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RESUMEN

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) es una bacteria patdgena que actualmente se
encuentra entre los principales agentes causales de infecciones que ademds de ser dificiles de tratar,
pueden derivar en la muerte. La multirresistencia de este patégeno estd dada por la produccién de
Proteinas de Uni6n a Penicilina (PBP2) codificadas por el gen meca. Recientemente se han desarrollado
antimicrobianos para el tratamiento de las infecciones causadas por SARM, sin embargo, estas nuevas
drogas antimicrobianas provocan una gran cantidad de efectos secundarios, por esta razén la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) propone el desarrollo de nuevos farmacos antimicrobianos
que actien en contra de este patdgeno, esto mediante el uso y estudio de plantas con efectos
medicinales. Por esta razén nos dimos a la tarea de estudiar el efecto que 10 extractos de plantas
medicinales pudieran tener en el crecimiento y la expresion de genes de resistencia a meticilina en
SARM. Para la evaluacion del efecto de los extractos de plantas sobre el crecimiento de SARM se
realizé la técnica de difusion en agar y la microdilucion en placa para el cédlculo de la concentracion
minima bactericida de los extractos que presentaron accién antimicrobiana contra el crecimiento de
SARM. Para la evaluacion de estos dltimos sobre la regulacion del gen de resistencia mecA se utilizo la
técnica de RT-PCR. De los extractos de 10 plantas analizadas, solamente lo de Sello de Oro, Larrea,
Eucalipto y Schisandra tienen una accién antimicrobiana contra SARM, obteniendo CMB que variaron
desde 0.024mg/ml para el Eucalipto, hasta 3.125mg/ml mostrado por la Schisandra. Las CMB més bajas
fueron obtenidas por los extractos etandlicos de Eucalipto y Larrea, los cuales a una concentracién del

50% de su CMB no muestran un efecto en la regulacion del gen de resistencia meca
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1. INTRODUCCION

Por més de 60 afios los antimicrobianos han sido utilizados para el tratamiento de diferentes
infecciones causadas por microorganismos, sin embargo, en la gran mayoria de los casos donde se
recurren al uso de éstos, los microorganismos causantes de estas infecciones han encontrado una manera
de evadir o resistir al efecto del antimicrobiano. El resultado de esto se ve reflejado en la reduccién de la
eficiencia de dichos antimicrobianos, haciendo el tratamiento de estos pacientes, dificil, costoso y hasta
imposible. El desarrollo de esta resistencia por parte de estos microorganismos es un fendmeno natural,
que se ha visto acelerado por la presion selectiva ejercida por el uso inadecuado de los agentes
antimicrobianos tanto en humanos como en animales. La actual falta de nuevos antimicrobianos para
reemplazar aquellos que ahora son ineficientes trae una urgencia en la necesidad de proteger la eficacia
de los antimicrobianos existentes, asi como el desarrollo de nuevas drogas antimicrobianas para

combatir microorgansimos resistentes.

Una de las bacterias que ha encontrado la forma de evadir la accién de los antimicrobianos utilizados
para su tratamiento es Staphylococcus aureus, la cual es un habitante natural de la piel y mucosas, pero
al mismo tiempo es un importante patégeno para el humano ya que S. aureus puede causar infecciones
leves en la piel y tejido blando, asi como infecciones en hueso y torrente sanguineo, esta ultima

pudiendo derivar en la muerte del paciente.

El primer antibidtico utilizado para el tratamiento de infecciones por S. aureus fue la penicilina, sin
embargo, esta bacteria adquirio resistencia a este antimicrobiano por accion de enzimas betalactamasas.
Para evadir la accién de estas enzimas, se desarrollaron antibidticos estables a betalactamasas, como la
meticilina, sin embargo, esta bacteria pudo adquirir - un nuevo gen llamado mecA, el cual codifica para

unas proteinas estructurales de membrana, llamadas Proteinas de Unién a Penicilina, PBP 2a por sus



siglas en inglés, las cuales pueden adquirir el rol estructural de las PBP originales, lo cual provoca que
S. aureus pueda sobrevivir en presencia de antibidticos estables a la accidén de betalactamasas. A esta

cepa de S. aureus se le llama Staphyloccocus aureus resistente a meticilina (SARM).

En la actualidad este patdégeno ha pasado de producir infecciones adquiridas intrahospitalariamente,

a causar cuadros infectivos adquiridos entre la comunidad.

Recientemente se han desarrollado antimicrobianos para el tratamiento de las infecciones causadas
por SARM, sin embargo, estas nuevas drogas antimicrobianas provocan una gran cantidad de efectos
secundarios, por esta razén la Organizacion Mundial de la Salud, propone el desarrollo de nuevos
farmacos antimicrobianos contra este patégeno, basdndose en el uso y estudio de plantas con efectos

medicinales.

Es por esto que nos hemos dado a la tarea de estudiar el efecto que diferentes plantas medicinales

pueden tener en el crecimiento de SARM, asi como en la expresion del gen mecA.



2. JUSTIFICACIO Y DEFINICION DEL PROBLEMA :

S. aureus resistente a meticilina (SARM), es la principal causa de enfermedades nosocomiales y
esto ha llevado a esta bacteria a convertirse en un serio problema intrahospitalario. Las infecciones por
S. aureus son dificiles de tratar debido a la multirresistencia que esta bacteria presenta, ya que es
resistente a los antibioticos P-lactdmicos, asi como a muchos otros antibidticos. Debido al incremento
en la multirresistencia de S. aureus, toda la atencion se ha enfocado a la busqueda de nuevos agentes
antimicrobianos poniendo un gran interés en la exploracién y uso de extractos de plantas como una

alternativa al uso de antibidticos tradicionales para el tratamiento de infecciones causadas por SARM.

Por lo descrito anteriormente es importante estudiar la actividad que estos extractos de plantas
presentan sobre el crecimiento de SARM, asi como el efecto que estos presentan en la regulacion de los

genes de resistencia antibidtica expresados por este patdgeno.



3. HIPOTESIS

Diferentes extractos de plantas presentan actividad antimicrobiana sobre el crecimiento y

modifican la expresion del gen mecA de resistencia a meticilina de SARM



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad antimicrobiana de diferentes extractos de plantas sobre el crecimiento

y la expresion de genes de resistencia a meticilina en SARM.

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Seleccionar extractos de plantas que presenten actividad antimicrobiana contra SARM.

e Determinar la concentracion minima bactericida de los extractos que muestren accion
antimicrobiana contra SARM.

e Determinar el efecto de las concentraciones subletales sobre el crecimiento de SARM.

e Establecer el efecto de los extractos en la expresion de los genes de resistencia a meticilina en

SARM.



S. ANTECEDENTES

5.1 Plantas Medicinales

Desde tiempos muy remotos los productos naturales, especialmente aquellos de origen vegetal, han

consistido en una importante fuente de agentes terapéuticos (Calixto, 2005).

Los registros mds antiguos sobre el uso de remedios de plantas, fueron las tablillas suméricas, que
cuentan con una antigiiedad de 4000 afios, asi mismo hace 3500 afos, los egipcios escribieron el papiro
de Ebers, que contiene una lista de remedios, entre los cuales se encuentran los utilizados para el
embalsamamiento de los cuerpos y por ultimo en México se cuenta con El codice Badiano ( Libellus de
medicinalibus indorum herbis ), el cual fue escrito en 1552 en idioma ndhuatl por Martin de la Cruz y
traducido por Juan Badiano, este documento describe la herbolaria mexicana utilizada durante esa época

por los Aztecas.

Hasta nuestros dias las plantas como fuente de compuestos medicinales contindan jugando un rol
dominante en la manutencion de la salud humana. De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud,
los extractos de plantas o sus constituyentes activos son usados en la medicina tradicional por un 80% de
la poblacion, y un 50% de las drogas clinicas modernas provienen de productos de origen natural

(Kirbag et al., 2009).

El estudio de la accion terapéutica de extractos de plantas representa un punto de inicio para el

descubrimiento de nuevas drogas antimicrobianas.



En los tltimos afios, se han llevado a cabo un importante nimero de estudios en diferentes paises
para probar la acciéon que diversos extractos de plantas presentan por compuestos sintetizados en el

metabolismo secundario de estas plantas (-Nascimento et al., 2000).

En un estudio realizado por Anesini et al., 1993 se probaron 122 plantas tradicionales en

Sudamérica, y se observé que 15 inhibian por completo el crecimiento de S. aureus.

Otro estudio mds detallado fue llevado a cabo por Santos et al., en 1990 donde se probaron 120
especies de plantas, de éstas, 81 extractos obtenidos de 55 plantas diferentes mostraron actividad

antimicrobiana contra S. aureus y otros 5 extractos mostraron actividad contra P. aeruginosa.

En 2006 Molina y colaboradores analizaron un total de 48 plantas del norte de México, las cuales
fueron seleccionadas basindose en entrevistas realizadas a sanadores y personas con experiencia en
medicina tradicional, dichos extractos fueron probados contra bacterias resistentes como Streptococcus
pneumonie, Staphylococcus aureus, Haemophylus influenza tipo b y Mycobacterium tuberculosis,
reportando que al menos uno de los extractos analizados inhibian el crecimiento de por lo menos una
bacteria, para el caso de Staphylococcus aureus resistente a meticilina el extracto metandlico de Cordia

boissieri fue el que mostré que la CMI mas baja, siendo esta de 250 pg/ml,

Rawani et al., 2011 investigaron la potencial actividad antimicrobiana de extractos de Alternanthera
philoxeroides, Plumeria obtusa, Polyalthia cerasoides e Ixora acuminate contra patégenos humanos,
entre los cuales figuraban dos bacterias Gram positivas (-S. aureus y B. subtilis) y dos Gram negativas
(E. coli y P. aeruginosa) donde observaron que los extractos acuosos y los extractos a base de
cloroformo:metanol (1:1) de P. cerasoides mostraron la mayor actividad antimicrobiana, seguida por

las flores de P. obtusa, las hojas de A. philoxeroides y las flores de I. acuminate. También establecieron



que los extractos acuosos mostraron menor actividad que la de los extractos a base de

cloroformo:metanol (1:1).

Madureira et al., 2012 evaluaron la actividad antimicrobiana de las partes aéreas de dos plantas
invasoras del sur de Australia, Hakea sericeae y Hakea salicifolia contra bacterias grampositivas y
gramnegativas, entre las cuales se encontraba S. aureus resistente a methicilina obteniendo una

concentracion minima inhibitoria de 7.5 y 62 pg/mL respectivamente para esta bacteria.

En la tabla 1 se muestran el nombre comun y cientifico de varias plantas tradicionales de la region norte

de México, asi como el uso que se les da en la medicina tradicional.



Tabla 1. Plantas medicinales de la regién norte de México

Nombre
cientifico
Larrea
tridentata

Nombre
Comun
Gobernadora

Uso medicinal

Esta planta tiene
diversos usos entre
los cuales destaca el
alivio de la
inflamacién, ademas
de servir  para
desinfectar heridas y
granos.

Estudios han
demostrado que los
extractos de esta
planta tienen
actividad antibidtica
contra hongos y
bacterias

Fotografia

Eucalyptus
globulus

Eucalipto

Es utilizado como
descongestionante y
expectorante en
infecciones respirato
rias del tracto
superior o
inflamaciones, asi
como también para
varias afecciones
musculares y
esqueléticas.

Cinnamom
zeylaicum

Canela

Esta planta presenta
propiedades
antimicrobianas
contra bacterias
grampositivas y
antifungicos  contra
Candida albicans y
Aspergillus spp,
ademds de actuar
como antivirales.
(Osuna 2005)

Corteza del drbol de canela




Chaparro
amargo

Castela
tortuosa

Utilizadas como
antidiarreico,
amebicida y contra
pardsitos
intestinales. El
principal uso en
México es contra
Salmonella
thyphimurum. (Rojas
2009)

Nogal

Juglans
simple

Esta planta se utiliza
para tratar llagas y
heridas de la piel, asi
como en casos de
infecciones bucales
y aftas dificiles de
curar, también contra
la tos ferina.

Salvia

Salvia
divinorum

Se aconseja utilizarla
como  cataplasmas
sobre  quemaduras,
heridas, llagas 'y
dlceras ya que posee
cualidades
antisépticas y
astringentes.

Schisandra

Schisandra
chinensis

Tiene efectos
antioxidantes y es
utilizada en la
medicina tradicional
para el tratamiento
de diversas
afecciones entre
ellas dlceras de la
piel, erupciones y
sarampion, asi como
para el tratamiento
de la tos.

. Hojas y frutos de schizandra
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Sello de Oro

Hydrastis
canadensis

Se conoce que tiene
un efecto antibidtico
sobre  Escherichia
coli, Bacillus
anthracis 'y otros
patégenos
bacterianos.

Palo de Arco

Handroanth
us
serratiofoliu
s

Se utiliza para el
tratamiento de
infecciones causadas
por virus, hongos,
bacterias y pardsitos
intestinales.  Tiene
acciones
antisépticas,
hipoglucemiante,
antibacteriano,
antimicotico,
astringente,
antiinflamatorio,
antioxidante,
antiparasitico e
inmunoestimulane.

Corteza de Palo de Arco

Sangre de
Drago

Jatrhopha
dioica

Es utilizada
tradicionalmente
para el tratamiento
de afecciones
dentales como
gingivitis y dolor de
dientes. El latex
obtenido de esta
planta es empleado
como astringente.

Tallo y hojas del drbol de sangre de
drago
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5.2 Resistencia antibiotica bacteriana

De acuerdo con la organizacién mundial de la salud un microorganismo resistente a antibidticos es
aquel el cual ha adquirido resistencia a antibidticos utilizados para su tratamiento debido a que
originalmente era sensible a ellos, la evolucién de dichos microorganismos es un proceso natural el cual

se debe a la exposicion de éstos a drogas antimicrobianas. (OMS).

El descubrimiento de la penicilina en 1928, fue seguido por el descubrimiento y comercializacion de
una gran variedad de antibidticos, actualmente se producen 100,000 toneladas de este producto
anualmente. Esto ha generado un gran impacto en las bacterias, las cuales han adquirido resistencia a los
antibidticos disponibles comercialmente. Uno de los casos mds notorios es S. aureus, el cual es
resistente no solo a la meticilina sino también a los aminoglicécidos, macrdlidos, tetraciclinas y

lincosamidas (de Lencastre et al., 2007).

En Septiembre de 2013, el Centro Nacional para prevencién de Enfermedades (CDC) publicé en su
boletin de peligros a la salud por resistencia antibidtica que, al afio se reportan 2 millones de
infecciones causadas por bacterias resistentes a antibidticos, de las cuales 23,000 derivan en la muerte
del paciente, ademds de clasificar en 3 grupos a los microorganismos resistentes a antibidticos; los
clasificados como peligros urgentes donde colocan a virus y bacterias que son un peligro inminente en la
poblacién, los peligros serios coloca a los microorganismos que estdn en posibilidad de convertirse en
un peligro inminente para la poblacién, debido a la multirresistencia presentada y a la falta de
antibidticos para su tratamiento y por ultimo los clasificados como peligros de importancia donde se
pueden ver a microorganismos que por primera vez han desarrollado resistencia a los tratamientos
utilizados para su control. E1 CDC clasifica a SARM, como un peligro serio para la salud humana ya se

reportaron 80,000 personas infectadas y 11,000 muertes al afio.
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5.3 Staphylococcus aureus

Clasificacion

Los miembros del género Staphylococcus (Staphyococci) son cocos Gram positivos, que tienden

a agruparse en forma de racimo de uva (Ryan y Ray, 2004).

Tabla 2. Clasificacion de S. aureus

Reino Bacteria
Filo: Firimicutes
I sEO5SY
: a;g:ﬁjg ,:'\ ; Clase Cocci

Orden: Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género: Staphylococcus

Fig 1 Morfologia celular de S. aureus Especie: S. aureus
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5.3.1 Morfologia e Identificacion

Las bacterias que pertenecen al género Staphylococcus son células esféricas que miden alrededor
de 1 m de didmetro, se agrupan de forma irregular, no se presentan motilidad y no forman esporas

(Brooks et al, 2007).

S. aureus es un anaerobio facultativo que crece a una temperatura 6ptima de 37°C y a un pH

Optimo de 7.5.

Las colonias de S. aureus son de color blancas, pero generan una coloraciéon dorada con el paso
del tiempo. La mayoria de las cepas muestran un halo de B-hemdlisis alrededor de la colonia, cuando se

encuentra creciendo en agar sangre (Ryan y Ray 2004).

5.3.2 Epidemiologia

S. aureus es un microorganismo tanto comensal como patégeno. Aproximadamente 20% de la
poblacién presenta esta bacteria persistentemente en fosas nasales y el 30% de individuos ha sido

colonizado intermitentemente a lo largo de su vida.

En un estudio realizado por Von FEiff ef al, en el 2001, el 2% de los aislados clinicos provenientes de
sangre de pacientes con bacteriemia por S. aureus, fueron idénticos a los aislados recuperados de sus

aspirados nasales.

Esta bacteria puede sobrevivir en aire, fomites y polvo por varios dias, es por esto que puede
contaminar el medio ambiente, como se ve reflejado en hospitales y puede continuar transmitiéndose por
largos periodos de tiempo. Las infecciones producidas por S. aureus pueden ser adquiridas de forma

enddgena o externa (Irving et al., 2006). Esta localizacion es ideal para la bacteria, ya que puede

14



invadir al paciente y evadir el sistema inmune, si este se ve afectado ya sea por quemaduras, lesiones o

cirugia.

5.3.3 Infecciones

S. aureus coloniza piel, tejido blando, hueso, pulmén, corazén y sangre, se pueden presentar
infecciones como neumonia, bacteriemia que puede llegar a neumonia secundaria y endocarditis,
osteomielitis secundaria y artritis séptica, especialmente en nifios y pacientes con antecedentes de artritis

reumatoide (Irving et al., 2006).

5.3.4 Resistencia antibiotica de S. aureus

S. aureus fue descubierto en el siglo 19 por Sir Alexander Ogston, en 1881, durante esta época, esta
bacteria era causante de infecciones en piel, como fortinculos, sindrome de piel escaldada e impétigo,
ademds de causar neumonias y llegar a la muerte debido a la falta de un tratamiento adecuado para tratar

la infeccion causada por la bacteria.

Durante la mayor parte de ese siglo, esta bacteria permanecié como notable causa de morbilidad y
muerte entre los pacientes. Durante la Primera Guerra Mundial, era comun detectar neumonia
estafilocdcica post-influenza entre militares y personal joven, produciendo una répida progresion hacia
la muerte (Chambers, 2001). Las infecciones de piel y tejido blando frecuentemente desencadenaban en
sepsis, sin ninguna terapia antibidtica efectiva para controlar su propagacion (Binh, 2006). En 1941 la

tasa de supervivencia de los pacientes infectados por S. aureus era de tan solo el 2% (Chickering et al.,

1919).

La introduccién de la penicilina G, por Alexander Fleming, fue un suceso revolucionario, ya que la
administracién de este antibidtico bajé la tasa de mortalidad por infecciones causadas por S. aureus.

(Lowey, 1998). Sin embargo casi inmediatamente se reportaron casos de resistencia a dicho antibiético y
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al paso de 5 anos el 50% de aislados de S. aureus expresaban resistencia a la penicilina mediante la
produccion de la enzima beta-lactamasa. Por esta razén se introdujo la meticilina en 1961, un antibidtico
semisintético resistente a la accion de las beta-lactamasas, como tratamiento de infecciones causadas por
S. aureus (Francis et al., 2005). No obstante la accién antimicrobiana de este nuevo antibidtico fue de
corta duracién ya que este mismo afio se reporto el primer caso de resistencia a meticilina por S. aureus
en un hospital del Reino Unido (Francis et al., 2005). En 1990 se observé un 30% de incidencia de
SARM nosocomial, un 57% para el afio 2000 y actualmente la Organizaciéon Mundial de la Salud
reporta una tasa de infecciones por Staphylococcus aureus intrahospitalaria (HA-SARM) de 80% en el

2013 (Organizacién Mundial de la Salud, 2013).

El incremento en la prevalencia de SARM dio como resultado el incremento en el uso de la
vancomicina, el cual habia sido introducido al tratamiento de bacterias grampositivas en 1953, sin
embargo en 1997 fueron reportadas en Michigan y Nueva Jersey cepas de S. aureus que mostraban
susceptibilidad reducida a la vancomicina, conocidas como Staphylococcus aureus vancomicina
intermedia (VISA), por sus siglas en inglés, en pacientes dializados a los cuales se les habia

administrado vancomicina por largos periodos de tiempo (Fridkin, 2005).

El primer caso de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA) fue documentado en Michigan en el
2002, en un paciente al cual se le administr6 vancomicina por casi 6 semanas. (National Nosocomial

Infections Surveillance Report, 2004).

Esto ha llevado a la bisqueda de nuevas terapias antimicrobianas que pueden hacerle frente a la

resistencia por parte de este patégeno.
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5.4 Regulacion genética de la resistencia a meticilina en S. aureus

La resistencia a B-lactamasas es causada por la produccién de Proteinas de Unién a Penicilinas
(PBP) nuevas, las cuales se les designd Proteinas de unién a Penicilina 2a (PBP 2a). Estudios recientes
con SARM mostraron un nuevo componente genético clave responsable de la sintesis de PBP’s 2a, el
gen mecA, el cual es parte en un componente celular llamado SCCmec (Staphylococcal Cromosome
Casette) el cual no se encuentra normalmente en el genoma de S. aureus, éste se encuentra integrado en
el extremos 3’ del orfX, en los cromosomas de las cepas de SARM. El elemento SCCmec esta
compuesto por el gen mecA, anteriormente mencionado, asi como por sus reguladores y el complejo
genético ccr, el cual codifica para una recombinasa sitio-especifica responsable de la motilidad de
SCCmec. Esta distribucién se encuentra representada en la Fig 3 (Kwoon, 2005). Este elemento
genético posiblemente se origind en una especie de Staphylococcus coagulasa negativo y fue adquirido

por S. aureus mediante transferencia genética horizontal (Tsubakishita et al., 2010).

Penicillin Binding Protein

Q-\ Beta-Lactam Antibiotic
ﬁ Penicillin Binding Protein 2a

Cell Wall

mecA gene

scc
e

Fig 2 Mecanismo de accién y anatomia de SCCmec.

La expresion de este gen estd controlada por un sistema de demanda, el cual activa la expresion

de mecA en presencia de antibiodticos B-lactdmicos, mientras que la expresion se “apaga” en ausencia de
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estos antimicrobianos. La regulacion de este sistema estd dada por genes que también son parte del
elemento SCCmec. En ausencia de B-lactimicos la expresion de mecA se mantiene regulada por mecl, el
cual se une a la regiéon promotora de mecA y previene la transcripcidon genética. Sin embargo, en
presencia de antibioticos P-lactdmicos la bacteria necesita la producciéon de PBP 2a para poder
sobrevivir. En este caso, la expresion de mecA es activada por la accidon de las proteinas de superfice
celular mecR1. Cuando mecRI detecta la presencia de antibidticos B- lactdmicos induce a la célula

bacteriana a degradar el inhibidor mecl, lo que permite la transcripciéon de mecA (Kouyos et al., 2013).

Estudios recientes realizados por Aréde et al., 2012 en Portugal, demuestran que el elemento central de
la resistencia a meticilina en S. aureus, el gen mecA, puede ser regulado por un sistema de tres
componentes que consiste en un represor transcripcional, un inductor de sensor y un anti represor, lo
cual es un acomodo inusual para el control transcripcional de genes en bacteria. Adicionalmente la
induccién de la resistencia causada por este gen incluye una serie de pasos proteoliticos, este corte
proteolitico del represor es modulado por el anti-represor, este mecanismo de regulacion se puede

observar en la figura 3.

4
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Fig 3. Modelo para la induccion de mecA por mecR1-mecl-mecR2
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6. METODOLOGIA

6.1 Cepas bacterianas

Las cepas de SARM fueron obtenidas de la colecciéon de cepas bacterianas perteneciente al
laboratorio de Microbiologia General de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn y la cepa de S. aureus ATCC 25923, fue proporcionada por la Dra.
Maria Elena Velazquez Meza del INSP de la ciudad de Cuernavaca, Morelos. Las cepas se

mantuvieron a través de resiembras periodicas en caldo soya tripticasa a 4°C.
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6.2 Plantas utilizadas

Las plantas utilizadas se obtuvieron de diferentes mercados de la ciudad de Monterrey, Nuevo
Leén y su drea metropolitana en base a antecedentes sobre su uso como planta medicinal. Las

plantas utilizadas en este trabajo se mencionan en la tabla 3.

Tabla 3. Nombre comtn y cientifico de las plantas analizadas, y la parte de la planta utilizada

Nombre Comiin Nombre cientifico Parte utilizada
Chaparro amargo Castela texana Parte aérea
Eucalipto Eucaliptus globulus Hojas y tallo
Gobernadora Larrea tridentata Hoja y flor
Nogal Juglans nigra Hojas

Palo de arco Taebuia impetiginosa Raiz

Salvia Salvia officinalis Hojas

Sangre de drago Jatropha dioica Raiz
Schisandra Schisandra chinensis Hojas

Sello de oro Hydrastis canadienses Raiz
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6.3 Elaboracion de Extractos

Para la elaboracién de los extractos se utilizé la técnica de maceracion. Para estd técnica se
pesaron 20 g de la planta y se trituraron con ayuda de un mortero de porcelana después se agregaron
100 mL de etanol. Lo obtenido se pasé a matraces, los cuales se cubrieron con papel periédico para
evitar el paso de la luz y se dejo reposar la mezcla durante 24 h a temperatura ambiente. Después de
este tiempo, el contenido de los matraces fue separado con ayuda de papel filtro de poro abierto. Una
vez procesado se pasé a recipientes de vidrio planos y posteriormente se dejé secar a temperatura
ambiente. El producto de la desecacion fue recolectado en viales &mbar y almacenados a 4°C hasta

su uso, procurando que este tiempo se sea mayor a 30 dias.

6.4 Activacion de las cepas

Las cepas se activaron resembrdndolas en caldo soya tripticasa durante 18-24h a 35°C.
Posteriormente se inocularon por estria cruzada en placas de Petri con agar soya tripticasa (DIFCO

TM) y se incubaron por 24 h a 35 °C.

6.5 Preparacion del inéculo

Se trabajé con un indculo equivalente al tubo 0.5 de la escala de Mc. Farlan (1.5 x 10* UFC/mL). El
in6culo se obtuvo inoculando colonias de S. aureus en tubos con 3 mL de solucion salina estéril al

0.85% hasta alcanzar un rango de absorbancia de 0.8- 1.0 a 625 nm.
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6.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de plantas.

Para determinar el efecto de cada uno de los extractos sobre el crecimiento de la bacteria, se llevo a
cabo la técnica de difusién en placas con Agar Muller-Hinton. Posteriormente se realizaron pocillos en
el agar con tubos Durham en condiciones de esterilidad. En cada uno de los pocillos fueron colocados
100 pL de cada extracto a una concentracién de 100 mg/mL. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h.
Finalmente se midieron los halos de inhibicién de crecimiento. Los extractos que presentaron un halo de
inhibicion mayor a 20 mm se seleccionaron para realizar la determinacion de la concentracion minima

inhibitoria y bactericida (Bauer etal., 1966).

6.7 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y bactericida

En una placa de 96 pocillos estéril se colocaron 150 uL de caldo Muller-Hinton en el primer
pocillo, posteriormente se agregaron 50 uL del extracto a probar en una concentraciéon de 100
mg/mL. Después se agregd un indculo equivalente al 1% ajustado al 0.5 del estdndar de Mc. Farland.
Partiendo de esta concentracion, se realizaron microdiluciones seriadas. Las microplacas se llevo a
incubar a 37°C por 24 h, al finalizar este tiempo se tomaron 100 uL del contenido de cada pocillo y
se depositaron en placas con agar Muller-Hinton cuadriculadas, las cuales fueron incubadas por 24 h
a 37°C. Pasado el periodo de incubacién se analizaron las cajas y se determiné la CMB (CLSI,

2013).

6.8 Determinacion del efecto de concentraciones subletales.

Para la determinacion del efecto de las concentraciones subletales en el crecimiento bacteriano, se
empleo el 75, 50 y 25% de la CMB de los extractos de plantas seleccionadas. Estas concentraciones
se afiadieron a 150 pL de caldo Miiller-Hinton y el indculo correspondiente ajustado como se indica

en el punto 6.5 y se incubaron a 37°C por 24 h. Posteriormente se realizaron microdiluciones
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seriadas de cada una de las concentraciones de la CMB, vy se inocularon en agar para cuenta
estdndar por medio de la técnica de vertido en placa. Se incubd por 24 h a 37°C y finalmente se

determinaron las unidades formadoras de colonias presentes en el medio.

6.9 Efecto de los extractos de plantas sobre la regulacion de la expresion de mecA

6.9.1 Extraccion de ADN

La extraccion del ADN bacteriano se llevé a cabo mediante la técnica de extraccion por
fenol/cloroformo (Sambrook etal., 2006). A partir de un cultivo nuevo de bacterias en S mL de caldo
soya tripticasa se tom6 1.5 mL y se colocdé en un tubo para microcentrifuga estéril. Después se
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 min. El pellet se resuspendié en 575 uL de buffer TE (Tris-EDTA)
pH 8, 30uL de SDS 10% y 3 uL de proteinasa K (20mg/mL). La mezcla se incub6 a 37°C por 1 h.
Posteriormente se agregd 100uL de NaCl 5SM y 80uL. de Bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)
y se incubd por 10 min a 67 °C, al término de este tiempo de incubacién se afiadieron 750uL de
clororformo/alcohol isoamilico (24:1) y se centrifugd en las condiciones anteriormente descritas. La fase
acuosa se colocé en un tubo limpio para posteriormente anadir 1 mL de isopropanol. Los tubos se
incubaron a -20°C durante toda la noche y se centrifugd 5 min a 12,000 rpm, se deseché el sobrenadante
y la pastilla se dej6 secar a temperatura ambiente por 30 minutos para finalmente resuspender en S0ul de

buffer TE a pH 8.

6.9.2 Deteccion del gen mecA
La técnica que se utilizé fue la propuesta por Loza en 2006. Se utilizaron oligonucledtidos mecA

Forward y mecA reverse establecidos por Chang y Davis en 2009 (Tabla 4). Las condiciones
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establecidas fueron: desnaturalizacion inicial a 95°C por 15 min, seguida de 40 ciclos de 95°C por 15s,

50°C por 10s, y 72°C por 30°C. En la tabla 5 se presenta la mezcla de reaccién utilizada.

Tabla 4. Oligonucle6tidos utilizados para la deteccion del gen mecA

Oligonucleotidos Secuencia 5°-> 3~ Tamaiio del producto
esperado
mecA Forward CTCAGGTACTGCTAT
CCACC
152 pb
mecA reverse GGAACTTGTTGAGCAGAG
G
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Tabla 5. Mezcla de reaccidn utilizada para realizar la PCR

Concentracion Concentracion
Reactivos Volumen (uL)
inicial final
Buffer 10x 2.5 1x
dNTPs 10mM 4 0.2 mM
MgCl, 50mM 3 6 mM
Oligonucleotido
10mM 5 2 uM
Forward
Oligonucleétido
10mM 5 2 uM
Reverse
Taq 5 U/ul 0.5 250
Solucién Q - 4.87 -

6.9.3 Induccion de la expresion del gen mecA

Para la induccién de la expresion de mecA, se inocularon tubos con caldo LB con 30 ug de
oxacilina, éstos se incubaron por 3 h para posteriormente realizar la extraccion de RNA por el

método de Trizol.
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6.9.4 Determinacion de la expresion de mecA

Para esta determinacion se realizé una reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa (RT-PCR, por sus siglas en inglés) se utiliz6 el protocolo establecido por Shang y Davis en
2009. Los primers y la mezcla de reaccién utilizados se muestran en la tablas 6 y 7. Para este
procedimiento se expuso la bacteria a los extractos de larrea y eucalipto a una concentracién subletal

del 50% de la CMB.

Tabla 6. Oligonucle6tidos utilizados para la técnica de RT-PCR

Oligonucleotidos Secuencia 5°-> 3° Tamaio del producto
esperado
mecA Forward CTCAGGTACTGCTAT 152 pb
CCACC
mecA reverse GGAACTTGTTGAGCAGAG
G
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Tabla 7 Mezcla utilizada en el ensayo de RT-PCR

Reactivos Concentracion Volumen (pnL) Concentracion
inicial final

Buffer 10x 2.5 1x
dNTPs 10mM 4 0.2 mM
MgCl, 50mM 3 6 mM
Oligonucleétido 10mM 5 2uM
Forward
Oligonucledtido 10mM 5 2uM
Reverse
Taq 5 U/ul 0.5 25U
Solucién Q - 4.87 -
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7. RESULTADO

7.1 Actividad antimicrobiana de los extractos de plantas

Para esta determinacion se estudiaron un total de 10 extractos de plantas, de los cuales 5 mostraron la
mayor actividad antimicrobiana sobre el crecimiento de SARM, con halos de inhibicién iguales o
mayores a 20 mm, estos fueron seleccionados para la determinacién de las concentraciones minima
inhibitoria y bactericida. Los halos de inhibicion obtenidos para cada uno de los extractos se muestran

en mm en la tabla 8.

Tabla 8. Actividad antimicrobiana de las plantas utilizadas en SARM.

Ni= No inhibicién

Nombre Comiin SARM 53
Canela 17 mm
Chaparro amargo Ni
Eucalipto 30 mm
Larrea 26 mm
Juglans simple 17 mm
Salvia 18 mm
Schisandra 20 mm
Sello de oro 20 mm
Palo de arco 15 mm
Sangre de drago Ni
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7.2 Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI)

Se determiné la concentracién minima bactericida de extracto requerida para eliminar por completo
el crecimiento de SARM (CMB), asi como la minima requerida para inhibir el crecimiento visible de la
bacteria (CMI). Las concentraciones mds pequefias fueron mostradas por los extractos de Larrea y
Eucalipto, con una CMB de 0.146 mg/mL y 0.024 mg/mL respectivamente, mientras que el extracto de
Schisandra mostré una CMB de 3.12 mg/mL, por otro lado, Sello de oro presenté una concentracion
minima bactericida por arriba de 25 mg/mL, por lo que decidimos eliminarlo para los estudios
siguientes. La CMB para cada uno de los extracto se muestran en la tabla 9. De los 4 extractos
estudiados, los extractos de larrea y eucalipto fueron seleccionados para la determinacién de las
concentraciones subletales, asi como para el estudio del efecto que estos tienen sobre la regulacion del

gen de resistencia mecA.

Tabla 9. Concentracién minima bactericida para los 4 extracto analizados

Planta utilizada SARM 53
Sello de Oro 25 mg/ml
Larrea 0.146 mg/ml
Eucalipto 0.024 mg/ml
Schisandra 3.12 mg/ml
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7.3 Determinacion de las concentraciones subletales

Los extractos de plantas que mostraron el CMB mads bajo, se seleccionados para el andlisis del efecto
de las concentraciones subletales del 75, 50 y 25% del CMB, en el crecimiento bacteriano. La gréfica 1

muestra el crecimiento en UFC/ml para las concentraciones del 75,50 y 25% de 1a CMB.

1.00E+10

1.00E+08
1.00E+06

1.00E+04 M Eucalipto

Larrea

1.00E+02

1.00E+00 \ I

Graf. 1. Efecto de las concentraciones subletales sobre el crecimiento de SARM
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7.4 Evaluacion del efecto de los extractos de planta sobre el gen de resistencia mecA

7.4.1. Extraccion del ADN total.

Para descartar la genotoxicidad de los extractos sobre el material genético de la bacteria, se realizé una
extraccion de ADN total utilizando CTAB y posteriormente se elaboré un gel de electroforesis
comparando el material genético de la bacteria sin exposicién a extractos, contra los expuestos a los
extractos de eucalipto y larrea. En la figura 4 se muestran los resultados obtenidos, los cuales nos

indican que no existe dafio genotdxico por parte de los extractos al ADN total de S. aureus.

Fig. 4. Efecto de los diferentes extractos sobre el DNAtotal de S. aureus. Carril 1. Bacteria expuesta a

eucalipto. Carril 2. Bacteria expuesta a larrea. Carril 3. Bacteria sin exposicion a algtn extracto
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7.4.2 Curva de induccion de RNAm por efecto de la cefoxitina

Para corroborar la presencia del gen mecA en la cepa bacteriana con la que se trabajé se realiz6 una
curva de induccién del gen mecA, en la cual la cepa de S. aureus se expuso a cefoxitina 30mg/ml en
diferentes tiempos y posteriormente se hizo una extracciéon de ARN total. En la figura nimero 5 se
muestran los resultados obtenidos en este experimento, podemos observar que existe una mayor
obtencion de ARN total después de 2 horas de haber expuesto la bacteria al antibidtico, lo cual se ve

reflejado en una mayor intensidad en la banda obtenida en el gel de electroforesis.

Fig. 5. Curva de induccién de RNA de S. aureus por cefoxitina. Carril 1. Bacteria expuesta a cefoxitina
1 hora. Carril 2. Bacteria expuesta a cefoxitina 2 horas. Carril 3. Bacteria expuesta a cefoxitina 3 horas.

Carril 4. Bacteria expuesta a cefoxitina 4 horas.
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7.4.3 Efecto de los extractos de eucalipto y larrea sobre ARN total

Parar descartar el efecto genotdxico que los extractos pudieran tener sobre el ARN de la bacteria, se
realiz6 un gel de electroforesis para comparar la integridad de este después de haber sido la bacteria
expuesta a los extractos contra el ARN de la bacteria en estado normal. Los resultados muestran que no
existe ningldn dafio en la calidad del ARN total de S. aureus después de haber sido expuesta a los
extractos de eucalipto y larrea, por lo que se procedid a trabajar con este ARN y con €l realizar el ensayo

de RT-PCR. Los resultados del efecto de los extractos sobre el ARN total se muestran en la figura 6.

Fig. 6. Efecto sobre el RNA total de los diferentes extractos sobre S. aureus. Carril 1. Bacteria expuesta

a eucalipto. Carril 2. Bacteria expuesta a larrea. Carril 3. Bacteria sin exposicion a algun extracto
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7.4.4. Deteccion del efecto de los extractos de eucalipto y larrea sobre la expresion del gen de

resistencia mecA

Para finalizar se realiz6 la técnica de RT-PCR para determinar el posible efecto que dichos extractos
pudieran tener sobre el gen de resistencia mecA. Los resultados obtenidos son mostrados en la figura
nimero 7, donde podemos observar que el extracto de eucalipto presenta una expresiéon disminuida

del gen de resistencia, mientras que con el extracto de larrea no se observa la expresion del gen.

Fig. 7. Identificacién de la expresion de mecA por RT-PCR. Carril 1, MBP. Carril 2 y 3. Bacteria expuesta a
cefoxitina. Carril 4. Control negativo. Carril 5y 6. Bacteria expuesta a larrea. Carril 7 y 8. Bacteria expuesta a

eucalipto
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8. DISCUSION

Las infecciones causadas por SARM se han incrementado a lo largo de la dltima década. La habilidad
de S. aureus de causar enfermedades puede estar dada por la produccién de un gran ndmero de enzimas,
toxinas y otras sustancias. El creciente incremento de la ocurrencia de S. aureus resistente no solo a
meticilina si no a un amplio rango de antibidticos han hecho que el tratamiento de dichas infecciones sea

cada vez mas dificil de tratar (Machado et al., 2003).

Al analizar la actividad antimicrobiana de 10 extractos de plantas en el presente trabajo, 4
mostraron actividad antimicrobiana ante los extractos de plantas a una concentracion de 100 mg/ml, el
mayor halo de inhibicién fue mostrado por el extracto de eucalipto con un didmetro de 30 mm, la
actividad antimicrobiana de este extracto asi como de aceites esenciales del mismo fue anteriormente

descrito por Bachir et al., 2012, donde reporta dicha actividad contra cepas de E. coli.

Otro de los extractos que mostré una gran actividad antimicrobiana, con respecto a los demads
extractos utilizados, fue el extracto de gobernadora (Larrea tridentata) con un halo de inhibicién de 26
mm, Martins en el 2013 reporta que la actividad antimicrobiana de los extractos de esta planta es mayor
para una gran variedad de microorganismos grampositivos y gramnegativos, con respecto a otros

extractos analizados.

El resto de los extractos que mostré actividad antimicrobiana contra SARM, fueron, Sello de oro
con un halo de inhibicién del crecimiento de 20 mm, y Schisandra con un halo de 25 mm, la Biblioteca
digital de plantas tradicionales de la Universidad Auténoma de México, describe que estas ultimas

tienen efectos antioxidantes y posiblemente antibacterianos, sin embargo los halos de inhibicion
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obtenidos en nuestro trabajo muestran que la actividad antimicrobiana de estos extractos es menor a la

del eucalipto y larrea.

En la determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias y bactericidas, se pudo
observar que los extractos de gobernadora y de eucalipto mostraron una mejor actividad antimicrobiana
al determinar que con el extracto de la gobernadora se requirié una concentracién de 0.146 mg/ml para

detener el crecimiento de SARM, y de 0.24 mg/ml para el extracto de eucalipto.

Para el extracto de salvia, se obtuvo una CMB alta de 25,000 mg/ml, contrario a lo reportado por
otros autores donde reportan que los extractos de esta planta muestran una gran actividad
antimicrobiana, y que se necesitan concentraciones bajas para inhibir el crecimiento de bacterias,

levaduras y hongos.

Los extractos con un mejor efecto antimicrobiano fueron el de la gobernadora y eucalipto ya que
con dichos extractos se obtuvieron CMB de 0.146 mg/ y 0.24 mg/ml respectivamente esto se puede
atribuir a los compuestos activos encontrados en los extractos de estas plantas, como taninos y
flavonoides, los cuales se han relacionado con la actividad antimicrobiana de diversos extractos de

plantas. (Elaissi et al., 2012).

Al evaluar el efecto que estos dos extractos pudieran tener en la regulacion del gen de resistencia
mecA, pudimos observar que a una concentracién subinhibitoria del 50% de la CMB ambos extractos no

muestran un efecto genotdxico en el material genético de la bacteria.

Al evaluar el efecto del extracto de eucalipto sobre el gen mecA podemos observar una
disminucién en la regulacion de la expresion de éste, el cual se ve reflejado en un decremento en la
intensidad de la banda obtenida a 154 pb, por otro lado con el extracto de larrea no se pudo observar la

banda de expresion caracteristica, lo que nos indica un efecto en la regulacién del gen de resistencia

36



mecA, sin embargo el nivel de regulacion se podria determinar mediante una cuantificaciéon del ARN
utilizando RT-PCR. Hasta el momento el mecanismo de accién de los extractos tanto de larrea como de
eucalipto no estd del todo comprendido, pero se cree que los flavonoides encontrados en los extractos se
unen a la pared celular bacteriana, produciendo una ruptura de ésta (Elaissi et al., 2012). Este dafio en
la pared celular podria interferir con la cadena de respiracion celular, lo cual afecta el potencial de
membrana indispensable para la captacion de varios metabolitos y la produccién de macromoléculas, lo
que lleva a una disminucion en la actividad metabdlica de la bacteria, resultando en el bloqueo de alguna
ruta metabdlica lo cual se ve reflejado en la disminucién de la expresién del gen como ocurrié con el
extracto de eucalipto y con la inhibicién por completo de la expresion de éste en el caso del extracto de

larrea, (Dzoyem et al., 2013).
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9. CONCLUSION

Los extractos de eucalipto, gobernadora, sello de oro y schisandra tienen actividad
antimicrobiana contra SARM.

Las CMB obtenidas variaron desde 0.024 mg/ml del eucalipto hasta 3.125 mg/ml de
schisandra.

La CMB mas baja se obtuvo por parte de los extractos etandlicos de eucalipto y gobernadora.
Las concentraciones subletales del 25 y 50% de la CMB de los extractos de gobernadora y
eucalipto no afectan significativamente el crecimiento de SARM.

La concentracion subletal del 50% de la CMB de los extractos de eucalipto y gobernadora, no
dafian la integridad del material genético bacteriano.

A una concentracion del 50% de la CMB del extracto de gobernadora no se observo la expresion

del gen mecA.
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