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RESUMEN

Objetivo: Determinar el efecto inhibitorio de M. oleifera en cepas de E. coliBLEE CTX-M, TEM y SHV. Materiales y métodos:
Tres cepas de E. coli BLEE (CTX-M, TEM y SHV) x106 ufm/mL aisladas de urocultivos del Hospital Almanzor Aguinaga
Asenjo, fueron expuestas a un extracto acuoso de semillas de Moringa oleifera, a concentraciones de 5% y 10%. Se cuan-
tificd el crecimiento bacteriano mediante espectrofotometria, los ensayos se realizaron por triplicado. Resultados: Se evi-
dencié disminucion de crecimiento bacteriano, en las cepas E. coli BLEE genes CTX-M, SHV y TEM a comparacién del
control. Conclusion: M. oleifera posee actividad bacteriostatica en un tiempo de 8 horas, sobre E. coli BLEE genes SHV,
CTXy TEM.
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INRIBITORY EFFECT OF MORINGA OLEIFERA SEED EX-
TRACT ON EXTENDED SPECTRUM ESCHERICAHIA COLI LAC-
TAMASES

ABSTRACT

Objective: To determine the effect of M. oleifera on E. coli BLEE strains genes CTX-M, TEM and SHV. Materials and methods:
three strains of E. coli BLEE from different genes isolated from urocultures of Aimanzor Hospital. Strains were exposed to
Moringa oleifera seeds aqueous extract at concentrations of 5% and 10%. Subsequently, bacterial growth was quantified
by spectrophotometry. Results: A decrease of the bacterial growth was observed, in comparison to the control, in E. coli
BLEE strains genes CTX-M, SHV and TEM. Conclusion: M. oleifera has bacteriostatic activity during 8 hours, with E. coli
BLEE genes SHV, CTX and TEM.
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INTRODUCCION

El uso descontrolado de antibioticos es una desventaja
que conlleva a multiples dafios y problemas, entre ellos
la multidrogorresistencia, propiedad de ciertos microor-
ganismos patogenos responsable de la resistencia antibidtica
(1,2), debido a la presencia de enzimas como las B-lac-
tamasas de Espectro Extendido (BLEE), capaces de hi-
drolizar el anillo B-lactamico de algunos farmacos como
Penicilina, Cefalosporina y Monobactam (2-4); responsables
del incremento en la morbilidad y mortalidad de pacientes
intrahospitalarios en nuestro pais (3).

Estas bacterias son patégenos importantes a nivel hospi-
talario y también en pacientes con infecciones adquiridas
en la comunidad, frecuentemente se les relaciona con in-
fecciones nosocomiales y que confirman que 35,3% de
las bacteriemias son causadas por microorganismos con-
teniendo la presencia de la enzima B-lactamasa (5).
Moringa oleifera (Moringaceae) es una planta altamente
valorada, distribuida en muchos paises de los tropicos y
subtropicales. Tiene una impresionante gama de usos
medicinales con alto valor nutricional. Varias partes de
esta planta, como las hojas, raices, semillas, corteza,
fruta, flores y vainas inmaduras, acttan como estimulantes
cardiacos y circulatorios, poseen efecto antitumoral, anti-
pirético, antiepiléptico, antiinflamatorio, antiulceroso, son
antibacterianas y antifungicas, y se estan empleando
para el tratamiento de diferentes dolencias en el sistema
de medicina indigena (6). Se han probado sus efectos
antibacterianos in vitro de extractos de partes de la planta
en algunos estudios (7). A pesar de las prometedoras
propiedades antimicrobianas de M. olifera, son pocos los
trabajos en donde se la enfrenta con bacterias multidrogo
resistentes, se plante6 determinar el efecto del extracto
acuoso de semilla de Moringa oleifera frente a cepas de
Escherichia coli BLEE portadoras de genes SHV, TEM,
CTX-M con la finalidad de comprobar el poder inhibitorio
del extracto.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y poblacién de estudio

Estudio experimental de estimulo creciente, realizado
entre marzo a noviembre del 2017; la poblacién estuvo
constituida por cepas de E. coli BLEE y la muestra estuvo
constituida por tres cepas de E. coli BLEE, confirmadas
microbiolégicamente y molecularmente del cepario del
Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Catdlica
Santo Toribio de Mogrovejo, aisladas de urocultivos del
Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo- Lamba-
yeque, Per(, durante el afio 2014.

Para la determinacion de la curva de crecimiento se uso
el espectrofotometro (UV-VIS Spectrophotometer Pharo

=

300 Spectroquant®- MERCK) partiendo de concentraciones
con un valor de absorbancia de 0.6-0.8 de densidad
optica (D.O) medidas a 600 nm. La concentracidn bacteriana
fue determinada en un total de ocho horas siendo medida
con el espectrofotdmetro a cada hora. El extracto acuoso
fue a partir de semillas de M. oleifera previamente lavadas
con agua destilada y secadas en estufa a 37 °C. Se
pesaron y trituraron 5 g y 10 g por triplicado, se adiciond
100 mL de agua bidestilada, agitandose a 400 rpm por
30 min. Dejandose sedimentar por 20 minutos, pasando
el sobrenadante por un filtro Milipore de 20 um utilizando
una jeringa de 20 mL. La solucion fue almacenada en re-
frigeracién (4 — 8 °C) hasta su uso.

Las E. coli BLEE fueron sembradas en 100 mL de caldo
Lauril Triptosa - LT (MERCK) por 24 horas a 37 °C. Las
muestras fueron procesadas inoculando 1 mL de caldo
nutritivo de E. coli BLEE previamente cultivada en 20 mL
de caldo LT y 5 mL de extracto de semillas de M. oleifera
a 37 °C, en un matraz de 100 mL. Este procedimiento se
sigui6 para cada cepa bacteriana analizada con las dos
concentraciones del extracto al 5% y 10%, realizandose
tres repeticiones para cada concentracion por cepa. Se
considero el promedio de las absorbancias de las tres re-
peticiones en cada hora representado en graficos para
cada ensayo. El proyecto fue aprobado por el comité de
ética en Investigacion de la Facultad de Medicina de la
Universidad Catdlica Santo Toribio de Mogrovejo.

RESULTADOS

Las cepas de E. coli Blee portadoras de los genes SHY,
CTX-M y TEM fueron caracterizadas molecularmente,
estas fueron enfrentadas a las concentraciones de M.
oleifera a 5% y 10%, se obtuvieron tres graficos en los
que se observan la influencia del extracto acuoso de
semilla de M. oleifera sobre las curvas de crecimiento
bacteriano dadas en términos de absorbancia y tiempo,
donde la inhibicién en crecimiento bacteriano se evidencia
por la disminucién en los valores de absorbancia en com-
paracién con la cepa control, siendo medidos por un
tiempo de ocho horas. Se pudo apreciar una amplia dife-
rencia de crecimiento de la cepa E.coli Blee portadora del
gen SHV, en relacion con el control y las dos concentraciones
del extracto acuoso de semilla (Figura 01).

Las cepas E. coli Blee portadoras de los genes TEM y
CTX-M también muestran inhibicion del crecimiento al
ser enfrentadas con el extracto acuoso de semillas (Figura
02 y Figura 03). Las tres cepas muestran una mayor inhi-
bicién del crecimiento a la concentracion del 10%.

DISCUSION
En esta investigacion se buscé el efecto inhibitorio de
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Fig. 01: Inhibicion de crecimiento bacteriano de E. coli
BLEE- SHV frente a M. oleiferaa 8 horas.
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Fig. 02. Inhibicion de crecimiento bacteriano de E. coli BLEE
-TEM frente a M. oleiferaa 8 horas.
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Fig. 03. Inhibicion de crecimiento bacteriano de E. coli
BLEE - CTX- M frente a M. oleifera a 8 horas.

dos concentraciones de extracto de semillas de M. oleifera
contra tres cepas de E. coli Blee, encontrando que moringa
tiene efecto bacteriostatico sobre las tres cepas de E. coli
Blee estudiadas. Otra investigacion ejecutada en Chiclayo
- Lambayeque, detecto por PCR los genes BLEE en E.
coli aisladas de urocultivos de pacientes locales, siendo
los causales los genes SHV, TEM, CTX-M, destacando el
gen SHV como el mas frecuente (3). Estos patogenos re-
quieren nuevas estrategias para ser combatidos; una
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propuesta es Moringa oleifera, planta nativa del noreste
de India, conocida por la propiedad antibacteriana de sus
hojas, raices y semillas. Diferentes estudios reportan el
poder bactericida del extracto acuoso y etanolico de las
hojas de Moringa oleifera (8—11). En Ecuador, se analizé
el efecto antimicrobiano de M. oleifera para E. coli evi-
denciando leve actividad antibacteriana (12), mientras
que otro estudio reportd que dicho extracto presento alta
actividad bactericida con una Concentracién Minima Inhi-
bitoria (CMI) de 128 ug/mL (8). Asimismo, una investigacion
de El Cairo afirmé que dicha planta posee un porcentaje
de inhibicién de crecimiento de bacterias Gram positivas
y Gram negativas de 85% (11). No obstante, han demostrado
que el extracto de semillas posee ain mayor poder bac-
tericida por la presencia de proteinas catiénicas de bajo
peso molecular (MOCP) evidenciando que 10 mL del
extracto al 5% lentifica a nivel maximo el crecimiento
bacteriano (4,13).

Cuando se compararon las curvas de crecimiento bacteriano
de la cepa control versus las curvas de crecimiento bac-
teriano de las cepas multidrogoresistentes expuestas a
las dos concentraciones de Moringa, se observé que
existe menor crecimiento bacteriano en todas las pruebas.
Diferentes estudios han demostrado in vitro la actividad
antimicrobiana con poder bactericida de los extractos
etanolicos y metanolicos de semillas de Moringa sobre
especies patdgenas, asi tenemos que los extractos de
semilla de esta planta muestran actividad antimicrobiana
contra patégenos humanos tales como S. aureus, E. coli
y V. cholerae (14,15). La formacién de biofilms de S.
aureus y P aeruginosa han sido inhibidos hasta en un
83% al enfrentarse a flavonoides extraidos de semillas
de M. oleifera; en levaduras se ha reportado hasta un
80% de inhibicion en el caso de Candida spp, porcentajes
muy similares a los alcanzados al enfrentarlos a los anti-
biéticos o0 antifingicos respectivamente (16).

Moringa afecta sobre todo a la cepa E. coli -SHV, siendo
este un gen de naturaleza cromosomica y el que se
expresa con mayor frecuencia en este tipo de bacterias
(3). Moringa al 10% tiene mayor efecto inhibitorio que al
5% para las tres cepas en estudio, como lo dice el estudio
de Dzotam debiéndose tal vez a la presencia en mayor
cantidad de las proteinas lectinas encontradas en los ex-
tractos de semillas de esta planta que muestran actividad
antibacteriana pues se ha demostrado que estas causan
dafio celular bacteriano mediante la rapida fusion a las
membranas interna y externa, lentificando la fisién binaria
y con esto el crecimiento bacteriano (13), siendo usadas
actualmente como un método natural para el tratamiento
de aguas, reportandose tener actividad antibacteriana
contra S. aureus 'y E. coli, y un efecto bactericida frente a
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Pseudomonas fluorescens, Serratia marcescens y algunas
especies de Bacillus (17).

Entre las limitaciones de esta investigacion lo serian
haber realizado la medicion de la densidad dptica por un
tiempo de 8 horas, siendo necesario en futuros trabajos
llegar a un mayor reporte en horas. También determinar
la concentracién minima inhibitoria y realizar lectura en
paralelo de cultivos bacterianos.

CONCLUSIONES

De este trabajo podemos concluir que las dos concentra-
ciones del extracto acuoso de semillas de M. oleifera
tuvieron actividad bacteriostatica en un tiempo de 8 horas,
sobre el crecimiento de cepas E. coli Blee con genes
SHV, CTXy TEM. Siendo més vulnerable la cepa que ex-
presa el gen SHV. De esta manera, Moringa puede ser
una alternativa de terapia natural contra microorganismos
que presentan alta resistencia antibiética como lo son E.
coli Blee.

Este articulo ha sido financiado por los autores, que
declaran no tener conflicto de intereses.
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