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Resumen

Pimenta racemosa var. racemosa (Myrtaceae), es una planta arbdrea de hoja perenne, conocida como Bay rum, con un
especial interés en la industria cosmética por sus aceites esenciales. En el presente estudio, se evalu6 la actividad
antimicrobiana de extractos obtenidos de diferentes partes de P. racemosa var. racemosa empleando el método de difusion
en agar con disco frente a bacterias multirresistentes de origen nosocomial Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM), Escherichia coli y Enterobacter cloacae productoras de s-lactamasa de espectro extenso, bacterias (Gram positivas
y Gram negativas) y levaduras de referencia internacional. Los extractos evaluados inhibieron el desarrollo de todas las
bacterias Gram positivas (S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y SARM), con valores de concentracion
inhibitoria minima que oscilaron entre 50 y 480 mg/mL, representando estos extractos una alternativa para la industria
farmacéutica como agente antimicrobiano frente a este grupo bacteriano. Este es el primer reporte sobre actividad
antimicrobiana de extractos de diferentes partes de esta especie vegetal colectada en Venezuela.
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Abstract

Pimenta racemosa var. racemosa (Myrtaceae) is an arboreal plant with perennial leaves known as Bay rum, with special
interest in the cosmetic industry due to its essential oils. Present investigation dealed with the antimicrobial activity evaluation
of extracts obtained from different parts of P. racemosa var. racemosa through the agar disk diffusion method against
multirresistant bacterial of nosocomial origin such as Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA), extended-
spectrum B-lactamasa (ESBL) producing Escherichia coli and Enterobacter cloacae, bacterial(Gram positive and Gram
negative) and international reference yeasts strains. The evaluated extracts caused growth inhibition of all Gram-positive
strains (S. aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212 y MRSA), with minimal inhibitory concentration values
between 50 and 480 mg/mL, representing these extracts an alternative for the pharmaceutical industry as an antimicrobial
agent against this bacterial group. This is the first report on the antimicrobial activity of extracts from different parts of this
species collected in Venezuela.
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1 Introduccién

Pimenta racemosa (Mill.) JW. Moore (figura 1),
perteneciente a la familia Myrtaceae, es un arbol tropical
de porte erguido, hoja perenne y aromatica, originaria del
noroeste de Suramérica y de las Antillas, también se puede
localizar en el sureste de Estados Unidos, Sri Lanka, este
y oeste de Africa e Indonesia (Dupont y col., 1954, Weiss,
2002, Contreras-Moreno y col., 2014a, 2016, 2020,
Contreras-Moreno, 2019); en Venezuela se conoce
comUnmente como bay rum y se puede localizar en los
estados Téachira, Mérida, Lara, Nueva Esparta, Falcon,
Sucre, Zulia y en el Distrito Capital (Hokche y col., 2008,
Contreras-Moreno y col., 2014a, 2014b, 2016, 2017, 2020,
Contreras-Moreno, 2019). Se caracteriza por presentar
cinco variedades: var. grisea (Kiaersk,) Fosberg; var.
hispaniolensis (Urb.) Landrum; var. ozua (Urb. y Ekman)
Landrum; var. terebinthina (Burret) Landrum vy var.
racemosa (Mill.) J.W. Moore (Tucker, 1991), aunque a
partir de 2012 esta Gltima variedad es considerada como
un sinénimo de Pimenta racemosa (Theplantlist 2012);
por lo que es factible reportar informacion de esta ultima
variedad por cualquiera de estos dos nombres P. racemosa
o P. racemosa var. racemosa (Contreras-Moreno, 2019).

P. racemosa ha sido utilizada principalmente por sus
esencias volatiles en la formulacién de productos
cosméticos, como colonias, lociones para después del
afeitado, tratamientos para el cabello y jabones (Weiss,
2002, Boning, 2010, Contreras-Moreno y col., 2014a,
2014b, 2016, 2017, 2020, Contreras-Moreno, 2019), sin
embargo, en la medicina tradicional, sus hojas, han sido
usadas para el tratamiento del reumatismo, dolor
abdominal, dolor de muelas, neumonia, fiebre, influenza,
foranculos infectados, escalofrios, diarrea, problemas
menstruales, problemas de menopausia, sedante y
tratamiento de la tendinitis de los cuartos traseros de los
caballos (Longuefosse y col., 1996, Garcia y col., 2004,
Lans y col., 2006, D’Angelis y col., 2014, Godinez-
Caraballo y col., 2008, Flores y col., 2014, Contreras-
Moreno, 2019).

Dentro de las actividades bioldgicas reportadas para
extractos de P. racemosa se encuentran: antiinflamatoria,
antioxidante, antibacteriana, antifingica, antinociceptiva,
citotoxicidad sobre Artemia salina y esquistomicida
(Fernéndez y col., 2001, Garcia y col., 2004, Caceres y
col., 1995, Boning, 2010, Yousif y col., 2007, Rojas-
Urdaneta y col., 2008, Ospina-Millan y col., 2009,
Hernéndez y col., 2009, Contreras-Moreno y col., 2017),
actividades que de acuerdo con la literatura consultada se
asocian a la presencia de metabolitos secundarios de tipo
flavonoide, saponina, triterpeno, esteroides, quinona,
polifenol, entre otros (Contreras-Moreno y col., 2014b,
2017).

En un estudio realizado de tamizaje fitoquimico a

extractos de diferentes partes de P. racemosa var.
racemosa, se detecto la presencia de grupos de metabolitos
secundarios con nucleos de tipo flavonoide, terpenoidal y
esteroidal, los cuales son en su mayoria compuestos
asociados en actividades antibacterianas y antifingicas
(Contreras-Moreno y col., 2014b).

Debido a las propiedades fungicidas que posee P.
racemosa, un extracto de las hojas de esta especie fue
incorporado como uno de los principios activos de
formulaciones comerciales en tratamientos antiflngicos
para las aguas de los acuarios (Boning, 2010) siendo la
formulacion PondCare® y PimaFix® ideal en el
tratamiento de infecciones causadas por las especies
Saprolegnia y Achlya (Apifishcare, 2015).

Las infecciones ocasionadas por bacterias y
levaduras cada vez toman mas importancia en el area de la
investigacién farmacéutica debido a la resistencia que
estan presentado a los farmacos que se utilizan para dichos
tratamientos, convirtiéndose en una gran amenaza para la
salud publica, ya que se reducen las alternativas frente a
infecciones causadas por patdgenos  resistentes.
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) y
enterobacterias productoras de fS-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) como Escherichia coli y Enterobacter
cloacae son los microorganismos mas frecuentes
presentes en las infecciones nosocomiales, de ahi la
necesidad de buscar nuevas alternativas en productos
naturales (Oteo y col., 2017, Contreras-Moreno y col.,
2016).

En tal sentido, en esta investigacion se reporta la
actividad antimicrobiana realizada por el método de
difusién en agar con discos, de extractos obtenidos por
maceracion en frio con alcohol isopropilico de diferentes
partes de P. racemosa var. racemosa, recolectadas en
Rubio (Venezuela) frente a diferentes bacterias
multirresistentes de origen nosocomial, bacterias y
levaduras de referencia internacional.

Fig. 1. Especie P. racemosa var. racemosa (Myrtaceae).
Foto: Billmary Zuleyma Contreras-Moreno

Revista Ciencia e Ingenieria. Vol. 42, No. 1, diciembre-marzo, 2021



Actividad antimicrobiana de extractos de Pimenta...

2 Materiales y Métodos

2.1 Material Vegetal

Las hojas (H), frutos (F), tallos finos (TF), tallos
gruesos (TG), corteza (C) y raiz (R) de Pimenta racemosa
var. racemosa fueron colectados cerca del Sector “Los
Corredores de la Palmita”, del Municipio Junin, en la
ciudad de Rubio, ubicada en el suroeste del Estado
Téachira, Venezuela, a una altitud de 859 m.s.n.m.
Longitud oeste: 72°21, Latitud norte: 7°42, en abril del
2012. La identificacion botanica de la especie fue
realizada por el Dr. Leslie R. Landrum, Curador del
Herbario de Ciencias de La Vida, Escuela de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Estatal de Arizona, USA,
Los ejemplares colectados en campo estan resguardados
en USA en el Herbario ASU de la Universidad Estatal de
Arizona (codigo ASU0075448) y en Venezuela en el
Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis
de la Universidad de Los Andes (codigo BC-01).

2.2 Reactivos

Agar Miueller-Hinton, Caldo Mduieller-Hinton y agar
Sabouraud Dextrosa de BBL™ (BD, Maryland, USA);
Cloruro de Sodio de Riedel-de-Haén (Hannover,
Alemania); Dimetilsulféxido de Sigma-Aldrich Chemical
Co. (St. Louis, MO, USA); Glucosa de Merck (Darmstadt,
Alemania); azul de metileno del Laboratorio Quimico
Lab-Line C.A. (Barquisimeto, Venezuela) y agua
destilada.

2.3 Extractos vegetales

Los extractos de diferentes partes de P. racemosa var.
racemosa fueron obtenidos a temperatura ambiente por
maceracion en frio con alcohol isopropilico del material
vegetal colectado en la ciudad de Rubio (Venezuela) en
abril del 2012, los rendimientos, metodologias de
maceracion y extraccién, y analisis de metabolitos
secundarios presentes en estos extractos fueron reportados
previamente por Contreras-Moreno y col., (2014b).

2.4 Antibidticos y fungicidas

Trimetoprin-Sulfametoxazol® 10 ug, BBL™;
Vancomicina® 30 pg, BBL™; Gentamicina® 10 pg,
BBL™; Aztreonam® 30 pg, BBL™; Cefepima® 30 pg,
BBL™; Fluconazol® 100 pg, Liofilchem-Roseto-Italy;
Vorcum® 200 mg (400 pg/mL Voriconazol), Pfizer.

2.5 Bacterias y levaduras:

Se emplearon los siguientes microorganismos de
referencia internacional: Staphylococcus aureus (ATCC
25923) Enterococcus faecalis (ATCC  29212),
Escherichia coli(ATCC 25922), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 23357), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853), Candida albicans (CDC-B385), Candida krusei
(ATCC 6258) actualmente Pichia kudriavzevii (Borman,

Fraser y Jhonson, 2020); y tres bacterias aisladas de
pacientes con infecciones nosocomiales, hospitalizados en
el Servicio de Neonatologia (P28), del Instituto Auténomo
del Hospital Universitario de Los Andes (Mérida,
Venezuela), Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM) (525), Escherichia coli productora de p-
lactamasa de espectro extenso (BLEE) (7532) vy
Enterobacter cloacae productora de BLEE (10221).

2.6 Método antimicrobiano

La actividad antimicrobiana se realizé de acuerdo al
método de difusion en agar con discos descrita por
Velasco y col., (2005), Contreras-Moreno y col., (2016),
la actividad antifungica se realiz6 de acuerdo al método de
difusién en agar con discos descrita por Contreras-Moreno
y col., 2016.

Los controles positivos empleados en los ensayos
fueron discos estandar del antibiético de referencia y del
antifingico de referencia correspondiente a cada
microorganismo ensayado (Tabla 1), a excepcion del
antifungico Vorcum®, debido a que al no encontrarse
disponible en discos estdndar, sino en presentacion
inyectable, se prepar6é una solucién que contuviera 400
pg/mL de Voriconazol y a partir de dicha solucion se
impregnaron discos de papel de filtro (de 2mm de grosor
por 6 mm de didmetro) con 20 pL. Como control negativo
se utilizaron discos saturados con el solvente de extraccion
de los extractos (alcohol isopropilico) para chequear la
posible actividad de este solvente contra los
microorganismos ensayados.

Para estos dos ensayos, el medio de cultivo inoculado
con el extracto se preincubé durante 18 horas a 4°C y luego
se incubaron a 37°C durante 24 horas. La lectura de los
halos de inhibicién se realiz6 pasado el tiempo de
incubacidon, midiendo el diametro de la zona de inhibicion
alrededor del disco, los resultados se expresaron en mm.

La Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del
extracto se determind sdlo frente a los microorganismos
donde se observd zonas de inhibicién. Para la
determinacion de la CIM se prepararon diluciones del
extracto en alcohol isopropilico en un rango de
concentracion de 5-500 mg/mL, Los discos de papel de
filtro se impregnaron con 20 pL de cada dilucion de
extracto. La CIM se define como la concentracion méas
baja capaz de inhibir el crecimiento bacteriano visible
(CLSI 2013, Contreras-Moreno y col., 2016). Los ensayos
se realizaron por duplicado.

3 Resultados y Discusion

En la Tabla 1 se describen los resultados obtenidos de
la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los
extractos (H, F, TF, TG, Cy R) obtenidos de P. racemosa
var. racemosa frente a los microorganismos de referencia
internacional y aislados clinicos bacterianos de origen
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nosocomial.

Los extractos mostraron solo actividad antibacteriana
frente a los microorganismos Gram positivos, con total
inhibicion de S. aureus, y casi todos inhibieron el
desarrollo de E. faecalis excepto el extracto de raiz, el
mismo mostrd reducida actividad inhibitoria con halos de
inhibicion de 7 mm vy valores de CIM mas elevados 480-
490 mg/mL. El comportamiento del extracto de los frutos
fue similar con valores de CIM 350-480. Siendo mas
activos los extractos de hojas, tallos finos, tallos gruesos y

corteza con rangos de CIM de 50-100 mg/mL para S.
aureus y de 75-225 mg/mL para E. faecalis.

Estos resultados se semejan en la actividad
antibacteriana reportada por Contreras-Moreno y col.,
(2016), quienes evaluaron la actividad antimicrobiana de
los aceites esenciales obtenidos de P. racemosa var.
racemosa, pero difieren en la actividad antimicotica, es
posible que los metabolitos secundarios responsables de la
capacidad de inhibicién de las especies de Candida se
encuentren solo en el aceite esencial.

Tabla 1. Actividad antimicrobiana de extractos de P. racemosa var. racemosa

Zona de inhibicién (mm)* CIM (mg/mL)
Microorganismos H E 1w | T6 c R ;C):(?sri];[ir\?ol H E TF | TG C R
S. aureus (ATCC 25923) 16% | 8% | 17 | 14* | 14% | 7* SXT | 42 | 75 | 480 | 50 | 50 | 50 | 490
E. faecalis (ATCC 29212) o | 9* | 13* | 12 | 12 | NA VA 24 | 225 | 350 | 75 | 100 | 180 | NE
E. coli (ATCC 25922) NA| NA | NA | NA | NA | NA | GM 30 | NE | NE | NE | NE | NE | NE
K. pneumoniae (ATCC 23357) |NA| NA | NA | NA | NA | NA | AzT | 42 | NE | NE | NE | NE | NE | NE
P. aeruginosa (ATCC 27853) | NA| NA | NA | NA [ NA | NA | CEF | 35* | NE | NE | NE | NE | NE | NE
SARM (N° 525) 16% | 10* | 15% | 14* | 13* | 7* - - | 100 | 350 | 50 | 50 | 75 | 480
E. coli BLEE (N° 7532) NA| NA | NA | NA | NA | NA - - NE | NE | NE | NE | NE | NE
E.cloacae BLEE (N°10221) |NA| NA | NA | NA | NA | NA - - NE | NE | NE | NE | NE | NE
C. albicans (CDC-B385) NA| NA | NA | NA | NA | NA | FLUC | 32* | NE | NE | NE | NE | NE | NE
actuglhfgﬁf:;,gﬁ;g&gifgzevii NA| NA | NA | NA | NA | NA | VOR | 30* | NE | NE | NE | NE | NE | NE

Zona de inhibicién (mm)*: discos de 6mm de didmetro, NA: No activo, NE: No ensayado, SXT: Trimetoprim-Sulfametoxazol®, VA: Vancomicina®, GM:
Gentamicina®, AZT: Aztreonam®, CEF: Cefepima®, FLUC: Fluconazol®, VOR: Vorcum®, SARM: S. aureus resistente a Meticilina, BLEE:
Betalactamasa de espectro extendido, CIM: Concentracion Inhibitoria Minima, H: extracto isopropandlico de hojas, F: extracto isopropandlico de frutos, TF:
extracto isopropandlico de tallos finos, TG: extracto isopropandlico de tallos gruesos, C: extracto isopropandlico de corteza y R: extracto isopropandlico de

raiz. 500 mg/mL.: concentracion inicial del ensayo.

Al comparar la actividad antimicrobiana de todos los
extractos evaluados, el extracto de TF de P. racemosa var.
racemosa mostr6 los valores de CIM mas bajos de 50 a
75 mg/mL frente a las bacterias Gram positivas.

La actividad antibacteriana observada solo frente a las
bacterias Gram positivas sugiere que el efecto bactericida
podria estar relacionado con la capa de peptidoglicano en
la pared celular, que es de mayor tamafio en este grupo
bacteriano. Esta interaccion podria estar dada de diversas
formas: afectando su estructura por una fuga de
componentes citoplasmaticos, al favorecer la entrada de
materiales tdxicos, por la inhibicion enzimatica a través de
la formacion de complejos con proteinas extracelulares y
proteinas solubles, por la coagulacién de las proteinas de
la pared celular o por una interaccion con las adhesinas
(Araujo y col., 2008, Alabi y col., 2012).

Aungue el mecanismo de accion bactericida de los
extractos no est4 plenamente descrito debido a la compleja
mezcla de sustancias quimicas que ellos poseen, esta
actividad podria atribuirse a uno o varios de los

metabolitos secundarios revelados en el tamizaje
fitoquimico realizado por Contreras-Moreno y col.,
(2014b), tales como flavonoides, fenoles, triterpenos,
saponinas, entre otros, compuestos a los cuales ya se les
ha descrito actividad antimicrobiana (Araujo y Salas.,
2008, Paula y col., 2010, Alabi y col., 2012). En la
literatura, algunos investigadores reportan que el modo de
accion de los agentes antimicrobianos depende no solo del
tipo de microorganismo, sino también de la estructura de
la pared celular y la disposicion de la membrana externa
(Kalemba y col., 2003).

Este estudio tiene gran relevancia ya que comprueba
cientificamente el uso popular que le dan las personas a
esta especie vegetal (P. racemosa var. racemosa) en el
tratamiento de infecciones en la piel como abscesos,
impétigo, furinculos entre otras, cuya etiologia est4 dada
principalmente por S. aureus (Bartolomé y Solvez, 2020).

Es preciso destacar que, no existen reportes previos de
actividad antibacteriana o antifingica de extractos
obtenidos de la especie P. racemosa var. racemosa, pero
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si hay evidencia de estas actividades en aceites esenciales
extraidos de esta especie y en extractos de otras especies
pertenecientes al género Pimenta.

Al respecto, Paula y col., (2012) reportaron que el
extracto etandlico de las hojas de P. pseudocaryophyllus
del quimiotipo (E)-metilisoeugenol fue activo contra las
cepas bacterianas S. aureus, Staphylococcus epidermis,
Micrococcus luteus, Micrococcus roseus, Bacillus cereus,
Bacillus atrophaes, Salmonella spp., P. aeruginosa con
CIM de 1000 pg/mL y frente a las levaduras C. albicans,
Candida parasilopsis y Criptococcus neoformans var.
neoformans con CIM de 125, 62,5 y 15,6 pg/mL,
respectivamente. En este sentido, Sandigawad (2010)
publicé que el extracto metandlico de la corteza de
Pimenta dioica fue activo frente a S. aureus, P.
aeruginosa, Vibrio cholerae, Salmonella Typhi, B. subtilis
con CIM de 1000, 2000, 1000, 500 y 500 pg/mL,
respectivamente.

Un hallazgo importante de este estudio fue la
capacidad de todos los extractos ensayados de P.
racemosa var. racemosa frente a SARM (Tabla 1), estos
productos podrian utilizarse como una alternativa a los
antimicrobianos comerciales para tratar infecciones
ocasionadas por estas bacterias consideradas importantes
patégenos de infecciones de piel y tejidos blandos,
neumonias, entre otras. Se requieren estudios
complementarios para evaluar su toxicidad y modelos
animales que permitan establecer su eficacia In Vivo como
posibles agentes antimicrobiano

4 Conclusiones

Los extractos evaluados de P. racemosa var. racemosa
por el método de difusion en agar con discos revelaron
actividad antibacteriana frente a S. aureus, E. faecalis y
SARM lo que sugiere explotar el potencial de los
metabolitos secundarios presentes en dichos extractos ya
que podrian utilizarse como una alternativa a los
antimicrobianos comerciales para tratar infecciones
ocasionadas por bacterias patégenas incluyendo las del
tipo multirresistentes. De acuerdo a la literatura
consultada, no hay reportes que describan la actividad
antimicrobiana de extractos de diferentes partes de P.
racemosa var. racemosa frente a los microorganismos
ensayados.
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