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Efecto bactericida de extractos de hojas de aguacate
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Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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Resumen

México es el centro de origen de muchas especies vegetales entre las que se en-
cuentra el aguacate. Sin embargo, numerosos cultivares localizados en el centro de
origen son Unicos en el pais y se subutilizan debido a numerosos factores, lo cual
pone en riesgo la continuidad de la especie. Por tal motivo, para dar un uso alter-
no a ese recurso vegetal, se evaluaron los extractos de hojas de 18 cultivares de
aguacate de la raza mexicana Persea americana var. drymifolia contra tres cepas de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, para medir su efecto como bacterici-
day sobre la inhibicién del Quorum sensing. Los 18 cultivares tuvieron efecto bac-
tericida, de los cuales el cultivar «Marfa Elena» presentd mayor halo de inhibicion
y provocd una disminucion en los niveles de expresion del operon Agr en La fase
estacionaria. En este trabajo se evalla por primera vez uno de los efectos de hojas
de aguacate mexicano contra una cepa multiresistente a farmacos como Staphylo-

COCcus aureus.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticiling, bactericida, aguacate

mexicano.
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Introduccion

México es el centro de origen de muchas especies
vegetales como maiz, cacao, papaya, jitomate, vai-
nilla, entre otros. Dentro de esas especies se encuen-
tra el aguacate (Persea americana). En el pais se culti-
van variedades criollas en huertos comerciales y en
traspatios, o bien se encuentran de forma silvestre.
El estado de Nuevo Ledn forma parte del centro de
origen de la raza mexicana de aguacate (Persea ame-
ricana var. drymifolia).

Laregion es una zona montanosa que se encuen-
tra entre Tamaulipas y Nuevo Leon. Los habitantes
de las poblaciones cercanas utilizan de forma tra-
dicional las hojas de los arboles de aguacate «crio-
llo» como remedio etnobotanico contra la diarrea,
la amibiasis y las enfermedades helminticas (Acos-
ta Diaz et al., 2013). Un posible uso alternativo es el
empleo de extractos de hojas del aguacate mexi-
cano criollo (Persea americana var. drymifolia) como
agente bactericida contra patogenos de creciente
importancia.

Staphylococcus aureus ha demostrado una rapida
evolucion para adaptarse a los antibioticos, estas es-
pecies poseen mecanismos de resistencia a los beta

lactamicos codificados en un casete cromosomal,

40 7

3

Diametro de inhibicion (medido enomim)
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compuesto en general por los genes mecA, mecRI, me-
cI; sin embargo cada afio se reportan variantes de es-
te operon, lo cual demuestra la capacidad de la bac-
teria para resistir a nuevos farmacos (David y Daum,
2010).

Otro factor involucrado en el fenémeno de re-
sistencia en S. aureus es el Quérum sensing. Este mi-
croorganismo desarrolla una estrategia bifasica para
generar su patogenicidad. En concentraciones celu-
lares altas, la sintesis de varios factores proteicos se
reprime y comienza a secretar factores de virulen-
cia modulados por el operén Agr. Dicho operédn esta
compuesto por AgrD, que sintetiza el autoinductor
peptidico (AIP), AgrC que sintetiza la histidin-quina-
sa encargada de transmitir la senal desde la mem-
brana plasmatica hasta la molécula requladora de la
respuesta transcripcional. AgrA sintetiza la molécula
reguladora de la respuesta transcripcional y AgrB
la proteina exportadora (excretora) que modifica
el anillo de tiolactona del autoinductor peptidico
(Roux et al., 2014).

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue
determinar el efecto sobre el Quorum sensing y el
efecto bactericida de los extractos etanolicos de ho-
jas de 18 cultivares de aguacate criollo mexicano
(Persea americana var. drymifolia) del sur del estado de
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Figura 1. Didmetro de inhibicién de los diferentes extractos contra tres cepas

de S. aureus resistente a meticilina (anélisis de medias de Tukey, p=0.05).
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Nuevo Ledn sobre tres cepas bacterianas Staphylococ-
cus aureus resistente a meticilina.

Metodologia
Obtencion de los extractos

Fueron utilizadas hojas verdes de las variedades na-
tivas del sur del estado de Nuevo Le6n de los muni-
cipios de Zaragoza y Aramberri. Las colectas fueron
realizadas en verano. El nombre de los cultivares se
baso6 en la denominacion otorgada por los poblado-
res del sitio. Los cultivares evaluados fueron Maria
Elena, Pato, Huevo de Paloma, Amarillo, Campeodn,
Mantequilla, Platano temprano, Platano tardio,
Criollo 1, Criollo 2, Criollo 3, Criollo 4, Cuerno, Pa-
gua, Leonor, el Salvador, el Salto y Platano largo. Las
hojas frescas de cada cultivar fueron secadas y tra-
tadas con etanol al 70% por el método Soxhlet y el
solvente fue evaporado con un evaporador rotatorio.
Los extractos fueron esterilizados por filtracion, al-
macenados a 4 °C y protegidos de la luz hasta su uso.

Efecto bactericida

Para este trabajo fueron usadas tres cepas de S. au-
reus resistente a meticilina: ATCC 33592, ATCC BAA-
1556 y una cepa aislada de ganado bovino con mas-
titis (CCIV-4), todas con resistencia a meticilina. Las
cepas crecieron en caldo de soya tripticasina por 18
h y se ajust6 la concentraciéon del microorganismo
a 1 MacFarland, posteriormente fue inoculado en
placas de agar Miiller-Hinton. En cada placa se co-
locaron sensidiscos con 30pl del extracto. Las placas
fueron incubadas durante 24 h y posteriormente fue
medido el diametro de la zona de inhibicién (Bauer
et al., 1966). La concentracion minima inhibitoria y
la concentraciéon minima bactericida fueron deter-
minadas por el método de microplaca de acuerdo
con lo reportado por Eloff (1998).
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Medicion de la expresion del gen AgrA

Los niveles de expresion del gen AgrA pertenecien-
te al operéon de Quorum sensing de la bacteria fue-
ron medidos con Sybr Green en un termociclador
LightCycler 480 mediante cuantificacion relativa,
usando el RNA 16S como referencia, los primers usa-
dos fueron los siguientes: rt-agrA-f (AAAGTTGCAG-
CGATGGATTT), rt-agrA-t (ATGGGCAATGAGTCTGT-
GAG), que flanquean una region de 150 pb del gen
AgrA 'y los primers 1t-16S-f (CGTGGAGGGTCATTGGA)
y 1t-16S-1 CGTTTACGGCGTGGACTA) que flanquean
una region de 150 pb del gen del 168 RNA (Zhao et
al., 2010). Las condiciones fueron 1 min a 90 °C, se-
guido por 40 ciclos 10 s a 90 °C, 10 s a 55 °C, 10 s a 72
°C y una curva de asociacion (melting) desde 50 °C
hasta 90 °C. El resultado se expresa mediante el co-
ciente del CT del gen Agr dividido entre el CT del gen
16 (Pfaffl, 2001).

Resultados y discusion

Se obtuvieron 18 muestras provenientes de culti-
vares diferentes, de ellas destacan los cultivares el
Salto (ya que es un arbol silvestre) y Maria Elena
(debido a que son hojas muy aromaticas). Los resul-
tados de los halos de inhibicion de los extractos por
triplicado de cada uno muestran que en las tres ce-
pas de MRSA probadas no existe diferencia signifi-
cativa entre el efecto del control de kanamicina con
respecto a la variedad Maria Elena (p=0.001) (figu-
ra 1). Los analisis de la expresion muestran que el
extracto es capaz de minimizar la sefializacion por
Quorum sensing, disminuyendo la expresion del gen
AgrA (figura 2).
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Figura 2. Anélisis de la expresion del gen AgrA de las cepas
de S. aureus resistente a meticilina. Las barras expresan

el indice de CT Agr/16S. Azul: cepa sin extracto; rojo: cepa
estresada con el extracto (ANOVA p=0.05).

Conclusiones

El analisis de los extractos con compuestos bioacti-
vos contra cepas bacterianas resistentes a los farma-
cos representa una oportunidad de encontrar nuevos
antibidticos en la naturaleza. En el presente trabajo,
se muestra que los cultivares nativos de aguacate del
sur de Nuevo Leon (Persea americana var. drymifolia)
tienen un efecto relevante in vitro contra una bacte-
ria de gran importancia agroalimentaria y de salud,
con un efecto bactericida. Ademas, el extracto repri-
me significativamente la expresion del gen Agr. Exis-
te evidencia de que el operon Agr regula la actividad
de multiples operones como Sae, Icar, Sar, los cuales
se conectan con la produccion de toxinas, asi como
con la expresion de genes de adhesion. Sin embargo,
también se ha observado que la baja expresion del
operon Agr tiene un papel trascendental en la reduc-
cion de la resistencia a vancomicina en MRSA con
resistencia heterogénea a vancomicina (Agah et al.,
2014). Lo anterior brinda la oportunidad de buscar
compuestos especificos que inhiban el Quorum sen-
sing de la bacteria. En este trabajo se reporta el efecto
anti-Quorum Sensing (Quorum quenching) y el efecto
bactericida de los extractos de Persea americana var.
drymifolia.
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