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INTRODUCCION

Actualmente existe una enorme y grave problematica causada por el aumento de la resistencia de
microrganismos a los tratamientos antimicrobianos, como resultado, los medicamentos se vuelven ineficaces y

las infecciones persisten en el organismo, lo que incrementa el riesgo de propagacion a otras personas (OMS,
2016).
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibioticos es hoy una de las mayores amenazas para la salud mundial,

la seguridad alimentaria y el desarrollo, entre los multiples problemas que puede causar se
encuentran (OMS, 2016).
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INTRODUCCION

Entre los microorganismos resistentes con una distribucion mas amplia y que representan un serio
problema de salud por ser importantes agentes etiologicos de infecciones el tracto urogenital y
gastrointestinal se encuentran los siguientes (OMS, 2017).

Enterobacterias no encapsulada E. coli;

Enterobacteria encapsulada K. pneumoniae

Cocos grampositivos S. aureus

No enterobacteria P. aeruginosa
Parasitos Entamoeba histolytica
Hongos C. albicans



INTRODUCCION

La mayoria de los paises a nivel mundial no garantizan el 100% de cobertura médica a su poblacion
apoyados por la OMS se buscan alternativas basadas en la medicina tradicional y complementaria
(MTC) de tratamientos para distintas enfermedades, incluidas las ocasionadas por microrganismos

patdgenos, principalmente aquellos que muestran resistencia a los medicamentos de primera
eleccion (OMS, 2013).
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INTRODUCCION

En la Huasteca Potosina las plantas medicinales constituyen uno de los principales recursos
terapéuticos tanto en el medio rural como en el suburbano, entre ellas Costus pulverulentus
destaca como una importante alternativa de tratamiento, lo anterior derivado del uso
etnofarmacologico que se le da a la planta para el tratamiento de infecciones del sistema urinario
y gastrointestinal. Sin, embargo es necesario validar mediante metodologias cientificas las
propiedades terapéuticas de la planta, asi como conocer el principio activo de esta planta
(Alonso-Castro et al., 2019)



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano sobre bacterias de
importancia clinica del extracto etandlico completo vy

fracciones organicas obtenidas Costus pulverulentus
(Costaceae).




HIPOTESIS

Costus pulverulentus es una planta de interés farmacologico que contiene metabolitos
bioactivos en su tallo los cuales poseen actividad antimicrobiana contra bacterias de
interés clinico.




METODOLOGIA
PROCESAMIENTO DE LA PLANTA
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METODOLOGIA

FRACCIONAMIENTO PRIMARIO

~—— 5 50 mL Hexano

residuo

50 mL cloroformo

residuo 50 mL ac. De etilo

residuo
50 mL acetona

residuo

50 mL etanol
residuo 50 mL metanol

\ 4 v i 3
| residuo 1

Extracto completo
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METODOLOGIA

CROMATOGRAFIA EN COLUMNA CROMATOGRAFIA CG-EM
Acetato de o/

etilo 1

(ml) 1
100 0 0
90 10 0
80 20 0.1
70 30 0.2

q
60 40 0.3
50 50 0.4
40 60 0.5
30 70 0.6
20 80 0.7
60 m x 250 um x 0.25 um

10 20 o Helio como gas acarreador a una velocidad de flujo
0 100 0.9 constante de 1 ml/min.

ﬁ
Sistemas 100 mL, recolecciéon de fracciones de 50 mL.

Velocidad 1 gota/segundo
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METODOLOGIA
PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA
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Preinoculo de bacterias
seleccionadas

Caldo Muller-Hinton

18 hrs, 37 ° C

Cromobacterium violaceum

Caldo LB 20 mL + 10 pL Kanamicina
100 pg/mL

24 hrs, 37°C

Bacterias Gram positivas
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus aureus ATCC 29213
S. aureus OxR,

Enterococcus faecalis,

Bacillus sp.

Bacterias Gram negativas

Escherichia coli ATCC 15597
Pseudomonas aeruginosa ATCC 30298
Klebsiella pneumoniae ATCC 22895
Aeromonas hydrophila,

Proteus mirabilis,

Citrobacter freundir,
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METODOLOGIA
PRUEBA DE DIFUSION EN DISCO

i . Preindculo de bacterias
= seleccionadas

—30— Caldo Miller-Hinton

= 18hrs,37°C

Identificacion numérica de
cada uno de los extractos
fracciones probadas.

50—

Siembra en césped

Agar Miller-Hinton 4 mm espesor
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10 pL (Concentracion necesaria para 10 y 30 pg de
la fraccion o extracto) en el disco correspondiente
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METODOLOGIA
PRUEBA ANTIQUORUM SENSING
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METODOLOGIA

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA
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METODOLOGIA
PRUEBA DE TOXICIDAD AGUDA

Nauplios de tercer instar A. salina
Agua de mar sintética
Concentraciones de E.E, Fraccidon metandlica y Fraccion 8.
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Determinacion de la actividad antimicrobiana del Extracto Etanolico (E.E.) de Costus pulverulentus

Halo de inhibicion (mm)

Microorganismo - -
Escherichia coli 0 20
Klebsiella pneumoniae 20
Aeromonas hydrophila 0 19
Enterococcus faecalis 710 15
Bacillus sp. 160.06 19

Efecto del E.E. de C. pulverulentus contra A) Bacillus sp., B) E.
faecalis, C) E. coli, D) K. pneumoniae.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Presencia acidos organicos y
esteroles

Actividad antinociceptiva,
antiinflamatoria, antiproliferativa
y antimicrobiana

Huasteca Potosina

Afeccion coloquialmente
denominada “mal de orin”,

E. faecalis y Bacillus sp. presentan
moderada sensibilidad al E.E. de
C. pulverulentus

Bacterias Gram negativas son
resistentes a las dosis evaluadas
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RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la Actividad anti-Quorum Sensing del E.E. de Costus pulverulentus

Los resultados obtenidos muestran que
la produccidn de violaceina no se afecta
en presencia del E.E., indicando que el
extracto de C. pulverulentus no posee
compuestos anti-QS. Sin embargo, el
E.E. posee efecto inhibidor de
crecimiento a una dosis de 10 pg/disco
generando un halo de inhibicion de 12
mm en la placa inoculada con C.
violaceum

Efecto del E.E. contra C. violaceum CV026. Todas las pruebas se
hicieron por triplicado
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RESULTADOS

La caracterizacion quimica del extracto muestra la presencia de carbohidratos, acidos organicos y
esteroles, de manera similar a lo reportado previamente (Alonso-Castro et al. 2016). Entre los acidos
organicos se identificaron compuestos fendlicos, a los cuales se ha atribuido actividad antimicrobiana

(Creus, 2004).

Para determinar el o los metabolitos bioactivos, responsables del efecto antimicrobiano, se realizo el
fraccionamiento del E.E. de C. pulverulentus

m L m
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RESULTADQOS

Fraccionamiento del extracto etanadlico de C. pulverulentus
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Fracciones organicas del extracto etandlico de C. pulverulentus. A) Hexano, B)
Cloroformo, C) Acetato de Etilo, D) Acetona, E) Etanol, F) Metanol.

j’i o M

Fraccion Peso Rendimiento %
Hexanica 0.4651 g 0.4651 %
Cloroformica 0.0180¢g 0.0180 %
AcoEt 0.0090 g 0.0090 %
Acetona 0.0128 g 0.0128 %
Etandlica 0.1294 g 0.1294 %
Metandlica 0.3054 g 0.3054 %
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RESULTADOS

Actividad antimicrobiana de las Fracciones organicas obtenidas a partir del E.E.

Fraccion / Inhibicion (mm) -
Bacteria

CH,Cl AcoET Acet EtOH MeOH Control

Escherichia coli 0 0 0 0 0 0 20
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 0 0 20
Aeromonas hydrophila 0 0 0 0 0 0 20
Enterococcus faecalis 0 0 0 0 7 6 15
Bacillus sp. 0 0 0 0 8 15+0.5 19
Chromobacterium violaceum 0 0 0 0 0 12 0
CV026

Control (Kanamicina) Inhibicién dependiente de la bacteria seglin estandares internacionales (BSAC, 2013).

A) Bacillus sp. B) Enterococcus faecalis C) C.
violaceum CV026 d) C. violaceum CV026.
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*Actividad E. faecalis, Bacillus sp. y C. violaceum CV026: Los resultados obtenidos sugieren que los compuestos bioactivos
son de naturaleza polar



RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad antimicrobiana de las Fracciones (F1-F32)

Efecto de la F8 en el desarrollo de A) Bacillus sp. (inhibicion 18 + 0 mm) y B) C.
violaceum CV026 inhibicion 8 £ 0 mm.
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RESULTADOS

Actividad antimicrobiana contra microorganismos de importancia clinica

Bacteria representativa m

F8 mm Km*
Staphylococcus aureus ATCC 29213 18 19
Staphyl OxR 18 19
Cocos Gram-positivo aphylococcs gurets LX
(Het)
Staphylococcus epidermidis 0 25
Escherichia coli ATCC 15597 0 20
Enterobacteria Escherichia coli BLEE + 0 20
No encapsulada
Escherichia coli BLEE - 0 20

Enterobacteria encapsulada Klebsiella pneumoniae ATCC 22895 0 20
. Pseudomonas aeruginosa ATCC 30298 0 22
No enterobacteria



RESULTADOS

Efecto inhibitorio de la fracciéon 8

A

A) S. aureus ATCC 29213y B) S. aureus oxacilina resistente (susceptibilidad hetereogénea.
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RESULTADQOS

Extracto completo

Actividad contra C.
violaceum CV026 y
Bacillus sp.

Fraccionamiento por
diferencia de polaridad
(6 fracciones)

Fraccion Metanolica

Conserva actividad

Fraccion metanolica

Cromatografia en columna

32 fracciones

Fraccion 8

actividad biocida contra
Bacillus sp.




RESULTADQOS

Analisis y caracterizacion de la F8

El analisis del cromatograma revelo la presencia de 16 picos, de los cuales 13 picos (81.25 %) corresponden a acidos
organicos, 2 (12.5 %) no fueron identificados en la biblioteca NIST y 1 (6.25 %) identificado como glicerol

TR Area AR % | Compuesto TR Area AR % | Compuesto

12.47 182229996 3.18 | Acido Léctico 22.93 72596375 1.27 | Acido 3.4-Dihidroxi butanoico
12.89 40836550 0.87 | Acido hidroxiacético 2432 55011250 0.98 | Acido Malico

18.86 2194509791 38.33 | Glicerol 27.25 88872730 1.55 | Acido p-Hidroxi benzoico
19.39 32683803 0.57 | Acido Maleico 30.38 1158551128 20.24 | Acido Vanilico

19.64 344369982 6.02 | Acido Succinico 30.81 101690192 1.78 | Acido p-Cumérico isémero 1
20.20 53085320 0.94 | Acido Glicérico 30.99 16801180 0.29 | Acido Azelaico

3049 14528588 0.25 | Acido Fumdrico 3245 29039520 0.31 ] NI

3095 30439100 ARSI l 33.86 1309135295 22.87 | Acido p-Cumarico 1somero 2

Acido p-cumarico en 24.65 % y el acido vanilico en 20.24 %
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RESULTADQOS

Efecto antibacteriano del acido p-cumarico y acido vanilico
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\ Las filas con medio MH se inocularon con:
A) P. aeruginosa,
B) S. aureus,

P mirabilis,

S. epidermidis,

) C. freundlii,

G) K. pneumoniae,

H) Control negativo, medio MH.

En cada columna la concentracion de acido p-cumarico 1) 1000
ug/mL, 2) 500 ug/mL, 3) 250 pg/mL, 4) 125 pg/mL, 5) 62.5 ug/mL, 6)
31.25 yg/mL, 7) 15.62 pg/mL, 8) 7.82 ug/mL, 9) 3.90 yg/mL, 10) 1.95
ug/mL, 11) 0.97 yg/mL, 12) 0 yg/mL. El pozo en color rojo indica

actividad bacteriana mediante la reduccion del cloruro de
tetrazolio.



RESULTADQOS

La CMI para los acidos organicos se determind mediante diluciones 1:2. Los resultados mostraron
que el acido p-cumarico posee actividad antimicrobiana contra S. aureus ATCC 29213 a una CMI de
250 ug/mL.

En general se ha demostrado que el acido p-cumarico ejerce actividad antibacteriana incrementando
significativamente la permeabilidad de la membrana externa y la membrana plasmatica [5]. Asi
mismo, se ha sugerido que se une al ADN gendmico bacteriano para inhibir las funciones celulares

En lo que respecta al acido vanilico se determin que las concentraciones utilizadas no inhibieron el
desarrollo de los microorganismos Gram positivos evaluados, sugiriendo que la CMI es superior a
1000 pg/mL.
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RESULTADQOS

Actividad téxica contra A. salina

750 ppm
1500 ppm
3000 ppm
7500 ppm
15000 ppm
30000 ppm

375 ppm
750 ppm
1500 ppm
3750 ppm
7500 ppm
15000 ppm

25 ppm
50 ppm
100 ppm
250 ppm
500 ppm
1000 ppm
CRTL sol'n salina
CRTL sol'n salina + solvente

O O O O O o o o
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RESULTADQOS

Respecto a la toxicidad del acido p-cumarico, se ha reportado
una dosis letal 50 (LD.,) de 2850 y 1160 mg/kg por via oral e
intraperitoneal, respectivamente, causando somnolencia vy
depresion respiratoria en modelos murinos.

En la prueba de toxicidad aguda mediante la prueba de A. salina
no se puede establecer una curva de dosis respuesta debido a
gue hasta las concentraciones usadas no se observa mortalidad
de los especimenes de prueba durante el tiempo evaluado.
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CONCLUSIONES

El extracto completo y fraccion metandlica de Costus
pulverulentus mostroé actividad antimicrobiana contra S. aureus,
Bacillus sp. y C. violaceum CV026.

La fraccion numero 8 mantiene actividad, contra Bacillus sp. vy S.
aureus ATCC 29213 y Ox resistente en concentraciones de 30

ug/disco.

los metabolitos mayoritarios de la fracciéon 8 los son acido
vanilico y acido p-coumarico.

El extracto etandlico y las fracciones obtenidas a partir C.
pulverulentus no mostraron actividad anti-QS sobre C.
violaceum CV026 a concentraciones de 10 y 30 pg/disco,
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CONCLUSIONES

La prueba de microdilucion en placa muestra que el
compuesto con mayor activida es el acido p-coumarico
sobre S. aureus ATCC 29213 a una concentracion de 250

mg/L.

La evidencia nos permite sugerir la ausencia de toxicidad
aguda del extracto completo y las fracciones evaluadas en la
prueba de estandarizada con A. salina, sin embargo, es
necesario complementarlos con los ensayos de
citotoxicidad.
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