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Efecto antimicrobiano in vitro del extracto foliar de salvia blanca
(Sphacele salviae (Lindl.) Briq.) sobre diferentes microorganismos
patogenos.
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Antimicrobial in vitro effect of the foliar extract of white sage
(Sphacele salviae (Lindl.) Briq.) on different pathogenic microorganisms.
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White salvia (Sphacele salviae) is an endemic plant from the central zone of Chile, which has attributed
antimicrobial properties. An in vitro research was performed with the objective of determining the
antimicrobial effect of the White salvia plant extract concentrated to 50% w/w in different dilutions
on Gram positive bacteria (Staphylococcus aureus and Streptococcus agalactiae), Gram negative
(Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa) and a yeast-like fungus (Candida albicans). A steam
drag extraction method with dichloromethane was used to obtain the extract which was then diluted
in two vehicles (99.9% alcohol and 0.2% acidity extra virgin olive oil). The biological activity of the
compound on the different pathogens was measured using antimicrobial sensitivity tests, with the
agar diffusion method (Kirby Bauer). The results demonstrated a higher antimicrobial activity from
the extract in Gram positive bacteria (S. aureus and S. agalactiae) than in Gram negative bacteria. P
geruginosa showed a low antimicrobial sensitivity. There was no inhibitory effect on E. coli, while C.
albican yeast showed an intermediate sensitivity towards the olive oil diluted extract.
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RESUMEN

Salvia blanca (Sphacele salviae) es una planta endémica de la zona central de Chile, a la cual se le atribuyen propiedades
antimicrobianas. Se realizé un estudio in vitro con el objetivo de determinar el efecto antimicrobiano del extracto de la planta
de Salvia blanca concentrado al 50% p/p en diferentes diluciones sobre bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y
Streptococcus agalactiae), Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y un hongo levaduriforme (Candida
albicans). Para obtener el extracto se utilizé el método de extraccion por arrastre de vapor con diclorometano, luego se diluyé
el extracto en dos vehiculos (alcohol 99,9% y aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez). La medicién de la actividad biolégica
del compuesto sobre los diferentes patégenos se efectué mediante pruebas de sensibilidad antimicrobiana, por el método de
difusion en agar (Kirby Bauer) El estudio demostré mayor actividad antimicrobiana del extracto en bacterias Gram positivas
(S. aureus y S. agalactiae), que en bacterias Gram negativas. P. aeruginosa presenté baja sensibilidad antimicrobiana. No se
observo efecto inhibitorio alguno sobre E. coli. Mientras que la levadura C. albicans, mostré una sensibilidad intermedia frente
al extracto diluido en aceite de oliva.

Palabras clave: Plantas medicinales, ensayo de dilucion, antimicrobianos naturales.

INTRODUCCION La resistencia a los antibidticos demanda la busqueda

de nuevos compuestos efectivos contra microorganis-
mos patdgenos. Una alternativa son los compuestos fi-
toquimicos activos, con propiedades antimicrobianas,

En la actualidad la resistencia a los antimicrobianos
constituye un problema de salud publica cada vez mas

frecuente en la atencion de salud (OMS, 2014). Desde un
punto de vista practico, una bacteria resistente se define
como aquella que es capaz de multiplicarse en presencia
de concentraciones mayores que las alcanzadas con do-
sis terapéuticas (Garcia, 2003). Segin la OMS (2018b),
las bacterias resistentes mas frecuentes son Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y
Streptococcus pneumoniae, seguidas de Salmonella spp.
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debido principalmente a la acciéon de metabolitos secun-
darios presentes en las plantas que incluyen monoterpe-
nos, glicoesteroides, flavonoides y polifenoles (Wallace,
2004), donde la mayoria de estos compuestos presentan
accion antibidtica en si. La ventaja de estos principios ac-
tivos es que actiian de manera sinérgica sobre los agen-
tes patogenos, lo que permite evitar el desarrollo de re-
sistencias por parte de estos (Hemaiswarya et al., 2008).
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Salvia blanca (Sphacele salviae (Lindl.) Briq.), perte-
nece a la familia Lamiaceae, plantas aromaticas labia-
das, provistas en todas sus partes de glandulas secreto-
ras de aceites esenciales volatiles (Fernandez y Rivera,
2006). S. salviae es un arbusto nativo chileno que habi-
ta en terrenos arenosos de los cerros costeros desde la
desembocadura del Rio Limari (IV Region) hasta Tiltil
(Region Metropolitana) (Montenegro, 2000), es parte
de las comunidades del matorral siempre verde de la
zona central de Chile (Montenegro, 2000; Valdatara,
2001). Escuder et al. (2002), describieron la cobertura
de la epidermis de S. salviae sugiriendo que los trico-
mas glandulares serian los responsables de los produc-
tos bioactivos, incluyendo derivados antraquinénicos
y del 4cido cafeico. Las hojas contienen acido ursélico
(1 al 2%); flavonoides, glucdsidos de luteoina y de api-
genina; acidos: rosmarinico (2 al 3%), caféico y cloro-
génico; un principio amargo diterpénico, la pricosalvi-
na o carnosol (0,35%), que es la forma lacténica de la
salvina, un acido diterpénico, contenido en la flor y su
éter monometilico. También posee taninos catéquicos
(Hoffmann et al,, 1992).

La actividad farmacolégica informada de abietanes
fendlicos y acido ursoélico, que ayudarian a inhibir el
crecimiento de las bacterias Gram positivas: S. aureus
y B. cereus, asi como su uso potencial como aditivos
alimentarios, debido a sus propiedades antioxidantes,
confirman que S. salviae es una interesante fuente de
compuestos bioactivos que podrian ser explotadas con
fines terapéuticos e industriales (Escuder et al.,, 2002).

El objetivo de esta investigacién fue determinar el
efecto inhibitorio del extracto de salvia blanca concen-
trado al 50% p/p usando diferentes diluciones frente
a bacterias Gram positivas, Gram negativas y un hongo
levadurifome.

MATERIALES Y METODO

El estudio se realiz6 en los laboratorios de Ciencias
Béasicas y el de Microbiologia de la Universidad Santo
Tomas (UST), Santiago, Regiéon Metropolitana, Chile.

Material vegetal

Las plantas utilizadas en este estudio, se encon-
traban en estado de floracion, las cuales fueron obte-
nidas mediante propagacion vegetativa por el método
de estaca semilefiosa desde plantas silvestres, y una
vez enraizadas fueron establecidas en macetas bajo
condiciones de invernadero. En el mes de diciem-
bre del 2015 (verano), se recolectaron 850 g de ho-
jas frescas de salvia blanca de la coleccién de plantas
del campus experimental Catemito de la Universidad
Santo Tomas (UST), comuna de San Bernardo, Regiéon
Metropolitana (Coordenadas GPS UTM -33.6117894,
-70.73541009999997).
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Material microbioldgico y de laboratorio

Se utilizaron cepas de Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Streptococcus agalactiae (ATCC 12386), Es-
cherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 25853) y Candida albicans (ATCC 10231) proce-
dente de American Type Culture Collection (ATCC) de
la coleccién de cultivos de la Facultad de Recursos Na-
turales y Medicina Veterinaria de la UST. Las cepas bac-
terianas se cultivaron durante 24 horas a 37 °C en agar
nutritivo (Merck S.A.), mientras que la cepa de hongo se
cultivé durante 24 a 48 horas a 37 °C utilizando agar Sa-
bouraud (BD BBL™). Durante el desarrollo del ensayo
se realizd tincién de Gram y pruebas bioquimicas para
el aislamiento, identificacién y mantencion de las ce-
pas. También los microorganismos fueron observados
bajo microscopia 6ptica (Microscopio Labomet modelo
CXRII, Los Angeles, California, Estados Unidos).

Metodologia
Obtencion del extracto seco

Para la obtencién del extracto seco de Salvia blanca se
adaptd la metodologia usada por Escuder et al. (2002). De
la muestra inicial se separaron las hojas del tallo y flores,
se pesé la muestra de hojas, obteniendo 850 g de peso
hiimedo, estas fueron secadas a temperatura ambiente
(20°C) por 18 dias. Una vez secadas, se realiz6 la molienda
en un mortero y luego se determiné el peso seco, que fue
de 719,33 g. Luego, la muestra fue depositada en un vaso
precipitado de 1 L, al cual se le agregé 8.770 mL de diclo-
rometano (99,9%) hasta cubrir totalmente las hojas, por
45 minutos, luego la solucioén se filtr6 mediante bomba al
vacio (Suction Units modelo SU-660, Chile) y un embudo
con papel filtro (100 mm). La solucién fue traspasada al
rotavapor (IKARV 05 Basic modelo RV 05BS28, Shanghaj,
China) a 40 °C. Una vez obtenido el extracto, se peso, ob-
teniendo 62,9 g y se calcul6 el rendimiento, que fue de
8,74%. Este porcentaje se obtuvo al relacionar el peso del
extracto y el peso seco inicial de las hojas de salvia.

Elaboracion de solucion madre

El extracto seco obtenido se dividié en dos partes
iguales de 31,45 g, cada parte a su vez se concentr6 al
50% p/p, ocupando dos solventes distintos en cada di-
lucion: etanol 99,9% y aceite de oliva extra virgen 0,2%
acidez. La solucidén se conservd bajo refrigeracion a 4
°C por 15 dias y se protegi6 de la luz para evitar foto-
descomposicion.

Tratamientos

El extracto de Sphacele salviae en alcohol al 99,9% y
aceite de oliva extra virgen fue probado frente a un pa-
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nel de microorganismos usando diferentes diluciones
de la solucién madre, se utilizé6 una concentracion de
200 mg mL* para Staphylococcus aureus 'y Streptococ-
cus agalactiae, de 300 mg mL'en el caso de Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.
También, se evalud la accion de los moviles de forma
individual frente a los microorganismos y como control
positivo se utilizé Amoxicilina + acido clavulanico 30
ng (Oxoid), Cephradine 30 pg (Oxoid), Estreptomicina
300 pg (Oxoid), Ciprofloxacino 5 pg (BD BBL™) y Fluco-
nazol 25 pg (BD BBL™). Se debe destacar que los sensi-
discos impregnados con antibiético fueron dispuestos
en la misma placa, con el fin de evitar errores de medi-
cion a la hora de evaluar resultados del sensidisco im-
pregnado con extracto de hoja de la planta en estudio.

Evaluacion de la capacidad inhibitoria del extracto
seco de Salvia blanca concentrado al 50% p/p sobre
diferentes microorganismos

Las diluciones fueron vertidas en vasos precipita-
dos estériles de 50 mL. Con una micropipeta se impreg-
né cada sensidisco blanco con 20 pL de solucidn, se-
gun el tratamiento correspondiente. Luego, se dejaron
reposar por 20 min, se secaron con papel esterilizado
en la estufa de secado (Labconco modelo ZFD-A5140,
Kansas, Misuri, Estados Unidos) a 120 °C por 30 min.
Una vez secos, los sensidiscos se depositaron en vasos
precipitados estériles de 20 mL, para luego ser aplica-
dos en el antibiograma. Con el fin de determinar el efec-
to del extracto sobre las bacterias en estudio, se utilizé
el método de difusion en agar (Kirby Bauer), en medio
Mueller Hinton (BD). En el caso de Candida albicans se
utilizé la metodologia descrita en el documento del Cli-
nical and Laboratory Standard Institute (CLSI) 2008,
para levaduras modificado, el cual recomienda la uti-
lizacion del medio MHGBM: Mueller Hinton con 2% de
glucosay 0,5 pg mL"* de azul de metileno, siendo estos
incorporados al medio y esterilizado en autoclave (All
American, modelo NO.25 X, Juarez, México)a 121 °C por
20 min. Una vez depositados los sensidiscos, las placas
fueron incubadas en una estufa de cultivo (Memmert
modelo 400, Schwabach, Alemania) a 35-37 °C por 24
h en el caso de las bacterias, y 48 h en el caso de C. albi-
cans. Transcurrido ese tiempo se realiz6 la lectura del
halo de inhibicién usando pie de metro, considerando
como inhibicién del crecimiento de los microorganis-
mos un didmetro mayor a 6 mm, correspondiente al
didmetro estandar de los sensidiscos utilizados.

Descripcion del diseiio experimental
Para cada microorganismo se aplicé un disefio ex-
perimental aleatorio en bloques, con 6 tratamientos y

5 repeticiones, cambiando el vehiculo a usar. La unidad
experimental correspondié a cada sensidisco, los cua-
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les se dividieron en tres placas Petri, los sensidiscos
fueron distribuidos al azar dentro de la placa.

Anadlisis Estadistico

Se realiz6 test de normalidad de Shapiro- Wilk.
Como los datos siguieron una distribucién normal, se
utilizé andlisis de varianza ANOVA para un factor. Los
tratamientos con diferencias significativas se les rea-
liz6 la prueba de comparaciéon multiple de Tukey (p-
valor < 0,05). Los datos fueron procesados con el pro-
grama computacional estadistico MINITAB 17.

RESULTADOS

Mediante los respectivos antibiogramas efectuados
sobre cepas Gram positivas y Gram negativas usando
un extracto de Salvia blanca concentrado al 50% p/p
se obtuvo el mayor efecto inhibitorio, estadisticamente
significativo (p < 0,05) sobre cepas Gram positivas.

Actividad inhibitoria del extracto de Salvia blanca
sobre bacterias Gram positivas

A continuacion se observa las respuestas de creci-
miento de las bacterias Gram positivas: S. aureus y S.
agalactiae, evaluadas in vitro frente al extracto de hojas
de Salvia blanca concentrado al 50% p/p y en dilucién
de 200 mg mL™.

Para S. aureus (Cuadro 1) la mayor inhibicién se
obtiene usando el antibiético Amoxicilina con un halo
de 29,6 + 0,5 mm de didmetro, seguido por el extracto
con aceite de oliva, halo de 22,0 + 1,2 mm de diame-
tro (p < 0,05), el cual presenta diferencias estadistica-
mente significativas en relacion del extracto de hojas
de salvia con alcohol, inhibicién de 20,2 + 0,4 mm de
didmetro. Los sensidiscos impregnados con alcohol al
99,9%, aceite de oliva y sin impregnar, no provocaron
inhibicion en el crecimiento de la bacteria. El alcohol de
99,9% utilizado para diluir el extracto, se volatiliza y no
es capaz de difundir a través del agar, por lo que no oca-
siona efecto inhibitorio por si mismo, en consecuencia
la inhibicién puede atribuirse s6lo a los compuestos
contenidos en la especie evaluada (Figura 1).

En el caso de S. agalactiae (Cuadro 1), el tratamien-
to con el antibidtico Cephradine presenté mayor halo
de inhibicion correspondiente a 24,8 + 0,8 mm de dia-
metro, presentando diferencia estadisticamente signi-
ficativa con el extracto diluido en aceite de oliva extra
virgen con un halo de 14,0 + 2,2 mm de diametro. El
efecto de inhibicion del extracto disminuye usando al-
cohol al 99,9% con un halo de 13,4 + 0,5 mm de dia-
metro. A pesar de lo mencionado anteriormente, las
medias no presentaron diferencias significativas, por lo
que el efecto inhibitorio del extracto es independiente
del tipo de mévil usado.
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Cuadro 1. Efecto inhibitorio in vitro del extracto de hoja de Salvia blanca concentrado al 50% p/p, en alcohol 99,9% y aceite de
oliva extra virgen 0,2% acidez sobre Gram positivos incubados a 37 °C por 24 horas.

Table 1. In vitro inhibitory effect of white sage extract with a concentration of 50% p/p, diluted in alcohol at 99.9% and extra
virgin olive oil 0.2% acidity on Gram positive incubated at 37 °C for 24 hours.

M.O. Tratamiento Dosis Halo de inhibicién [mm] * Agrupacion

Gram positivas

Amoxicilina 30ug 29,6 +0,5 a

E-AO 200 mg mL* 20pL 22,012 b

E-AL 200 mg mL? 20pL 20,2+0,4 c

S. aureus

AL 20pL 0 d

AO 20puL 0 d

SN (control) 0 d

Cephradine 30ug 24,8+0,8 a

E-AO 200 mg mL* 20pL 14,0 £2,2 b

E-AL 200 mg mL? 20pL 13,40+ 0,5 b

S. agalactiae

AL 20pL 0 c

AO 20pL 0 c

SN (control) 0 c

*Promedio con su respectiva desviacion estandar

Para cada especie los promedios unidos por letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segtin Tukey (P< 0,05).

M.O.: Microorganismo; E-AL: Extracto en alcohol 99,9%; E-AO: Extracto en aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; AL: Alcohol 99,9%; AO:
Aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; SN: Testigo sin impregnar (blanco).

@) " (b)

Figura 1. Antibiograma realizado a Staphylococcus aureus. (a) Alcohol 99,9% (AL) sin formacién de halo de inhibicién, Testigo
sin impregnar (SN) sin formacién de halo de inhibicion, Extracto en alcohol 99,9% (E-AL) con formacién de halo de inhibicidn,
(b) Aceite de oliva (AO) sin formacién de halo de inhibicién, Testigo sin impregnar (SN) sin formacién de halo de inhibicion,
Extracto en aceite de oliva (E-AO) con formacién de halo de inhibicién y (¢) Amoxicilina.

Figure 1. Antibiogram performed on Staphylococcus aureus. (a) Alcohol 99.9% (AL) without formation of inhibition halo, Non-
impregnated control (SN) without formation of inhibition halo, 99.9% alcohol extract (E-AL) with formation of inhibition halo,
(b) Olive oil (AO) without formation of inhibition halo, Witness without impregnation (SN) without inhibition halo formation,
Olive oil extract (E-AO) with formation of inhibition halo and (c) Amoxicilina.
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Actividad inhibitoria del extracto de Salvia blanca
sobre bacterias Gram negativas

Se evalu6 el comportamiento in vitro a la aplicacién
de extracto de hojas de salvia blanca en las bacterias
Gram negativas: E. coli y P. aeruginosa concentrado al
50% p/p y en dilucion de 300 mg mL™.

El extracto de hojas de Salvia blanca disuelto en los
dos moviles, alcohol 99,9% y aceite de oliva, no mostro
ninguna actividad inhibitoria frente a la bacteria Gram
negativa E. coli (Cuadro 2), a diferencia del antibidtico
Ciprofloxacino con un halo de 38,4 + 1,1 mm.

El andlisis de los halos de inhibicién del ensayo efec-
tuado sobre P. aeruginosa se resume en el Cuadro 1y
Figura 2. El mayor efecto se obtiene mediante la apli-
cacién del antibidtico Estreptomicina, presentando di-
ferencias estadisticamente significativas con el extracto
diluido en alcohol al 99,9% con un halo de inhibicién
de 9,6 + 1,5 mm de didmetro, seguido por el extracto de
salvia diluido en aceite de oliva con un halo de 9,0 £ 1,0
mm de didmetro. Cabe destacar que las medias entre el
extracto diluido en alcohol al 99,9% y aceite de oliva no
presentaron diferencias estadisticamente significativas,
por lo que ambos medios tendrian efectos similares.

En este estudio, la inhibicién producida por el ex-
tracto de hojas de Salvia blanca sobre P. aeruginosa fue
mayor a la obtenida en E. coli.

Actividad inhibitoria del extracto de Salvia blanca
sobre un hongo levaduriforme

Para C. albicans usando una dilucién de 300 mg mL"*,
los moéviles alcohol 99,9% y aceite de oliva extra virgen
no mostraron accién inhibitoria frente al microorga-
nismo (Cuadro 3) (Figura 3). El antifingico Fluconazol
presento un halo de 34,4 + 0,8 mm de didmetro, a dife-
rencia del extracto de hoja de salvia blanca disuelto en
alcohol, que no provocé inhibicidn frente a este hongo,
en comparacion al extracto disuelto en aceite de oliva,
el cual mostré un halo de inhibicién de 8,6 + 0,5 mm de
didmetro.

DISCUSION

En este estudio, se pudo evidenciar la inhibiciéon del
crecimiento microbiano al confrontar algunas cepas
frente al extracto foliar de salvia blanca perteneciente
a la familia Lamiaceae usando diferentes concentra-
ciones, las cuales se basaron en un estudio realizado
por Maier et al. (2014), en donde se evidenci6 que la
concentracion minima inhibitoria (CMI) del extracto
de S. salviae era de 150 mg mL"! para bacterias Gram
positivas y 300 mg mL" en el caso de bacterias Gram
negativas. En el caso del hongo patégeno, no se presen-
tan referencias en torno a la CMI del extracto, pero en

Cuadro 2. Efecto inhibitorio in vitro del extracto de hoja de Salvia blanca concentrado al 50% p/p, en alcohol 99,9% y aceite de
oliva extra virgen 0,2% acidez sobre Gram negativos incubados a 37 °C por 24 horas.

Table 2. In vitro inhibitory effect of white sage extract with a concentration of 50% p/p, diluted in alcohol at 99.9% and extra
virgin olive oil 0.2% acidity on Gram negative incubated at 37 °C for 24 hours.

Gram negativas

Ciprofloxacino 5ug 384 +1,1 a
E-AO 300 mg mL™* 20pL 0 b
E-AL 300 mg mL*! 20uL 0 b
E. coli

AL 20pL 0 b
AO 20pL 0 b
SN (control) 0 b
Estreptomicina 300ug 21+2,6 a
E-AO 300 mg mL? 20uL 9,0+1,0 b
E-AL 300 mg mL™*! 20uL 96+1,5 b

P, aeruginosa
AL 20uL 0 C
AO 20pL 0 c
SN (control) 0 c

*Promedio con su respectiva desviacion estandar

Para cada especie los promedios unidos por letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segtin Tukey (P< 0,05).
M.O.: Microorganismo; E-AL: Extracto en alcohol 99,9%; E-AO: Extracto en aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; AL: Alcohol 99,9%; AO:
Aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; SN: Testigo sin impregnar (blanco).
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un estudio realizado por Davacino et al. (2007), se evi-  lo que se aumento la concentracién esperando eviden-
dencié que las decocciones de G. gaudichaudianum, B.  ciar una mayor inhibicion en el crecimiento.

trimera y S. terebenthifolius inhibieron el crecimiento Segun la literatura, la accion del extracto de hoja de
de C. albicans con un valor de MIC de 250 mg mL?, por  salvia blanca se atribuye a los metabolitos secundarios,

(9

Figura 2. Antibiograma realizado a Pseudomonas aeruginosa. (a) Alcohol 99,9% (AL) sin formaciéon de halo de inhibicidn,
Testigo sin impregnar (SN) sin formacién de halo de inhibicién, Extracto en alcohol 99,9% (E-AL) con formacién de halo de
inhibicién, (b) Aceite de oliva (AO) sin formacién de halo de inhibicién, Testigo sin impregnar (SN) sin formacién de halo de
inhibicién, Extracto en aceite de oliva (E-AO) con formacién de halo de inhibicién y (c) Estreptomicina.

Figure 2. Antibiogram performed on Pseudomonas aeruginosa. (a) Alcohol 99.9% (AL) without formation of inhibition halo,
Non-impregnated control (SN) without formation of inhibition halo, 99.9% alcohol extract (E-AL) with formation of inhibition
halo, (b) Olive oil (AO) without formation of inhibition halo, Witness withoutimpregnation (SN) without formation of inhibition
halo, Olive oil extract (E-AO) with formation of inhibition halo and (c) Streptomycin.

Cuadro 3. Efecto inhibitorio in vitro del extracto de hoja de Salvia blanca concentrado al 50% p/p, en alcohol 99,9% y aceite
de oliva extra virgen 0,2% acidez sobre hongo levaduriforme incubado a 37 °C por 24-48 horas.

Table 3. In vitro inhibitory effect of white sage extract with a concentration of 50% p/p, diluted in alcohol at 99.9% and extra
virgin olive oil 0.2% acidity on yeast-like fungus incubated at 37 °C for 24-48 hours.

Hongo levaduriforme

Fluconazol 25ug 34,4+0,8
E-AO 300 mg mL? 20pL 8,6 +0,5 b
E-AL 300 mg mL? 20pL 0 c
C. albicans
AL 20pL 0 c
AO 20uL 0 c
SN (control) 0

*Promedio con su respectiva desviaciéon estandar

Los promedios unidos por letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas segin Tukey (P< 0,05).

M.O.: Microorganismo; E-AL: Extracto en alcohol 99,9%; E-AO: Extracto en aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; AL: Alcohol 99,9%; AO:
Aceite de oliva extra virgen 0,2% acidez; SN: Testigo sin impregnar (blanco).
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Figura 3. Antibiograma realizado a Candida albicans. (a) Alcohol 99,9% (AL) sin formacién de halo de inhibicién, Testigo sin
impregnar (SN) sin formacién de halo de inhibicién, Extracto en alcohol 99,9% (E-AL) sin formacién de halo de inhibicidn,
(b) Aceite de oliva (AO) sin formacién de halo de inhibicién, Testigo sin impregnar (SN) sin formacién de halo de inhibicién,
Extracto en aceite de oliva (E-AO) con formacién de halo de inhibicién y (c) Fluconazol.

Figure 3. Antibiogram performed on Candida albicans. (a) Alcohol 99.9% (AL) without formation of inhibition halo, Witness
without impregnation (SN) without inhibition halo formation, Alcohol extract 99.9% (E-AL) without formation of inhibition
halo, (b) Olive oil (AO) without formation of inhibition halo, Non-impregnated control (SN) without inhibition halo formation,
Olive oil extract (E-AO) with formation of inhibition halo and (c) Fluconazole.

mayoritariamente a los compuestos con estructura po-
lifenolica que ayudarian a la inhibicién del crecimiento
de las bacterias (Avila etal.,,2011), los cuales producen
una inhibiciéon enzimatica de los compuestos oxida-
dos, mediante reacciones de grupos sulfihidrilo y por
interacciones no especificas con proteinas (Domingo y
Lépez-Brea, 2003).

Investigaciones han dejado en evidencia la accién
inhibitoria de diferentes extractos naturales, como es
el caso de un estudio realizado por Barni et al. (2009),
quienes estudiaron la eficacia antibacteriana in vivo
de un extracto etandlico de romero (Rosmarinus offi-
cinalis), perteneciente a la familia Lamiaceae, contra
Staphylococcus aureus, en dos modelos de infeccién en
piel de raton. El extracto seco de romero contenia 23%
de compuestos fendlicos, 20% de diterpenos fendlicos,
10% de acido carndsico, 10% de carnosol y un 3% de
acido rosmarinico. Los resultados evidenciaron la ac-
cion bactericida del extracto que contenia un 4,6% de
polifenoles activos contra S. aureus, estos compuestos
también estan presentes en las hojas de salvia blanca,
puesto que esta especie tiene una gran cercania con
salvia y romero, acumulando abietanes fendlicos en al-
tas concentraciones (Escuder et al., 2002).

En el caso del presente estudio, los halos de inhibi-
cién logrados frente a S. aureus son mayores a los ob-
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tenidos por Maier et al. (2014), en el cual se probaron
diferentes temperaturas de secado para la obtencién
del extracto y concentraciones etanoélico-acuosas del
extracto de hojas de S. salviae, el que presentd efectos
inhibitorios sobre bacterias a partir de una dilucién al
20% sobre Bacillus cereus y S. aureus, generando un
promedio de halos de inhibicién de hasta 17,3 mm al
utilizar una dilucion al 30%. Por lo que este estudio
evidencia que una concentracién mayor del extracto
también produce un mayor efecto inhibitorio sobre S.
aureus especificamente.

Son pocos los estudios documentados de sensibili-
dad sobre Streptococcus agalactiae de compuestos fito-
quimicos, pero se ha descrito la acciéon antimicrobiana
de plantas pertenecientes a la familia Lamiaceae, los
cuales presentaron resultados que concuerdan con los
obtenidos en este estudio. Un experimento realizado
por San Roman (2013), que utiliz6 extracto etandlico
de hoja de Rosmarinus officinalis, para comprobar su
actividad antimicrobiana sobre cultivos de bacterias
anaerobias, frecuentes en pacientes con bolsa perio-
dontal, demostré que cepas de S. mutans, S. mitis y S.
sobrinus, resultaron susceptibles a la acciéon del ex-
tracto, observandose halos de inhibiciéon de 11 a 20
mm de didmetro, lo cual podria deberse a la accion
de compuestos fendlicos, diterpenos fenoélicos, acido
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carnoésico, carnosol y del acido rosmarinico (Barni et
al., 2009), compuestos presentes en las hojas de salvia
blanca (Escuder et al., 2002).

En el caso de Escherichia coli (Gram negativa), el ex-
tracto de hoja de salvia blanca no present6 acciéon an-
timicrobiana. Los resultados obtenidos son similares a
los conseguidos por Maier et al. (2014), en el cual se
ocupé extracto de hoja de Salvia blanca, pero a una con-
centracién etandlica menor, como también lo fue para
Avila et al. (2011) a partir de un extracto de Rosmari-
nus officinalis, donde hubo mayor inhibicién en el cre-
cimiento de bacterias Gram positivas en comparacién a
las bacterias Gram negativas.

Los efectos de los mecanismos moleculares de re-
sistencia mas comunes en E. coli: inactivacién enzima-
tica, alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la
permeabilidad (Mosquito et al, 2011) podrian ser la
respuesta al nulo efecto del extracto de salvia blanca.

En el caso de Pseudomonas aeruginosa, a pesar de
ser una bacteria muy resistente a distintos antimicro-
bianos, algunos estudios han comprobado su suscepti-
bilidad frente a diferentes fitoquimicos, como es el caso
de Genena et al. (2008), donde se probd un extracto de
hoja de romero, obtenido mediante la técnica de flui-
dos supercriticos (SFE). Los extractos se analizaron y
se comprobo6 su actividad inhibitoria sobre diferentes
bacterias, tanto Gram positivas: S. aureus, y B. cereus,
como Gram negativas: E. coli y P. aeruginosa y efectos
antifingicos sobre Candida albicans. Este resultado se
explica, puesto que, estos microorganismos son sus-
ceptibles a los componentes del extracto de romero,
en cuyo compuesto prevalecen el acido caféico, acido
rosmarinico, carnosol, acido carnosélico y flavonoides
(Centeno y Calva, 2010), los que también estan presen-
tes en Sphacele salviae. Segun el estudio de Escuder et
al. (2002), esta especie tiene un parecido cercano con
salvia y romero, acumulando abietanes fenoélicos y aci-
do ursdlico en altas concentraciones.

Las bacterias Gram negativas en general no han
mostrado una marcada sensibilidad frente a extractos
naturales, pero otros estudios han demostrado que se
requiere una mayor concentraciéon de extracto natural
para inhibir este grupo bacteriano. Ebrahimabadi et al.
(2010) senalan que el aceite esencial de Salvia eremo-
phila tiene un efecto pronunciado sobre E. coli con una
valor MIC mayor a 500 mg mL™, y en el caso del estudio
realizado por Montenegro et al. (2009), al utilizar un
extracto etanolico preparado a partir del musgo nati-
vo Sphagnum magellanicum en un ensayo de actividad
antibacteriana contra Gram negativas (Azotobacter
vinelandii, Erwinia carotovora subsp. carotovora, En-
terobacter aerogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhi, Vibrio cholerae), y Gram
positivas (Staphylococcus aureus y Streptococcus tipo
B), demostré que el crecimiento de los cultivos de las
bacterias Gram negativas se inhibié a una concentra-
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cién de 581 mg mL* del extracto, mientras que los cul-
tivos de las bacterias Gram positivas, se inhibieron a
una concentracion de 1,16 mg mL? del extracto, valor
significativamente mas bajo.

Las divergencias de accién del extracto sobre Gram
positivas y Gram negativas se pueden explicar por di-
ferencias entre la estructura de la pared celular. En el
caso de las Gram positivas, presenta una gruesa pared
celular constituida principalmente por peptidoglicano,
la cual se ubica por encima de la membrana celular. La
superficie externa del peptidoglicano de las bacterias
Gram positivas esta generalmente cubierta de protei-
nas. Por el contrario la pared celular de las Gram ne-
gativas es mucho mas compleja, puesto que presenta
tres zonas: la membrana plasmatica, el espacio peri-
plasmico que incluye una fina capa de peptigolicano y
la membrana externa. Esta ultima, exclusiva de las bac-
terias Gram negativas, la cual es una bicapa lipidica que
difiere de otras membranas por su capa externa, que
esta constituida por una molécula anfipatica: el lipopo-
lisacarido (LPS) o endotoxina. Ademas del LPS, la mem-
brana externa contiene fosfolipidos y proteinas que la
unen al peptidoglicano. EI LPS esta constituido por tres
partes: el lipido A, el polisacarido central o del core y la
cadena lateral. Una de las funciones mas importantes
de la membrana externa es servir como barrera pro-
tectora. Evita o disminuye la entrada de sales biliares,
antibidticos y otras sustancias téxicas que podrian des-
truir o lesionar la bacteria (Tortora et al.,, 2007).

La accion del extracto de hoja de salvia blanca se
atribuye a los metabolitos secundarios, mayoritaria-
mente a los compuestos con estructura polifenolica
(Avila et al., 2011), se ha comprobado por medio de mi-
croscopia electrénica de transmisién, que estos com-
puestos dafan la integridad de la membrana celular
bacteriana (Garcia-Ruiz et al.,, 2012). Observandose un
mayor efecto sobre bacterias Gram positivas, las cuales
presentan una mayor susceptibilidad a la accién anti-
microbiana del extracto.

El hongo levaduriforme, C. albicans, mostro sensibi-
lidad frente al extracto de hoja de salvia blanca diluido
en aceite de oliva extra virgen, pero no en el extracto
diluido en alcohol 99,9%. La literatura muestra infor-
macidn variada frente a los resultados obtenidos. Mar-
tinez et al. (2000) comprobaron que el extracto fluido
(etanol a distintas concentraciones) de Schinus tere-
binthifolius Raddi present6 actividad antimicrobiana a
concentraciones de 80, 60, 40, 30, 15,5y 1% frente a la
bacterias S. aureus, E. coli, P. aeruginosa, resultados que
difieren en el caso de la levadura C. albicans, en la cual,
el extracto fluido al 80% mostr6 una buena respuesta
inhibitoria y los extractos acuoso y fluido (etanol 30%),
demostraron ausencia de actividad inhibitoria. La dife-
rencia en la accidn de los extractos disueltos en los dife-
rentes medios se puede explicar por las propiedades de
los aceites esenciales. Lo mencionado anteriormente se
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respalda por la accién antimicética de los metabolitos
secundarios, en los cuales puede intervenir el caracter
lipofilico e hidrofilico de sus grupos funcionales y la po-
laridad que poseen (Mesa et al.,, 2004), para desarrollar
propiedades antisépticas, antimicrobianas y antimicé-
ticas, siendo esta actividad biol6gica de mayor a menor
en fenoles, aldehidos, cetonas, alcoholes y éteres (Kal-
emba y Kunicka, 2003). Por ello, se infiere que la accién
antimicotica de los compuestos presentes en S. salviae,
depende de sus caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas,
lo que explicaria la mejor capacidad inhibitoria del ex-
tracto de Salvia blanca disuelto en aceite de oliva extra
virgen frente a C. albicans.

Los mdéviles utilizados no provocaron inhibicién so-
bre los microorganismos, por lo que el alcohol 99,9%
y el aceite de oliva extra virgen utilizados para diluir el
extracto, no tienen efecto antimicrobiano por si mis-
mos, por lo tanto, el efecto inhibitorio se atribuye sélo a
los compuestos contenidos en las hojas de salvia blanca.

Los resultados obtenidos de los mdviles usados en
el antibiograma, se respaldan con un estudio realizado
por Lineros (2013), en el cual se utilizé un extracto de
S. salviae en diferentes concentraciones para evaluar su
efecto inhibitorio frente a diferentes microorganismos,
y como testigo se utilizaron sensidiscos impregnados
con alcohol al 70%, los cuales no provocaron efecto in-
hibitorio por si solos, por lo que, el efecto de inhibicién
se atribuyd Unicamente a los compuestos contenidos
en la especie evaluada.

A la luz de los resultados antimicrobianos obte-
nidos de S. salviae sobre bacterias Gram positivas, la
terapia con extracto de hoja de salvia blanca podria
aportar a combatir la resistencia que presenta S. au-
reus, que, en los ultimos decenios, ha desarrollado
multirresistencia a antimicrobianos de uso comercial
(OMS, 2018a). Diferentes estudios han comprobado
que diversos extractos de plantas medicinales han sido
eficaces frente a la bacteria S. aureus multiresistente.
Lemus (2015), evalu6 la actividad antimicrobiana de
los extractos etanoélico (90%) e hidroalcohélico (70%)
de Rosmarinus officinalis, sobre dos cepas de S. aureus,
una cepa resistente a la meticilina y otra cepa sensible
a la meticilina. Los resultados mostraron que el extrac-
to hidroalcohoélico de Rosmarinus officinalis presentd
una concentracién inhibitoria minima (CIM) de 1 mg
mL?! sobre la cepa S. aureus resistente a la meticilina,
mientras que la concentraciéon requerida del extracto
etanolico fue de 2 mg mL%. En cuanto a la cepa S. au-
reus sensible a la meticilina, el extracto hidroalcohdlico
mostr6 una concentracion inhibitoria minima de 2 mg
mL?, por lo que dichos extractos poseen una variedad
de metabolitos secundarios que pueden antagonizar o
minimizar la actividad bactericida. Los metabolitos se-
cundarios presentes en el romero son similares a los de
Sphacele salviae, siendo las dos plantas pertenecientes
a la familia Lamiaceae (Barni et al.,, 2009), por lo que
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el extracto de hoja de salvia blanca también podria ser
efectivo contra S. aureus resistente a la meticilina. Re-
sulta altamente recomendable continuar estudios con
cepas de campo multiresistentes.

CONCLUSION

El extracto de hoja de Salvia blanca diluido al 50%
p/p en alcohol 99,9% y aceite de oliva extra virgen
0,2% acidez, present6, en ambos medios, accién anti-
microbiana frente a bacterias Gram positivas; en el caso
de las Gram negativas s6lo present6é un minimo efecto
inhibitorio frente a P. aeruginosa. El extracto de hoja
de salvia blanca diluido en alcohol 99,9% no present6
accion inhibitoria frente a C. albicans, pero si present6
accion al ser diluido en aceite de oliva extra virgen.
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