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Resumen

Las plantas son una valiosa fuente de productos bioactivos con potencial uso como
antimicrobianos naturales. El propdsito de este estudio fue evaluar la actividad inhibitoria de
tres especies de Acacia frente a bacterias Gram positivas. Se determind la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y la concentracion bactericida minima (CBM) de A. aroma, A. caven
y A. furcatispina mediante el método de microdilucién en placa (CLSI) en caldo tripticasa
suplementado con 0,01% de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio como indicador visual de
crecimiento de L. monocytogenes y S. aureus. Se ensayaron combinaciones de extractos
1:1 para potenciar la actividad antibacteriana de los extractos que mostraron baja actividad.
La CIM de la mezcla se compar6 con las CIM de cada extracto por separado para obtener el
indice de concentracion inhibidora fraccional (CIF). Las especies de Acacia ensayadas
mostraron efecto inhibitorio en concentraciones que variaron entre 0,312 y 20 mg/ml. El
extracto acuoso de A. aroma mostré la mayor actividad frente a cepas de Listeria y
Staphylococcus (0,625 y 0,312 mg/ml respectivamente). A. caven y A. furcatispina
presentaron menor actividad antibacteriana (valores entre 2,5 y 20 mg/ml). El resultado de la
mezcla de ambas Acacia disminuyd a la mitad la concentracion inhibitoria por un efecto
aditivo (CIF= 0,75).Se determinaron valores bactericidas (CBM) 2 a 5 veces mayores a la
CIM. Otros estudios determinaron ausencia de actividad citotéxica y/o genotéxica para estas
especies vegetales por lo que podemos concluir que el potencial de las propiedades
bioldgicas e inocuidad de estas plantas naturales de nuestra region, muestran resultados

alentadores para actividad anti-Listeria y anti-Staphylococcus.
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Introduccién

La resistencia de las bacterias a los antibioticos es un problema de salud pablica mundial
gue esta en aumento (Mahmoud et al.,, 2016). Entre los factores que contribuyen al
desarrollo de la resistencia se incluyen el diagndstico erréneo, prescripciones innecesarias y
el uso indebido de antibiticos por parte de los pacientes (Baos et al.,, 2006). En este
sentido, la busqueda de agentes antimicrobianos alternativos con nuevas propiedades
farmacéuticas a partir de fuentes naturales es el creciente interés de los investigadores.
Ademés, la tendencia promueve globalmente el uso declinante de aditivos sintéticos o
productos con un impacto ambiental significativo a través del desarrollo de nuevos
compuestos con actividades biolégicas seguras de fuentes naturales que ofrecen
alternativas efectivas y prometedoras, inocuas para los humanos y el medioambiente.
Plantas y compuestos de derivados quimicos podrian ser utilizados como agentes
antibacterianos prometedores. Muchos fitoquimicos tienen actividad antioxidante y
antibacteriana beneficiosa para la salud humana (Tan et al., 2015). Este problema mundial
del desarrollo de resistencia microbiana a los antibiéticos disponibles, ha llevado a los
autores a investigar el actividad antimicrobiana de plantas medicinales (Scrinivasan et al.,
2001; Kumarasamy et al., 2002; Ali et al.,, 2001; Masika y Afolayan, 2002; Hamill et al.,
2003).

Las infecciones bacterianas producidas por Staphylococcus aureus resultan dificiles de
tratar. Este es un gran patbgeno humano que esta involucrado en una gran variedad de
infecciones, pudiendo causar infecciones graves como bacteriemia, neumonia, endocarditis
aguda, meningitis, osteomielitis, sindrome de toxicidad y malestares invasivos (Honeyman et
al., 2002; Saliba et al., 2003; Herwalt, 2003; Valencia et al., 2004) . La aparicion de cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM), primeramente en cepas
hospitalarias y de modo mas reciente en cepas de la comunidad (SARM-AC) dej6 a la
vancomicina como el antibiético de ultimo recurso contra patdégenos grampositivos. Sin
embargo, ya se ha informado la emergencia de cepas con sensibilidad disminuida a la
vancomicina (VISA y h-VISA) (Howden et al.,, 2010; Holmes et al., 2012) y el hallazgo
reciente de los primeros casos de S. aureus resistente a vancomicina (SARV) dificultan la
terapia (Rossi et al., 2014; Chang et al., 2003). A este panorama de resistencia a los
antimicrobianos por transferencia genética o mutaciones se le asocia la produccién de
biopeliculas o biofilms, lo que significa una barrera para un correcto control de la
proliferacion de microorganismos. Mas del 60% de las infecciones microbianas son
causadas por especies productoras de biofilm (Lasa et al., 2005; Donlan et al., 2001), entre

ellas, ademas de Staphylococcus aureus, se encuentra Listeria monocytogenes, otro
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patégeno Gram positivo que puede causar listeriosis y otras infecciones severas como

meningitis, meningoencefalitis y bacteriemias graves.

La flora argentina presenta una gran diversidad de especies que se utilizan con fines
comerciales, entre ellas las mas requeridas son las plantas aromaticas y medicinales
(Ordofiez et al., 2006; Barboza et al., 2009). Especies del género Acacia son plantas
utilizadas en medicina folclérica en el tratamiento de trastornos gastrointestinales, como
antisépticos o para la cicatrizacién de heridas (Del Vitto et al., 1997). La corteza, flores,
hojas, vainas, semillas y raices de Acacia se usan tradicionalmente para el tratamiento de
varias dolencias por muchas culturas (Bargali, 2009; Agunu et al., 2005; Lassak et al., 2011).
Sus especies son una fuente rica de compuestos bioactivos que incluyen fenoles, alcaloides,
saponinas, terpenoides, esteroles, polisacaridos, aminoacidos no proteicos, acidos grasos, y
acidos orgéanicos diversos. (Seigler, 2003; Wink et al., 2013). El género Acacia pertenece a
la familia Fabaceae y comprende aproximadamente 1450 especies (Luckow, 2005) de los
cuales veintiuno son nativos de Argentina (Cialdella, 1997). Tres especies nativas de la
provincia de San Luis: A. aroma, A. caven y A. furcatispina son usadas en la medicina
folclérica como agentes astringentes y antisépticos. Sin embargo, son pocos los estudios

relacionados a su actividad antibacteriana.

Objetivo
El proposito de este estudio fue evaluar la actividad inhibitoria de tres especies de Acacia: A.
aroma, A. caven y A. furcatispina frente a bacterias Gram positivas: Listeria monocytogenes

y Staphylococcus aureus, y determinar el efecto de sus combinaciones.

Materiales y Métodos

Material vegetal

El material vegetal fue recolectado en el norte de la provincia de San Luis, Argentina. Se
trabajé con la parte aérea (hojas) de A. aroma, A. caven y A. furcatispina. Las muestras
fueron depositadas en el herbario de la Universidad Nacional de San Luis (UNSL). Las
mismas fueron secadas en horno de flujo de aire a no mas de 50°C y triturada en molinos de

cuchillas hasta granulometria fina.

Preparacion de extractos acuosos

Las decocciones se prepararon de acuerdo con la Farmacopea Argentina (1978). El material

seco Yy en polvo se hirvié con agua durante 20 minutos, luego fue enfriado y filtrado.
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Microorganismos y medios de cultivo

En este estudio se utilizaron las cepas de referencia: Staphylococcus aureus ATCC 25923 y
Listeria monocytogenes CLIP 74904. Las mismas fueron mantenidas en caldo cerebro-
corazén, que contiene un 20% de glicerol a -80°C hasta su uso. Los inéculos se prepararon
ajustando la turbidez de la suspension para que coincida con el 0,5 de Mc Farland.

Ensayo de microdilucién en placa

La Concentracién inhibitoria minima (CIM) de los extractos se determind por el método de
microdilucion en placa segun el método de la CLSI (2017). Se utiliz6 placa de 96 pocillos
fondo plano, colocando 95 pl de caldo tripticasa soya (Britania, Argentina) pH 7.2
suplementado con 0,01 % de cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolium como indicador visual de
crecimiento, 5 pl del inéculo bacteriano (10° ufc/ml) y 100 pl de las diluciones de los
extractos, con un volumen final de 200 uL por pocillo. Se parti6 de una concentracion de 20
mg/ml y se realizaron sucesivas diluciones seriadas de dos en dos, obteniendo asi
concentraciones de 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 y 0,312 mg/ml. Se realizé la experiencia por
duplicado. La placa fue incubada a 37°C durante 24 h. Se incluyeron controles de medio, de
cepas y de extractos. Se realizd una observacion visual del cambio de color, donde el color

rojo indico presencia de crecimiento.

Concentracion inhibitoria minima (CIM) y Concentracion bactericida minima (CBM)

La CIM se definib6 como la menor concentracidbn de extracto que inhibid el crecimiento
bacteriano. Los pocillos que mostraron inhibicibn de crecimiento se sometieron a un
subcultivo en placa para evaluar el crecimiento bacteriano. Asi, luego de la determinacion de
la CIM se determind la CBM por transferencia de una alicuota de 10 pl a placas conteniendo
agar tripticasa soja. Las placas fueron incubadas en las mismas condiciones que en la
determinacion de la CIM. La presencia o ausencia de desarrollo bacteriano se determiné por
inspeccion visual. La CBM se definié como la menor concentracion que mostré ausencia de

crecimiento bacteriano luego de 24 h de incubacién a 37°C.

Concentracioén inhibitoria fraccional (CIF)

En placas de 96 pocillos se colocaron 95 pul de caldo nutritivo, 5 ul del in6culo bacteriano y
100 pL de la mezcla 1:1 de cada extracto a ensayar. Se determiné el efecto de tres
combinaciones de los extractos evaluados por separado. Controles de medio de cultivo,
cepas y extractos se incluyeron en el experimento. Las placas se incubaron a 37° C durante
24 h. Los ensayos se realizaron por duplicado. Valores de CIM se determinaron para cada

una de estas combinaciones. El valor de CIM de cada mezcla se comparé con el valor CIM
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de cada extracto por separado para obtener la concentracion inhibidora fraccional (CIF). El

valor CIF se calcul6 como CIF; + CIF::

CIM; combinacidn CIM, combinacion
CIF, — CIF, —

CIM; solo CIM; solo

donde "1"y "2" representan los diferentes extractos de las combinaciones probadas.
Los resultados se interpretaron como: sinergismo (CIF< 0,5), adicion (0,5 < CIF < 1),

indiferencia (1 <CIF <4) o antagonismo (CIF> 4).

Resultados y Discusién

La actividad antibacteriana de los extractos acuosos de las especies de Acacia fue
ensayada en condiciones in vitro por el método de microdiluciéon en placa contra cepas de
Listeria y Staphylococcus. Los resultados de CIM, CBM y CIF se observan en la Tabla 1.
Las tres especies de Acacia: A. aroma, A. caven y A. furcatispina mostraron efecto
inhibitorio en concentraciones que variaron entre 0,312 y 20 mg/ml. El extracto acuoso de A.
aroma mostro la mayor actividad frente a cepas de Listeria y Staphylococcus (0,625 y 0,312
mg/ml respectivamente). A. caven y A. furcatispina presentaron menor actividad
antibacteriana (valores entre 2,5 y 20 mg/ml). El resultado de la mezcla de ambas Acacia
disminuyé a la mitad la concentracion inhibitoria por un efecto aditivo (CIF= 0,75). Se

determinaron valores bactericidas (CBM) 2 a 5 veces mayores a la CIM.

Tabla 1. Valores minimos de concentracion inhibitoria (CIM) y bactericida (CBM) de A.
aroma, A. caven y A. furcatispina frente a bacterias grampositivas. Concentracion inhibitoria

fraccional (CIF) para A. caven y A. furcatispina combinadas.

A. aroma A. caven A. furcatispina A+B
(A) (B)
CIM/CBM (mg/ml) CIM/CBM (mg/ml) CIM/CBM (mg/ml) CIF
L. 0,312/5 10/20 20/20 0,75
monocytogenes (Efecto aditivo)
S. aureus 0,625/1,250 2,5/2,5 5/10 0,75

(Efecto aditivo)

La actividad bioldgica de las plantas medicinales reflejan el efecto de sus componentes
fitoquimicos. Estudios fitoquimicos previos de estas plantas revelan la presencia de

carbohidratos, taninas, flavonoides, saponinas y alcaloides (Martinez et al., 2014). En este
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sentido, serian algunos de estos compuestos los responsables de la actividad anti-Listeria y

anti-Staphylococcus demostrada. En nuestro laboratorio, estudios previos reportaron
actividad antimicrobiana de flavonoides y sapogeninas presentes en plantas regionales
contra S. aureus (Praveen et al.,, 2012 ; Alcaraz et al., 2012). Ademas, otros estudios
determinaron ausencia de actividad citotdxica y/o genotoxica para estas especies vegetales,
mostrando el potencial de las propiedades bioldgicas e inocuidad de estas plantas naturales
de nuestra regién (Mohamed et al., 2016).

Por otro lado, el efecto aditivo encontrado entre las especies A. caven y A. furcatispina es de
destacar, ya que su efecto inhibitorio resulta mas efectivo que el observado por separado y
podrian utilizarse combinaciones de estos extractos para disefiar nuevos antimicrobianos.
Segun la bibliografia, no hay abundante informacion cientifica sobre la actividad
antibacteriana de las plantas utilizadas en el presente estudio, por lo tanto, nuestros
resultados apoyan el uso popular de estas plantas para el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

Conclusiones

A partir del estudio presentado, se puede concluir que las plantas medicinales seleccionadas
pertenecientes al género Acacia: A. aroma, A. caven y A. furcatispina tienen potencial para
inhibir a los antimicrobianos, en particular se demostré su actividad anti-Listeria y anti-
Staphylococcus. Por lo tanto, este estudio permitiria el desarrollo de compuestos
biolégicamente activos que puedan emplearse en la formulacibn de nuevos antibiéticos
antimicrobianos como alternativa frente al problema de resistencia antimicrobiana que se

observa a nivel mundial.
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