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RESUMEN

La Moringa oleifera Lam., es un arbol multipropésito versatil de origen indio,
conocido ancestralmente por sus diversos usos medicinales, nutricionales y
antioxidantes, asi como por sus propiedades antimicrobianas, concatenadas
a ciertos componentes fotoquimicos. Actualmente, los microorganismos
multiresistentes, son de gran interés clinico, debido a que es un problema de
salud publica a nivel mundial, siendo las enterobacterias productoras de
betalactamasa de espectro extendido (BLEE) las que representan un reto en
la practica médica, al dejar pocas alternativas terapéuticas. Se evalud la
actividad antibacteriana del extracto etandlico de callo de Moringa oleifera
Lam., en Klebsiella pneumoniae (BLEE), utilizando el método de
microdilucion en placa; donde se evidencia que en concentraciones de 30 y
35% hay una disminucion en el crecimiento bacteriano luego de 6 horas de

realizado el ensayo.
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INTRODUCCION

En la actualidad la multiresistencia de los microorganismos bacterianos, es un problema
de salud publica a nivel mundial, generando gran interés desde el punto de vista clinico,
en particular con las enterobacterias productoras de betalactamasa de espectro extendido
(BLEE) las que representan un reto en la practica médica, al dejar pocas alternativas
terapéuticas, siendo objeto en la busqueda de estrategias farmacéuticas alternativas

naturales, que permita combatir las infecciones ocasionadas por las cepas BLEE. (!

En este sentido, que las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son enzimas
capaces de hidrolizar un amplio espectro de medicamentos del tipo penicilinas,
cefalosporinas de amplio espectro y monobactamicos, cuyos genes codificantes se
localizan en plasmidos que son potencial y rapidamente transferibles de cepa a cepa entre
especies bacterianas, cuya prevalencia hospitalaria es comun con Klebsiella pneumoniae,

generando alto riesgo de mortalidad en los pacientes de la UCI. ¢34

De tal manera, desde 1980 se incrementd el interés en estudiar nuevos agentes
antimicrobianos de fuentes naturales utilizadas desde tiempos ancestrales, cuyos efectos
curativos coadyuvarian en paises en via de desarrollo dado a sus propiedades

terapéuticas. ©

Entre las numerosas y diversas plantas de uso medicinal, a través de distintos extractos,
con propiedades bactericidas, se tiene al arbol llamado comunmente moringa, cuyo
nombre cientifico es Moringa oleifera Lam (Familia Moringaceae), nativo de la region
occidental de la India, cuyo cultivo se ha extendido por Pakistan, Asia Menor, Africa y
Arabia y la region del caribe de América. Esta planta se le cataloga de milagrosa, ya que
se le atribuyen importantes propiedades nutricionales y medicinales en todos sus
componentes vegetativos (tallo, hojas y raices) y reproductivos (flores y frutos) ©"; al ser

rica en potasio, calcio, fosforo, hierro, vitamina A y D y aminoacidos esenciales, asi como



de metabolitos secundarios como glucosinolatos e isotiocianatos, que son moléculas

responsables de las propiedades antimicrobianas. ®

El efecto antimicrobiano de la Moringa oleifera se debe a los metabolitos secundarios que
facilmente pueden obtenerse a través del uso de solventes organicos, tales como cetonas,
éteres o alcoholes, tal como se ha constatado en diversos estudios acerca de las
propiedades antimicrobianas efectivas de extractos foliares, de semillas, de corteza y de

flores de la misma. ©

Asi diversos estudios in vitro han confirmado la actividad antibacteriana de fitoquimicos
presentes en los extractos de Moringa oleifera sobre bacterias patdgenas Gram positivas
y Gram negativas. Con extractos de semillas se muestra actividad bactericida contra

algunas cepas de Pseudomona aeruginosa '©.

Igualmente, al comparar la actividad
antimicrobiana de extractos foliares de esta planta con otras especies vegetales
(Xanthosoma mafffia, pasiflora edulis) se demostr6 su mayor efectividad al inhibir el
crecimiento de diversas cepas bacterianas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomona aeruginosa y Providencia stuartti. 'V

Finalmente, dado lo descrito previamente, esta investigacion consistio en evaluar la
actividad antibacteriana del extracto etandlico del callo de Moringa oleifera Lam., en
Klebsiella pneumoniae productora de betalactamasas de espectro extendido (BLEE)
ATCC 700603 ? a fin de generar el desarrollo de futuros estudios que faciliten el
establecimiento de medicamentos de origen natural vegetal con esta emblematica especie
vegetal, que permitan vencer la multiresistencia microbiana.

Se trata de una investigacién de tipo cuasi experimental, donde no se tiene control total
sobre el criterio empleado para asignar participantes a grupos; analiza cambios a través

del tiempo dentro de alguna poblacion en general para medirle su evolucion por periodos.

De ahi, que este proyecto consistira en la utilizacién del extracto de callo de Moringa
oleifera y una bacteria productora de BLEE, para evaluar y analizar el efecto

antimicrobiano a diferentes concentraciones a tiempos establecidos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de callo de Moringa oleifera
Lam., en Klebsiella pneumoniae productora de beta-lactamasa de espectro extendido
(BLEE). ATCC 700603

Objetivos Especificos

-Obtener extractos etandlicos en diferentes concentraciones de callo de Moringa oleifera.
-Determinar la concentracién 6ptima del extracto etandlico de callo de Moringa oleifera
Lam., con efecto antimicrobiano en Klebsiella pneumoniae (BLEE) ATCC 700603).
-Evaluar el tiempo optimo del extracto etandlico de callo de Moringa oleifera Lam., para
determinar el efecto antimicrobiano en Klebsiella pneumoniae (BLEE) ATCC 700603).
-Analizar el efecto antimicrobiano del callo de Moringa oleifera en Klebsiella pneumoniae
(BLEE) ATCC 700603).



MATERIALES Y METODOS

El presente estudio de tipo cuasi experimental se realizé en el Centro de Biotecnologia
Aplicada (CBA), del Departamento de Biologia, de la Facultad Experimental de Ciencias y
Tecnologia (Facyt) de la Universidad de Carabobo para su desarrollo se cumplio el

siguiente procedimiento.

Material Vegetal

Las semillas inmaduras extraidas de las vainas de Moringa oleifera Lam, fueron los
explantes que se utilizaron en este trabajo, las cuales se colectaron de un Arbol juvenil
ubicado en el parque de la urbanizacion Sansur (Mun. San Diego-Edo Carabobo) e
identificadas por un botanico. A partir de las semillas, se indujo la formacién de callo no

embriogénico.

Preparacion del extracto etandlico, de los callos de Moringa oleifera Lam

El callo no embriogénico de 4 semanas de iniciado, se secé a 45°C en una estufa por 48
horas, para luego realizarse la pulverizacion del mismo en una licuadora previamente
esterilizada y desinfectada. Seguidamente, se realizé una extraccidén con etanol al 75%
con 0.5 g de polvo del callo, en tubos cénicos de 5 ml, obteniendo una concentracién final
de 10 % p/v. Para promover la interaccién del solvente con el polvo de callo, dicha mezcla
se mantuvo durante 48 h en agitacién continua a 65 rpm. Luego se centrifugo a 10.000
rom durante 10 min a fin de separar la fase liquida de la biomasa correspondiente. La fase
liquida se trasvaso a un tubo Eppendorf, que fue incubado a 70°C para la evaporacion del
solvente, la muestra obtenida se resuspendié en DMSO al 0.25% y se refrigero hasta su
uso, siguiendo el protocolo general establecido por Reyes y Fernandez, para evaluar el

efecto antimicrobiano (%,



Cepa del microorganismo

Se utilizé la cepa de Klebsiella pneumoniae productora de beta-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) ATCC 700603, adquirida en el Centro Venezolano de Coleccion de
Microorganismos (CVCM) de la Facultad de Ciencias de la UCV en la ciudad de Caracas.
La cepa BLEE se reactivd en un medio liquido de caldo nutritivo, para luego ser incubadas
en estufa a 37°C durante 24 horas en condiciones normales de gases. Seguidamente se
realizé una coloraciéon de Gram para constatar la pureza del cultivo, para luego cultivarse
en el medio selectivo Mc Conkey, para aislar colonias y finalmente preparar una

suspensién bacteriana al 0,5% McFarland (1,5x108UFC/ml).

Determinacion de la actividad antimicrobiana por el método de micro dilucion

A partir del extracto etandlico de callo no embriogénico, se ensayaron diferentes
concentraciones (5%,10%,15%,20%,25%,30 y 35%) con la cepa de Klebsiella
pneumoniae productora de beta-lactamasa de espectro extendido (BLEE) ATCC 700603.

Se reactivo la cepa BLEE en un caldo nutriente estéril, incubando en el mismo durante 24
horas a 37°C. Transcurrido el tiempo indicado se elaboré el in6culo equivalente al patron
de 0.5 de la escala de McFarland (representa 1.5 x 10°UFC/ml) midiendo en

espectrofotometro a 540 nm. (¥

Para el ensayo por triplicado, se utilizd una microplaca estéril (Protocolo de esterilizacion:
abierta bajo luz UV durante 4 horas) de 96 pocillos, con capacidad de 375 pL cl/u.
Inicialmente se colocé 240uL de caldo nutriente en cada pocillo, con un inéculo bacteriano
de 80uL en cada pocillo, con diferentes volumenes de los extractos preparados para
obtener las concentraciones (5%,10%,15%,20%,25%,30% y 35%). Adicionalmente se
tomo6 como control positivo, caldo bacteriano con caldo nutriente y como control negativo,
el extracto de callo con caldo nutriente. Posteriormente se selld la microplaca y se coloco
en una estufa a 37°C por 1,2,3,4,5 y 6 horas. ("
5



Transcurrido el tiempo de incubaciéon antes sefalado, se tomdé 100uL, que fueron
plaqueados por triplicado, empleandose la técnica de siembra en superficie con espatula
de Digralski, con la finalidad de poder observar si era viable el crecimiento de la bacteria
en estudio y asi poder evidenciar la efectividad de las diferentes concentraciones
ensayadas. Igualmente se inoculé 10uL en un tubo de ensayo que contenia 2ml de caldo
nutriente virgen por cada concentracidon, para evidenciar el posible crecimiento de la
bacteria, mediante la turbidez (Prueba cualitativa). También se realizaron los controles
positivos y negativos correspondientes a las pruebas. Se dejé incubar por 24 horas a
37°C. Luego se observaron las colonias en cada una de las placas y se observd la
turbidez en los diferentes tubos, registrandose de la siguiente manera: negativo

(cristalino), (ligeramente turbio), + (turbio) ++. 1%
Resultados

En este trabajo de investigacion se logro evidenciar como disminuyo el crecimiento de
la bacteria en estudio; donde se observd que a mayor concentracion del extracto
etandlico de Moringa oleifera Lam, la bacteria tenia un menor crecimiento. Esto se
evalué por un periodo de tiempo (1,2,3,4,5 y 6 horas); en otras palabras, en los
hallazgos, se observa una disminucion en el crecimiento bacteriano que es

dependiente de la concentracion, asi como del tiempo (Ver tabla 1 y Grafica 1).

Ademas, se pudo constatar que mediante la implementacion de otras técnicas; como

siembra en placa y tubos con caldo nutriente, qué a mayor concentracion del extracto

decrecio la presencia de la bacteria (Ver tabla 2).



Concentraciones 1 hora 2 horas 3 horas 4 horas 5 horas 6 horas
5% 0,5931 0,5847 0,5773 0,4923 0,4739 0,3710

10% 0,5394 0,4969 0,4745 0,4688 0,4213 0,2612

15% 0,4344 0,4329 0,3674 0,3449 0,3010 0,2000

20% 0,4136 0,4051 0,3100 0,2965 0,2811 0,1914

25% 0,3954 0,3619 0,3072 0,2754 0,2315 0,1818

30% 0,3627 0,3522 0,2131 0,2013 0,2008 0,1468

35% 0,3429 0,3326 0,2070 0,1948 0,1913 0,0090

Tabla N° 1 Resultados de la interaccion del extracto etandlico del callo de semillas

de Moringa Oleifera Lam con Klebsiella pneumoniae BLEE ATCC 700603 para

determinar el efecto antibacteriano a diferentes concentraciones en 1,2,3,4,5 y 6 horas.
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Grafica No. 1 Resultados de la interaccion del extracto etandlico del callo de semillas de
Moringa Oleifera Lam con Klebsiella pneumoniae BLEE ATCC 700603 para determinar el

efecto antibacteriano a diferentes concentraciones en 1,2,3,4,5 y 6 horas.
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Tabla 2: Resultados de la interaccién del extracto etandlico de callo de semillas de
Moringa oleifera Lam., con la Klebsiella pneumoniae BLEE ATCC 700603, para
determinar el efecto antibacteriano a diferentes concentraciones incubados a 37°C por 24
horas en medio Liquido y Salido.

Concentraciones | Placas a 24 Placas a 24 Placas a 24 Medio liquido

% horas horas horas

5 AC AC AC Muy turbio

10 AC AC AC Turbio

15 MC MC MC Turbio

20 MC MC MC Turbio

25 EC EC EC Turbio

30 EC EC EC Lig.Turbio

35 EC EC EC Lig. Turbio
Control positivo AC AC AC Muy turbio
Control negativo S/IC S/IC S/IC SIT

Leyenda: Abundante crecimiento(AC), Moderado crecimiento (MC), Escaso crecimiento(EC) Sin
crecimiento (S/C), Sin turbidez (ST)



DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion son similares a los
mencionados por Cardenas en el 2019; al evaluar la actividad antimicrobiana del extracto
de Moringa oleifera Lam frente a las bacterias Gram negativas, en el cual hubo inhibicién
del crecimiento con discos impregnados con solucién a concentraciones de 0.5%,1.0 y
2%(m/v) aumentando el didametro al aumentar la concentracién del extracto en el disco.
Asi en la presente investigacion se obtuvo un efecto antimicrobiano con el extracto con la
cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 700603('®

Actualmente, recientes estudios como los descritos por Moreno et al en 2019, han
demostrado la actividad antimicrobiana de los extractos de semillas de Moringa; los cuales
floculan bacterias Gram positivas y Gram negativas como Escherichia coli, Shigella,
Bacillus cereus y Salmonella typhi; patégenos habituales de las aguas turbias en donde

concentraciones de 5 mg/ml del extracto se obtuvo 99.2% a 100% de inhibicién (!9

Complementando lo anterior, Majali et al en 2015, determinaron la concentracion minima
inhibitoria de un extracto etandlico de semilla de Moringa oleifera contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae resultando 139 y 7 mg/dl

respectivamente %°)

En otro estudio, realizado por Rodriguez en el 2018 se demostré la actividad
antimicrobiana de la semilla sobre bacterias patdgenas tanto Gram positivas como
negativas atribuido a propiedades bacteriostaticas que le da el isotiocianato de bencilo que
tiene accion bactericida sobre especies patdgenas ") 1o cual es comparable con nuestro
trabajo con el extracto etanolico del callo de Moringa oleifera; el cual tiene un efecto

inhibitorio en relacidn al tiempo de incubacion y concentracion del extracto?"



CONCLUSIONES

A medida que va pasando el tiempo en ausencia de interaccidén entre la bacteria y el

extracto; la concentracion bacteriana se incrementara.

Por lo que se determiné que, a mayor tiempo de incubacion bacteriana en presencia de
los extractos, el crecimiento bacteriano disminuyé e igualmente depende de la

concentracion de estos.

De manera que, a mayor concentracién del extracto, la tasa de crecimiento bacteriano

disminuye independientemente del tiempo considerado.

Por otro lado, las concentraciones de 30% y 35% demostraron ser mas eficientes en la

disminucién del crecimiento bacteriano luego de 6 horas de realizado el ensayo

Este resultado puede ser de gran utilidad en la salud publica debido al uso de productos
de origen natural con propiedades antimicrobianas disminuira los costos, favoreciendo a
las poblaciones de menos recursos para el tratamiento de enfermedades generadas por

especies microbianas patogenas.
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RECOMENDACIONES

Profundizar el estudio de las propiedades antimicrobianas de todas las partes de la planta

de Moringa oleifera y sobre su efecto en otros microorganismos patégenos.
Estandarizar métodos para una mejor obtencion de los extractos.

Aislar y separar la(s) sustancia(s) que le atribuye la actividad antimicrobiana a esta
especie vegetal, para asi obtener medicamentos que sean efectivos contra

microorganismos que afectan la salud.

Hacer estudios de toxicidad de los distintos extractos de esta planta, para conocer si hay

un riesgo en la salud humana.

Continuar la investigacion con esta especie vegetal, a fin de lograr en un futuro cercano, la
formulaciéon de productos farmacéuticos que contribuyan a disminuir la alta resistencia

bacteriana a los antibiéticos existentes.

11
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