y Summerell (14).
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Se tuvieron en cuenta las siguientes caracteristicas:

- velocidad de crecimiento (diametro de la colonia a los 4 dias de la siembra);

presencia o ausencia de pigmentos, color del anverso, color del reverso y

textura de la colonia;

- densidad del micelio;

- formacion de esporodoquios, pionnotes;

- caracteristicas de las macroconidias (presencia o ausencia de ellas, tamafio,
numero de septos, forma de la célula pie, forma de la célula apical);

- caracteristicas de las microconidias ( cantidad, tamafio, disposicién en cabezas
hamedas o en cadenas);

- caracteristicas de las fidlides (longitud, presencia o ausencia de septo);

- caracteristicas de los clamidosporas (presencia o ausencia de ellas,

disposicion intercalar o terminal, textura, forma).

6.2. Ensayo de inhibicién del crecimiento micelial con aceite esencial de L. alba:

Se utilizaron cuatro quimiotipos del aceite esencial de L. alba: Carvona, Citral,
Dihidrocarvona y Linalol provistos por la Catedra de Quimica Bioldgica de la Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de La Plata. Estos
quimiotipos fueron obtenidos de ejemplares de L. alba cultivados en la Estacion
Experimental Julio Hirschhorn perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata (34° 52’ Sy 57° 58’ W).

Las plantas provinieron de estacas de diversos lugares: quimiotipo Carvona, de la
Amazonia peruana, en lquitos, Peru; quimiotipo Dihidrocarvona de la costa del Rio
Parana, frente a la ciudad de Santa Fé, Argentina; quimiotipo Linalol de una estaciéon
forestal en Montevideo, Uruguay; y quimiotipo Citral de jardines ornamentales de La

Plata, Argentina ( Ringuelet J, com. pers.).
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La extraccion fue realizada por el método de hidrodestilacién. Los quimiotipos
obtenidos en cada caso fueron secados sobre sulfato de sodio anhidro y almacenados
en un recipiente ambar a temperatura ambiente para su posterior uso. Luego se
alicuotaron en frascos de 15 ml al 10% en propilenglicol (Sigma Chemical Co.) como

emulsionante, obteniendo una concentracién final de 100.000 ppm (89).

6.2.1. Ensayos preliminares de ajuste de la concentracion para cuatro

quimiotipos de L. alba:

Para encontrar el rango de las concentraciones mas adecuadas para trabajar con L.
alba y las especies fungicas, se realizaron dos ensayos preliminares con los cuatro
quimiotipos de L. alba (68, 90).

Se seleccionaron al azar tres aislados de la coleccién, que posteriormente fueron
identificados dos como F. oxysporum y uno como F. solani, para evaluar si se inhibia
el crecimiento micelial al sembrarlos en medio de cultivo Agar Papa Glucosado
comercial (Britania®) (APGC) con el agregado de cada uno de los cuatro quimiotipos
de L. alba a una concentracién de 1000 ppm partiendo siempre del mismo extracto.
Esta concentracion fue elegida tomando como referencia antecedentes bibliograficos
donde se evalud el efecto antimicrobiano de distintos aceites esenciales (61, 64-66).
Se utiliz6 APGC por tratarse de un un medio de cultivo estandar. Se realiz6 un
segundo ensayo de ajuste variando las concentraciones para cada quimiotipo de L.
alba evaluado.

En los ensayos preliminares de ajuste de concentracion se empled el mismo método

que en el ensayo de inhibicién que se describe a continuacion (seccion 6.2.2.).
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6.2.2. Ensayo inhibicién del crecimiento micelial de cuatro quimiotipos de L. alba

para aislados de F. solani y F. oxysporum:

Para evaluar la capacidad inhibitoria in vitro de los diferentes quimiotipos y
concentraciones del aceite esencial de L. alba sobre el crecimiento micelial de aislados
de especies del género Fusarium se emple6 como medio de cultivo APGC. Los
distintos quimiotipos de L. alba (Carvona, Citral, Dihidrocarvona y Linalol) a una
concentracion de 100.000 ppm se incorporaron a 200 ml de medio de cultivo APGC,
previamente esterilizado y enfriado a 45° C, en cantidades determinadas (500, 1000,
1500, 2000, 2500, 3000, 3500 y 4000 pl) para obtener las concentraciones finales
deseadas (250, 500, 750, 1000, 1250, 1500, 1750 y 2000 ppm) respectivamente y las
mezclas se homogeneizaron en agitador magnético. Cada quimiotipo fue adicionado
por separado para alcanzar las concentraciones deseadas segun el quimiotipo y la
especie a ensayar. Finalmente se dispuso en cajas de Petri estériles, a razén de 9 ml
de medio de cultivo por caja. Luego de la solidificacién de los medios de cultivo, se
transfirieron a las placas los aislados de Fusarium spp. mediante un trozo de colonia
de 0,5 cm de diametro obtenido con un sacabocado. Todos los fragmentos de colonia
se obtuvieron de la zona periférica de colonias provenientes de cultivos monospoéricos
luego de 7 dias de incubacion. Como testigo se usé medio de cultivo sin el agregado
del aceite esencial. Se incubaron las placas en estufa a 25° C por siete dias, tiempo en
el que el crecimiento fungico en las placas control cubri6 completamente la superficie
del medio. El crecimiento micelial (diametro de la colonia) fue medido con un vernier
cada dos dias, tomando dos diametros perpendiculares entre si y promediando los

valores que se registraron en una tabla. El ensayo se realizé por triplicado.

Se evalu6 el crecimiento micelial tomando medidas cada dos dias del diametro de la

colonia en cada tratamiento durante siete dias.
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Luego de observar el desarrollo de los aislados sometidos a las condiciones
establecidas, se midi6 el halo de crecimiento obtenido al dia 7 en cada caso. Para
cada quimiotipo y concentracion se midié el diametro de crecimiento micelial de las
placas sin agregado de aceite esencial (Placa de Control de Crecimiento) y se hizo un
promedio entre las tres repeticiones, luego se midié el didmetro de crecimiento micelial
de las placas con el agregado de cada quimiotipo del aceite esencial (3 placas para
cada concentracion y para cada quimiotipo) y se hizo un promedio entre esos tres
valores. Luego se calcul6 el porcentaje de Inhibicion en cada caso de acuerdo a la

formula;

% de inhibicion=[DC (cm)- DQ (cm) / DC (cm)] x 100

DC: diametro de crecimiento micelial en la placa control sin agregado de aceite
esencial.
DQ: diametro de crecimiento micelial en la placa con el quimiotipo de aceite esencial,

incorporado al medio agarizado.

Se estableci6 la actividad antifungica determinando la CIM, definida como la
concentracion mas baja de aceite capaz de inhibir el crecimiento visible en agar (100%
de inhibicién). La CIM se calculd a partir de los valores obtenidos para los porcentajes
de inhibicion de las concentraciones evaluadas para cada uno de los modelos

biol6gicos (quimiotipo y aislado fangico).

Analisis estadistico: se realiz6 analisis de la varianza (ANOVA) entre las medias de
los porcentajes de inhibicion de cada uno de los tratamientos. Para estabilizar la
varianza de estos datos y ajustarlos a una distribucion normal, los mismos se

transformaron usando la funcién arcoseno de la raiz cuadrada de la probabilidad. Las
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medias fueron comparadas usando Tukey (p < 0,05). Para todas las combinaciones de

parametros se llevaron adelante analisis de correlacién de Pearson con a = 0,05.

6.3. Pruebas de sensibilidad in vitro para la anfotericina B y para el voriconazol

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de los aislados utilizados frente a
antifingicos de uso comercial recomendados para el tratamiento de la fusariosis, se

decide realizar la determinacion de la CIM a la anfotericina B y el voriconazol.

A los aislados seleccionados de la coleccion de cultivos se les determindé la
sensibilidad in vitro a la anfotericina B (Sigma, Chemical Co.) y al voriconazol (Pfizer,

Buenos Aires, Argentina) por dos métodos:

Método de Microdilucion: se determiné la CIM de las cepas de Fusarium, por el
método de microdilucién en medio liquido, siguiendo las normativas del Documento
M38-A2: Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of
Filamentous Fungi del Clinical Laboratory Standad Institute (CLSI). Se us6 el medio de
cultivo RPMI-1640 (Sigma Chemical Co.) tamponado con 0.165 M de Aacido
morfolinopropanosulfénico (MOPS) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) ajustado a
pH 7.0. Las placas con antifingicos voriconazol y anfotericina B se prepararon de

acuerdo a las normas del mencionado Documento (91).

Método de difusion: se realiz6 la preparacion de los inéculos de acuerdo a las normas
del Documento M51-A: Method for Antifungal Disk Difusion Susceptibility Testing of
Non dermatophyte Filamentous Fungi del Clinical Laboratory Standad Institute (CLSI)
(92). Se empleé el medio de cultivo agar Mueller Hinton (MH) y se utilizaron las tiras
con gradiente de concentracién de antifingicos Etest® (bioMérieux, Marcy L Etoile,

Francia) de voriconazol y anfotericina B. El uso de MH como medio de cultivo tiene
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alta grado concordancia con el método de referencia. Por esta razon se considera
como una buena opcién para la realizacién del Etest®, como fue demostrado por otros
autores. Es un medio de facil preparacién, econémico que se adapta al trabajo en un

laboratorio hospitalario (93-97).

Se realizaron repiques de los aislados en agar papa glucosa APGC, se incubaron 72
h. a 37°C y a 28° C hasta completar 7 dias de incubacion.

Los in6culos (suspension de conidios) se prepararon en solucion salina estéril, y se
ajustaron a una D.O. de 0,15 a 0,17 a 530 nm midiendo en Espectrofotometro, lo que
equivale a un inéculo de 0.4 x 10* a 5 x 10* UFC/ml.

Se realizaron las lecturas luego de 48 h de incubacion a 37° C.

Cepas control: se utilizé en todos los casos el Paecilomyces variotii MYA-3630

La CIM fue definida como la menor concentracion de antifungico a la cual se logra la
inhibicion total del crecimiento (100%).

Para los hongos filamentosos, el CLSI no tiene definidos puntos de corte clinicos ni
epidemioldgicos para especies de Fusarium. S6lo se han establecido valores de corte

con fines analiticos (91).
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7. RESULTADOS:

7.1. Identificacién de los aislados de Fusarium spp.

Para la identificaciébn de los aislados de Fusarium spp. a nivel de especie, fue
apropiada la utilizacion del medio de cultivo APGL con el agregado de 0,25% de
Cloranfenicol, preparado artesanalmente en el laboratorio con ingredientes crudos
segun lo sugerido por Booth (12) y Nelson y col. (98). Se observaron las
caracteristicas culturales y morfolégicas diferenciales de cada especie necesarias para
la identificacion tales como produccién de pigmentos, pionnotes y aspecto del micelio
como asi también ontogenia conidica segun las descripciones de Leslie y Summerell

(14) y Booth de 1971 (12) (Figura N° 1).

Anverso Reverso

\

Figura N° 1. Observacion de las caracteristicas culturales de aislados de Fusarium spp. en medio de
cultivo comercial y artesanal. Cultivo de F. verticillioides en APG comercial (derecha) y APG artesanal
(izquierda) donde se observa la produccion de pigmentos so6lo en el medio preparado artesanalmente. El
aspecto del micelio también se ve modificado por el medio.
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Identificacion de las especies de la coleccidén de Fusarium spp.

Se observé que los aislados del género Fusarium produjeron colonias con abundante
micelio aéreo de colores variados, blanco, rosado, violeta, purpura, crema, con
presencia de pustulas estromaticas de color violeta oscuro y pionnotes de colores
vivos (naranja, verde azulado, avellana) etc., segun la especie.

En las observaciones microscépicas de los cultivos se encontré que el micelio esta
formado por hifas hialinas, septadas con fidlides que pueden ser simples o
ramificadas, donde se observaron microconidios formando agrupaciones denominadas
“falsas cabezas” o dispuestos en cadenas largas.

Se observé gran variabilidad en el aspecto del micelio en especimenes de la misma
especie.

Una de las caracteristicas mas notables de las observaciones microscépicas de las
especies estudiadas es la presencia de dos tipos de conidios: microconidios y
macroconidios. Se observaron microconidios pequefios, unicelulares y de forma
elipsoidal. Se observé que los macroconidios tenian mayor tamafio, eran fusiformes y
septados (presentaron entre 1 y 9 septos). Se encontraron los macroconidios

formando parte de estructuras especializadas llamadas esporodoquios o pionnotes.

De la coleccion obtenida se identificaron 45 aislados pertenecientes a F. solani
complex, 24 a F. oxysporum complex y 4 a F. verticillioides. Sus caracteristicas

principales son:
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Complejo de especies Fusarium solani:

Caracteristicas macroscoOpicas: se observo la presencia de micelio aéreo velloso y
abundante, blanco a crema. Cuando estuvieron presentes esporodoquios Yy/o
pionnotes, éstos presentaron colores vivos, azul, verde o marron.

Caracteristicas microscoépicas: se observdé macroconidios fusiformes, ligeramente
curvados, con varios septos. Se encontraron formando esporodoquios. Se observaron
abundantes microconidios agrupados en el extremo de fidlides largas y septadas
formando falsas cabezas. En algunos aislados se observaron clamidosporas hialinas,

globosas, generalmente individuales, terminales o intercalares (Figura N° 2).

Figura N° 2: Identificacién morfobiométrica y cultural de aislados de Fusarium solani. (A) Microconidios
agrupados sobre fialides largas formando falsas cabezas (1000 X); (B) Macroconidios con clamidosporas
en formacién. Se observa una concentracion del citoplasma en los espacios intertabicales de los
macroconidios y la doble pared que caracteriza a las clamidosporas (1000 X); (C) Variantes de coloracion
de micelio aéreo y pionnotes en medio de cultivo agar papa glucosa artesanal; (D) Colonia gigante.
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Complejo de especies Fusarium oxysporum:

Caracteristicas macroscOpicas: se observo la presencia de micelio aéreo con un
rango de colores que va del blanco al violeta. En muchos aislados se observd un
pigmento violeta oscuro que difunde en el agar. Pudo observarse que el micelio
acompafa el contorno del tubo.

Caracteristicas microscépicas: se observaron macroconidias fusiformes,
relativamente cortas, curvadas y con pocos septos. Las microconidias se encontraron
formando falsas cabezas o cabezas humedas. En algunos casos se observaron
clamidosporas hialinas terminales o intercalares. En contraste con las observaciones
de aislados de F. solani, en F. oxysporum se vieron fialides cortas y generalmente sin

septo (Figura N° 3).

e

Figura N° 3: Identificacion morfobiométrica y cultural de aislados de Fusarium oxysporum. (A)
Microconidios sobre fidlides cortas (1000 X); (B) Micelio aéreo caracteristico que sigue la forma del
contorno del tubo (C) Variantes de coloraciéon de micelio aéreo en medio de cultivo agar papa glucosado
artesanal; (D) Colonia gigante: se observa pigmento difusible caracteristico en el medio.
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Complejo de especies Fusarium verticillioides:

Caracteristicas macroscopicas: inicialmente los cultivos presentaron micelio blanco
pero con el tiempo desarrollaron un pigmento color violeta. Su aspecto fue “seco” o
“pulverulento”.

Caracteristicas microscoépicas: se observaron pocos macroconidios relativamente
grandes y alargados, con varios septos. Se observaron abundantes microconidias,
ovaladas, sin septos y con la base aplanada. En algunos aislados se observaron
microconidios formando largas cadenas. No se observaron clamidosporas (Figura N°

4).

Figura N° 4: Identificacion morfobiométrica y cultural de aislados de Fusarium verticillioides. (A)
Microconidios en cadenas (1000 X); (B) Microconidios en falsas cabezas (1000 X); (C) Variantes de
coloracion de micelio aéreo en medio de cultivo agar papa glucosado artesanal; (D) Colonia gigante:
aspecto seco caracteristico del micelio.
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Las muestras segun su procedencia se agruparon en cuatro categorias:

Ufas: corresponde a escamas de ufas (Figuras N° 5,6y 7).

Cérnea: incluye muestras de lesiones corneales (Figura N° 8) y biopsias corneales
intraquirdrgicas.

Hemocultivos:

Piel: incluye escamas de piel, nédulos subcutaneos, hisopados nasales, biopsias de

lesiones cutaneas (Figuras N° 9y 10) y reservorio de catéter venoso.

Figura N° 5: Onicomicosis Blanca Figura N° 6: Examen directo con KOH 40%,

Superficial en paciente de la comunidad 40 X de escarificacion de la lesion de la

por Fusarium oxysporum. Fig. N° 5 donde se observan filamentos
hialinos y elementos compatibles con
conidios.

Figura N°7: Onicomicosis por Fusarium solani Figura N°8: Lesion corneal de bordes radiados
mostrando lesién Blanca Superficial y onicodistrofia con ulceracion blanca e hipopion en paciente
en paciente de la comunidad. con queratomicosis por Fusarium oxysporum.
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Figura N° 9: Lesiones en piel de brazo izquierdo de fusariosis diseminada por Fusarium solani en
paciente con Leucemia Mieloide Aguda.

Figuras N° 10: Lesiones en piel de brazo derecho de fusariosis diseminada por Fusarium solani en
paciente con Leucemia Mieloide Aguda.

De la coleccion de 75 aislados de Fusarium spp. obtenidos de especimenes clinicos
(Ufa, Cérnea, Hemocultivos y Piel) se identificaron a nivel de especie 73 aislados
pertenecientes a las especies F. solani, F. oxysporum y F. verticillioides.

Dos aislados no se pudieron identificar a nivel de especie ya que se contaminaron y no

fue posible su recuperacion, por lo cual se excluyen del estudio.
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De los 73 aislados, 45 (61,6%) fueron identificados como F. solani, 24 (32,9%) como

F. oxysporum, 4 (5,5%) como F. verticillioides (Figura N° 11).

Especies identificadas

5%

B F.solani
W F.oxysporum
O F.verticillioides

33%

Figura N° 11: Distribucion porcentual de las especies del género Fusarium identificadas a partir de una
coleccién de 73 aislados provenientes de especimenes clinicos.

En cuanto a la procedencia de los aislados, un 63% (46 aislados) de la coleccion de
cultivos fue obtenido de escamas de ufas, un 21,9% (16 aislados) provinieron de
materiales corneales, un 9,6% (7 aislados) de muestras de piel y 5,5% (4 aislados) de

Hemocultivos (Figura N° 12).

Procedencia de las muestras

m9y% [5%

@ Uhas

O Coérnea

B Piel

O Hemocultivos

O023%

E63%

Figura N° 12: Distribucion porcentual de una coleccion de 73 aislados de Fusarium spp. provenientes de
especimenes clinicos segun la procedencia de las muestras.

De la totalidad de la coleccion de Fusarium spp. la especie mas aislada en los grupos

de muestras Piel, Cérnea y Ufias fue F. solani, seguida por F. oxysporum. En el
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grupo Hemocultivos se invirti6 el orden y F. oxysporum fue la especie mas

recuperada. En los grupos de muestras CoOrnea y Ufias se aislo e identifico una

tercera especie, F. verticillioides (Figura N° 13).

50%
40%
30%
20%
10%

0%

B F.solani

B F.oxysporum 39%

O F.verticillioides

Piel Coérnea Hemocultivos Ufas

Figura N° 13: Distribucién porcentual de las especies del género Fusarium identificadas a partir de una

coleccion de 73 aislados provenientes de especimenes clinicos segun el origen de las muestras.

Las muestras de hemocultivos pertenecieron a tres pacientes neutropénicos

receptores de trasplante de progenitores hematopoyéticos, correspondiendo un

aislado de F. solani al paciente 1, un aislado de F. oxysporum al paciente 2 y tres

aislados de F. oxysporum al paciente 3. Todos los aislados de la categoria Cérnea

fueron obtenidos de abscesos corneales posteriores a traumatismos provocados por

vegetales, y dos de los tres aislados de F. verticillioides recuperados de coOrnea

provenian de pacientes que desarrollaban tareas rurales en cultivos de maiz,

coincidiendo con las citas bibliograficas que describen a F. verticillioides como uno de

los principales agentes fitop6togenos de ese cereal (99).
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7.2. ENSAYOS DE INHIBICION DEL CRECIMIENTO MICELIAL:

7.2.1. Ensayos preliminares de ajuste de la concentracion para cuatro

quimiotipos de L. alba:

En el ensayo previo de ajuste de concentracion con F. solani (cepa 3) y F. oxysporum
(cepas 6 y 30) frente a los cuatro quimiotipos a 1000 ppm (= 1000 pug/ml) F. oxysporum
resultdé fuertemente inhibido en presencia del quimiotipo Citral, no registrandose
desarrollo al cabo del tiempo de medicion. Frente al quimiotipo Carvona se observo
crecimiento a partir del cuarto dia de incubacion hasta el sexto dia, luego del cual
practicamente no se observa aumento de los didmetros de las colonias. Los
gquimiotipos Dihidrocarvona y Linalol tuvieron un menor efecto inhibidor del crecimiento

fungico (Figura N° 14).

Fusarium oxysporum (1000 ppm)

80 -
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60 -
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0 - -
2 4 6 8
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Figura N° 14: Efecto inhibidor de cuatro quimiotipos de L. alba a 1000 ppm sobre F. oxysporum. No se
observa desarrollo en presencia del quimiotipo Citral.

Fusarium solani fue menos sensible al efecto inhibidor de los aceites observandose

crecimiento micelial con los cuatro quimiotipos. El quimiotipo Citral también en este
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caso, produce mayor inhibicion del crecimiento. Se observé que los didmetros de las
colonias frente a los cuatro quimiotipos fueron siempre menores que el control, aunque

continuaron aumentando durante el periodo de medicion (Figura N° 15).

Fusarium solani (1000 ppm)
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Figura N° 15: Efecto inhibidor de cuatro quimiotipos de L. alba a 1000 ppm sobre el crecimiento radial de
F. solani.

Al evaluar todos los quimiotipos a 1000 ppm se observo que el quimiotipo Citral fue el
que produjo mayor inhibicién del crecimiento micelial dando lugar a colonias de menor
tamafio, seguido por el quimiotipo Carvona, Dihidrocarvona y Linalol. Los cuatro
quimiotipos mostraron mayor inhibicién del crecimiento micelial sobre las colonias de

F. oxysporum que sobre las de F. solani.

En el segundo ensayo de ajuste se buscé establecer un rango de concentraciones
Optimo para cada quimiotipo tomando como referencia su comportamiento en el
ensayo anterior. Se aumentaron las concentraciones de los quimiotipos Carvona,
Dihidrocarvona y Linalol que presentaron menor efecto inhibidor a 1000 ppm y se
redujo la concentracion del quimiotipo Citral que mostré mayor poder inhibitorio. Esta
segunda evaluacién se realiz6 con los mismos aislamientos utilizados en el primer

ensayo de ajuste de concentraciones (Tabla N° 3).
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Tabla N° 3: Concentraciones utilizadas en el ensayo de inhibicibn para cuatro

qguimiotipos de L. alba frente a especies de F. solani y F. oxysporum:

QUIMIOTIPO CONCENTRACION
(ppm)
CARVONA 1000-1250-1500
CITRAL 250-500-750

DIHIDROCARVONA 1250-1500-1750

LINALOL 1250-1500-1750

Al evaluar la capacidad inhibitoria de los cuatro quimiotipos ensayados se pudo

observar que a las distintas concentraciones ensayadas todos los quimiotipos

presentaron un mayor porcentaje de inhibicibn del crecimiento micelial sobre F.

oxysporum que sobre F. solani (Figura N° 16).

QUIMIOTIPO CARVONA QUIMIOTIPO CITRAL
100% / 100%
90% 90%
80% _ /
° // 80%
S 0% = fg 70% /
2 o F.solani 3 / — F.solani
£ 0% —— F.oxysporum T 6% / / —F.0
c . c .oxysporum
S 50% < 50%
R ° < 0 / /
40% 40% —
30% 30% /
20% 20% T T
1000 1250 1500 250 500 750
Conc.(ppm) Conc.(ppm)
QUIMIOTIPO LINALOL
QUIMIOTIPO DIHIDROCARVONA
100% 100%
90% 90%
80% 80% ~
\5 / = /
S 0% — _ 2 7% :
2 60% F.solani S 500 / F.solani
£ 500/0 ——— F.oxysporum £ X - — —— F.oxysporum
= b < 50%
B & /
40% 40%
30% 30%
20% 20%
1250 1500 1750 1250 1500 1750
Con.(ppm) Conc.(ppm)

Figura N° 16: Efecto Inhibidor de cuatro quimiotipos de L. alba a distintas concentraciones sobre el
crecimiento micelial de F. solani y F. oxysporum.
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Con los quimiotipos Dihidrocarvona y Linalol, F. oxysporum mostré valores de
inhibicion mayores al 60% aun a las concentraciones mas bajas ensayadas llegando a
valores de casi 90% a 1750 ppm. En cambio con F. solani se obtuvieron porcentajes

de inhibicion inferiores al 60% aun con 1750 ppm.

El quimiotipo Carvona produjo inhibicion del crecimiento cercana al 100% para F.
oxysporum a 1500 ppm. En cambio con F. solani no se superd el 80% de inhibicion

aun a la maxima concentracion.

El quimiotipo Citral fue probado a un rango de concentraciones muy inferior a los otros
tres quimiotipos evaluados. Aun asi, presentd valores de inhibiciobn elevados. El
maximo porcentaje de inhibicién para F. solani fue de 60%, en cambio, se obtuvo una

inhibicién cercana al 90% para F. oxysporum con sélo 750 ppm (Figura N° 17).

Figura N°17: Efecto inhibidor del crecimiento micelial de Fusarium spp. por el quimiotipo Citral a
diferentes concentraciones: (A) F. oxysporum: Placa Control sin aceite, Citral a 250 ppm, Citral a 500 ppm
y Citral a 750 ppm. (B) F. solani: Control sin aceite, Citral a 250 ppm, Citral a 500 ppm y Citral a 750 ppm.

Se pudo observar distinto comportamiento del quimiotipo Citral frente a las dos

especies estudiadas a 750 ppm (Figura N° 18):
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Figura N° 18: Comparacion del efecto inhibidor del quimiotipo Citral a 750 ppm sobre el crecimiento
micelial de F. oxysporum y F. solani: (A) F. oxysporum (Control sin aceite); (B) F. oxysporum (quimiotipo
Citral 750 ppm); (C) F. solani (Control sin aceite); (D) F. solani (quimiotipo Citral 750 ppm).

Los cuatro quimiotipos de L. alba evaluados presentaron diferente poder inhibitorio del
crecimiento micelial segun la especie de Fusarium y segun el quimiotipo, por ello se
propone usar distintas concentraciones para cada quimiotipo y para cada una de las

dos especies ensayadas.

7.2.2. Ensayos de inhibicion con aceites esenciales de L. alba sobre cepas de F.

solani y F. oxysporum:

Para los ensayos de inhibicion se seleccionaron 4 aislados de F. solani (cepas 3, 8, 15
y 23) y 4 de F. oxysporum (cepas 7, 11, 13 y 30) recuperadas de lesiones de piel,
escamas de ufas, raspados corneales y hemocultivos para que sea una muestra
representativa de la coleccion. En funcién de los resultados obtenidos en los ensayos
preliminares se definieron las siguientes concentraciones para evaluar el efecto

inhibidor de cada quimiotipo para cada especie (Tabla N° 4).

49



Tabla N° 4: Concentraciones utilizadas en el Ensayo de Inhibiciébn para cada

quimiotipo y especie.

QUIMIOTIPO CONCENTRACION (ppm) ESPECIE

Carvona 1000-1250-1500 F. oxysporum.
1250-1500-1750 F. solani

Citral 250-500-750 F. oxysporum
750-1000-1250 F. solani

Dihidrocarvona 1250-1500-1750 F. oxysporum
1500-1750-2000 F. solani

Linalol 1250-1500-1750 F. oxysporum
1500-1750-2000 F. solani

El efecto inhibidor frente a F. solani y F. oxysporum difirié6 segun el quimiotipo.

- Efecto inhibidor del quimiotipo Carvona frente a F. solani y F. oxysporum:

El quimiotipo Carvona mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
especies de Fusarium analizadas a 1250 y 1500 ppm (F = 45,65; p < 0,01) y entre las
concentraciones para F. solani (F = 80,90; p < 0,01) y para F. oxysporum (F = 520,82;
p < 0,01). No se encontré la ocurrencia de interaccion concentracion por especie
significativa (F = 2,81). La mayor concentracién inhibe en mayor medida que la menor
para las dos especies (Tabla N° 5 y Figura N° 18). F. oxysporum fue significativamente

mas inhibido que F. solani por este quimiotipo a 1250 y 1500 ppm (Tabla N° 6).
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Tabla N° 5: Efecto inhibitorio del quimiotipo Carvona a distintas concentraciones sobre

F. solaniy F. oxysporum.

QUIMIOTIPO CARVONA

CONCENTRACION INHIBICION (%)
(ppm) F. oxysporum F. solani
1000 79c
1250 86b 78c
1500 100a 89b
1750 922

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01).

COMPARACION QUIMIOTIPO CARVONA
100
:E %0 / = — F.solani
(8]
S —— F.oxysporum
£
X 80 7
70 T
1250 1500 Concentracion (ppm)

Figura N° 18: Comparacion del efecto inhibidor del quimiotipo Carvona sobre F. solani y F. oxysporum.
No se observa interaccién concentracion por especie.

Tabla N° 6: Comparacion de los porcentajes de inhibicion entre las especies con

Carvona a 1250 y 1500 ppm.

ESPECIE Media del % de Inhibicién

F. oxysporum 0.9278 a
F. solani 0.8358 b

Medias con una letra comUn no son significativamente diferentes (p < 0,01).
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- Efecto inhibidor del quimiotipo Citral frente a F. solani y F. oxysporum:

El quimiotipo Citral mostrd diferencias estadisticamente significativas entre las entre
las especies de Fusarium analizadas a 750 ppm (F = 129; p < 0,01) y entre las
concentraciones para F. solani (F = 564,43; p < 0,01) y para F. oxysporum (F =
396,38; p < 0,01). La mayor concentracién inhibe en mayor medida que la menor para
las dos especies (Tabla N° 7). F. oxysporum fue significativamente mas inhibido que F.
solani por este quimiotipo (Tabla N° 8) a 750 ppm, mostrando escaso desarrollo

micelial a dicha concentracion de Citral (Figura N° 19).

Tabla N° 7: Efecto inhibitorio del quimiotipo Citral a distintas concentraciones sobre F.

solani y F. oxysporum

QUIMIOTIPO CITRAL

CONCENTRACION (%) INHIBICION
(ppm) F. oxysporum F. solani
250 33c
500 65b
750 92a 65¢
1000 86b
1250 1002

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01).

Tabla N° 8: Comparacién de los porcentajes de inhibicidén entre las especies con Citral

a 750 ppm.

ESPECIE Media del % de Inhibicién

F. oxysporum 0.9242 a
F. solani 0.6449 b

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01).
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Figura N°19: Efecto inhibidor del crecimiento micelial de 4 aislados de F. oxysporum frente a quimiotipo
Citral. Se observa que el efecto inhibidor aumenta a medida que aumenta la concentracion del quimiotipo.
Columna A: control de crecimiento sin agregado de quimiotipo Citral.

Columna B: Citral 250 ppm.

Columna C: Citral 500 ppm.

Columna D: Citral 750 ppm.

-Efecto inhibidor del quimiotipo Dihirocarvona frente a F. solani y F. oxysporum:
El quimiotipo Dihidrocarvona mostré diferencias estadisticamente significativas entre
las especies de Fusarium analizadas a 1500 y 1750 ppm (F = 35,45; p < 0,01) y entre
las concentraciones para F. solani (F = 256,16; p < 0,01) y para F. oxysporum (F =

14,84; p < 0,01) (Tabla N° 8).
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Se encontrd la ocurrencia de interaccion concentracion por especie significativa (F =
13,12; p < 0,01), se vio que a 1750 ppm el incremento en la concentracién del
quimiotipo produjo una diferencia en la respuesta en los aislados de F. solani mucho
mayor a la observada para los aislados de F. oxysporum (Figura N° 20).

Fusarium oxysporum fue significativamente mas inhibido que F. solani por este

quimiotipo a 1500 y 1750 ppm (Tabla N° 9).

Tabla N° 8: Efecto inhibitorio del quimiotipo Dihidrocarvona a distintas concentraciones

sobre F. solaniy F. oxysporum.

QUIMIOTIPO DIHIDROCARVONA

CONCENTRACION INHIBICION (%)
(ppm) F. oxysporum F. solani
1250 66b
1500 76a 55¢
1750 79a 74b
2000 84a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01)

COMPARACION QUIMIOTIPO DIHIDROCARVONA

80

70 / —— F.solani
/ —— F.oxysporum
60 /

50 T
1500 1750 Concentracion (ppm)

% Inhibiciéon

Figura N° 20: Comparacion del efecto inhibidor del quimiotipo Dihidrocarvona sobre F. solani y F.
oxysporum. Se observa interaccién concentracion por especie.
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Tabla N° 9: Comparacion de los porcentajes de inhibicidbn entre las especies con

Dihidrocarvona a 1500 y 1750 ppm.

ESPECIE Media del % de Inhibicién

F. oxysporum 0,7796 a
F. solani 0,6450 b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,01).

-Efecto inhibidor del quimiotipo Linalol frente a F. solani y F. oxysporum:

El quimiotipo Linalol mostré diferencias estadisticamente significativas entre las
especies de Fusarium analizadas a 1500 y 1750 ppm (F = 10,79; p < 0,01) y entre las
concentraciones para F. solani (F = 19,13; p < 0,01) y para F. oxysporum (F = 99,21; p
< 0,01) (Tabla N° 10). No se encontr6 la ocurrencia de interaccién concentracién por
especie significativa (F = 0,47) (Figura N° 21). F. oxysporum se vio significativamente

mas inhibido que F. solani por este quimiotipo a 1500 y 1750 (Tabla N° 11).

Tabla N° 10: Efecto inhibitorio del quimiotipo Linalol sobre F. solani y F. oxysporum.

QUIMIOTIPO LINALOL

CONCENTRACION INHIBICION (%)
(ppm) F. oxysporum F. solani
1250 56¢
1500 70b 61b
1750 78a 72a
2000 73a

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p < 0,01).
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COMPARACION QUIMIOTIPO LINALOL
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c
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Figura N° 21: Comparacion del efecto inhibidor del quimiotipo Linalol sobre F. solani y F. oxysporum. No
se observa interaccion concentracion por especie significativa.

Tabla N° 11: Comparacion de los porcentajes de inhibiciéon entre las especies con

Linalol a 1500 y 1750 ppm.

ESPECIE Media del % de Inhibicion

F. oxysporum 0,7466 a
F. solani 0,6721b

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p < 0,01).

-Efecto fungistatico de los cuatro quimiotipos de L. alba:
A partir de estos ensayos puede valorarse el efecto fungistatico de cada quimiotipo de
L. alba. Para ello se registraron los didmetros de crecimiento micelial de ambas

especies frente a diferentes concentraciones de los cuatro quimiotipos (Figura N° 22).
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Figuras N° 22: Efecto fungistatico: medicién de los diametros de crecimiento micelial de F. solani y F.
oxysporum cuando se desarrollan en medios de cultivo con distintas concentraciones y quimotipos de L.

alba.
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Se observa una marcada disminucion del diametro de las colonias en todos los casos
en comparaciébn con el control de crecimiento a medida que aumentan las
concentraciones de los distintos quimiotipos. También se aprecia un retardo en el

crecimiento en presencia de los quimiotipos de L. alba.

Determinacion de la CIM para cada quimiotipo de L. alba:

De estos ensayos puede calcularse la CIM de cada quimiotipo definida como la

concentracion minima de aceite necesaria para producir una inhibicién del 100% del

crecimiento micelial (Tabla N° 12).

Tabla N° 12: Calculo de la Concentracion Inhibitoria Minima para F. solani y F.

oXysporum con cuatro quimiotipos de L. alba.

CIM (ppm)
QUIMIOTIPO F. oxysporum F. solani
CARVONA 1500 >1750
CITRAL >750 1250
DIHIDROCARVONA >1750 >2000
LINALOL >1750 >2000

Los valores de CIM més bajos se obtuvieron para el quimiotipo Citral.
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7.3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD IN VITRO A ANFOTERICINA B Y

VORICONAZOL:

El valor de la CIM para ambas especies frente a los antifingicos ensayados
generalmente fue mayor a 1 pg/ml.

Las cepas control utilizadas para validar cada ensayo dieron resultados dentro de los
rangos que figuran en las tablas para control de calidad de los protocolos
mencionados en Materiales y Métodos.

Las CIM para el voriconazol y la anfotericina B para cada especie se resumen en las
Tablas N° 13 y 14. Con el método de difusiébn en placa se observaron halos de

inhibicién pequenos o nulos (Figura N° 23).

Tabla N° 13: CIM de anfotericina B y voriconazol para F. solani.

Anfotericina B Voriconazol
MICRODILUCION DIFUSION MICRODILUCION DIFUSION
CIM(pg/ml) Etest (ug/ml) CIM (pg/ml) Etest (ug/ml)
FS 3 2 1 8 8
FS 8 16 16 8 8
FS 15 16 >32 8 >32
FS 23 2 2 4 2
FS: F. solani
Tabla N° 14: CIM de anfotericina B y voriconazol para F. oxysporum.
Anfotericina B Voriconazol
MICRODILUCION DIFUSION MICRODILUCION DIFUSION
CIM (pg/ml) Etest (ug/ml) CIM (pg/ml) Etest (ug/ml)
FOX 7 2 2 0,5 1
FOX 11 2 1 2 1
FOX 13 1 1 2 2
FOX 30 0,5 0,5 0,25 0,25

FOX: F. oxysporum.
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A

Figura N° 23: Método de difusién en medio sélido con tiras Etest® de voriconazol y anfotericina B de (A)
aislado 23 F. solani: se observa desarrollo de colonias en toda la placa y (B) aislado 13 F. oxysporum:
se observan halos de inhibicion pequefios. Ambos aislados no fueron inhibidos por los antifingicos
empleados.

Por ambos métodos se obtuvieron valores de CIM > 1 pg/ml (= ppm) que indican que
los aislados usados en este ensayo necesitan de altas concentraciones in vitro de

producto para inhibir el desarrollo micelial.
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8. DISCUSION

Una coleccion de 73 aislados clinicos de Fusarium spp. fue identificada a nivel de
especie de acuerdo a caracteres morfobiométricos y culturales. Estos aislados fueron
recolectados durante un periodo comprendido entre enero de 2007 y diciembre de
2014. La especie mas frecuentemente recuperada fue F. solani, seguida por F.
oxysporum y solo cuatro aislados de F. verticillioides.

Los resultados del presente trabajo coinciden con los reportes que ubican a F.
verticillioides, como la tercera especie en orden de importancia responsable de
infecciones en humanos dentro del género, tras F. solani y F. oxysporum (15, 23).

En todos los casos analizados existié un factor predisponente para la infeccién. En
pacientes inmunocompetentes el factor de riesgo mas comun fue la ruptura de los
tejidos provocada por un traumatismo directo o por la presencia de un cuerpo extrafio.
En los pacientes inmunodeprimidos el factor predisponente mas importante fue la
neutropenia severa. Estas observaciones concuerdan con lo expuesto por otros
autores (6, 32, 38).

Para la identificacion de los aislados se utilizd Agar Papa Glucosado preparado
artesanalmente en el laboratorio con extracto de papa al 2% y 0,25% de Cloranfenicol,
siguiendo las indicaciones de Nelson y colaboradores. Ellos sugieren que al preparar
este medio de cultivo para la caracterizacion de las especies del género Fusarium
resulta recomendable la utilizacion de ingredientes crudos y naturales mas que usar

algun preparado comercial disponible (12, 98).

En general, dada la importancia en la salud humana de varias especies del género, y
gue aun no se ha establecido un tratamiento eficaz frente a las diferentes infecciones
que ocasionan, el estudio de su respuesta antifungica in vitro tiene un evidente interés

clinico. La baja actividad in vitro de los diferentes antifngicos convencionales
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utilizados hasta el momento para el género Fusarium ha sido comprobada en varios
estudios siendo F. solani la especie mas resistente (57, 58).

Aunque la anfotericina B es el farmaco recomendado para el tratamiento de la
fusariosis, presenta un bajo éxito clinico (32, 100).

En aquellos casos de pacientes neutropénicos que reciben corticosteroides, la
supervivencia es practicamente nula, a pesar de utilizar un tratamiento intensivo (40).
Voriconazol, el otro antifungico recomendado, es el Unico agente indicado para el
tratamiento de la fusariosis refractaria (32), sin embargo, en el presente estudio, los
valores de CIM obtenidos para este farmaco frente a F. solani fueron siempre mayores
de 2 pg/ml, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en otros trabajos (57).

En el estudio de sensibilidad in vitro frente a la anfotericina B y el voriconazol realizado
se observé que los valores de CIM obtenidos con los aislados 7, 11, 13 y 30 de F.
oxysporum fueron menores a los de los aislados 3, 8, 15y 23 de F. solani . Todos los
aislados mostraron muy baja sensibilidad a las drogas ensayadas, en coincidencia
con otros autores (56), corroborando la elevada resistencia de este género al

tratamiento antifangico convencional.

El escaso éxito terapéutico obtenido al tratar infecciones ocasionadas por Fusarium
spp. con los antifungicos disponibles fue el motivante para este ensayo con productos
naturales. Existen diversas publicaciones que dan cuenta del poder antimicrobiano de
los aceites esenciales sobre algunas especies de bacterias y hongos (62).

Lippia alba es una planta medicinal autoctona del continente americano que presenta
diversos quimiotipos con poder antifingico documentado (83). También es popular su
uso en varios paises como medicacion casera para distintas afecciones (61, 73, 74).
La utilizacién como antifingico del aceite esencial de L. alba cultivada en la Argentina
frente aislados de Fusarium spp. provenientes de especimenes clinicos no ha sido
reportada hasta el momento por ningln grupo de investigacién, segin nuestro

conocimiento.
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En el presente estudio se pudo observar que la actividad inhibitoria ejercida por los
cuatro quimiotipos de L. alba sobre los aislados evaluados muestra un efecto
dependiente de la concentracion del aceite.

Las dos especies estudiadas presentaron un nivel diferente de sensibilidad frente a los
quimiotipos de L. alba. F. oxysporum fue mas sensible que F. solani frente a los
guimiotipos ensayados, resultado coincidente con los estudios que ubican a F. solani
como la especie del género mas resistente a los tratamientos antifingicos
convencionales (56).

Se observé que se obtuvieron altos porcentajes de inhibicién del crecimiento micelial
para las dos especies cuando se utilizd el quimiotipo Citral en un rango de
concentraciones bajas en comparacion con las utilizadas con los otros quimiotipos. Se
obtuvieron valores de inhibicibn cercanos al 100% para las dos especies a
concentraciones inferiores a las usadas con el quimiotipo Carvona, con el cual también
se obtuvieron altos porcentajes de inhibiciobn. Esto es concordante con las
observaciones de otros autores que documentaron que el quimiotipo Citral mostré
actividad antifangica a bajas concentraciones frente a aislados de A. fumigatus y C.
krusei con una CIM de 78 pg/ml y 270 ug/ml respectivamente (101).

El quimiotipo Carvona también presenté un fuerte efecto inhibidor, aunque para
lograrlo se trabajé con concentraciones mas altas. Otros autores comprobaron que
este quimiotipo, a diferencia del quimiotipo Citral, no es activo frente a A. fumigatus y
C. krusei a concentraciones inferiores a 500 pug/ml (101). Esta observaciéon concuerda
con lo hallado en el presente trabajo donde se demuestra la necesidad de utilizar
mayores concentraciones de Carvona para obtener el mismo efecto inhibidor que el
obtenido con Citral (62).

Algunos grupos de investigacion dan cuenta del efecto antifungico de los aceites de L.

alba pero no hacen referencia al quimiotipo del aceite con el que trabajaron (84).
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Con los quimiotipos Dihidrocarvona y Linalol se obtuvieron valores del orden del 70%
de inhibicién del crecimiento micelial a la concentracibn mas alta de las probadas. A
pesar de que los porcentajes de inhibicibn en algunos casos fueron bajos, cabe
destacar que en los ensayos con los cuatro quimiotipos se pudo apreciar un retardo en

el crecimiento radial de los cultivos.

Se observo que los aislados utilizados en el presente estudio presentaron valores
elevados de CIM para la anfotericina B y el voriconazol, coincidentes con bibliografia
(56) y resultaron inhibidas por algunos quimitipos del aceite ensayado. Esta diferencia
en cuanto a la respuesta de las especies flngicas evaluadas frente a los antifingicos
convencionales y los quimiotipos de L. alba, podria sugerir que los sitios de accion de
estos quimiotipos difieren de los de la anfotericina B y el voriconazol. Este
comportamiento también fue descripto por otros autores que demostraron una accion
sinérgica entre aceites esenciales y Fluconazol frente a cepas resistentes a dicha
droga (102). En apariencia, los aceites esenciales facilitarian el ingreso del antifingico
a las células ya que actian rompiendo las menbranas celulares. Existen algunos
estudios que dan cuenta de los beneficios de la terapia combinada de dos o0 mas
drogas antifungicas convencionales (103).

Sin embargo, la combinacién de la terapia convencional con productos naturales esta
menos explorada. Las ventajas sobre la monoterapia incluyen el aumento del efecto
fungicida de las drogas, la disminucién la aparicion de cepas resistentes y de las dosis
empleadas con la consecuente disminucion de los efectos toxicos (104). Por este
motivo, los aceites esenciales podrian tratarse de una alternativa terapéutica

sustentable frente a aislados resistentes los antifungicos mencionados.

Considerando la resistencia de las especies del género Fusarium a los antifungicos
actualmente utilizados, la busqueda de nuevos compuestos de origen vegetal con

actividad antifingica es de gran importancia. Los aceites esenciales serian una fuente

64



potencial de productos naturales capaces de controlar las infecciones fungicas

producidas por este género.

El presente trabajo pretende ser una introduccioén al estudio de la interaccion in vitro de
quimiotipos del aceite esencial de L. alba y aislados de Fusarium spp. de muestras
clinicas. Seria interesante evaluar esta interacciébn con un mayor niumero de aislados,
y realizar estudios farmacocinéticos y farmacodinamicos, eficacia in vivo y estudios de

toxicidad.
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9- CONCLUSIONES

-Fusarium solani fue la especie més aislada, seguida por F. oxysporum y en tercer

lugar F. verticillioides.

-Todos los quimiotipos produjeron un retardo del crecimiento de los cultivos.

-Los quimiotipos Carvona y Citral produjeron una inhibicion del crecimiento micelial de

F. solani y F.oxysporum superior a 90% a las concentraciones ensayadas.

- Los quimiotipos Dihidrocarvona y Linalol produjeron inhibicion del crecimiento de las

especies evaluadas inferiores a 80% a las concentraciones ensayadas.

-Por los resultados obtenidos no se rechaza la hipétesis planteada ya que algunos
quimiotipos del aceite esencial de Lippia alba tienen efecto inhibidor in vitro sobre el
crecimiento micelial de aislados de especies del género Fusarium obtenidos de

muestras clinicas.
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