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Introduccion: La seguridad alimentaria es un problema frecuente de salud publica
en todo el mundo, ya que los productos alimenticios son proclives a la
contaminacion por agentes patégenos.

Objetivo: Evaluar el efecto de las concentraciones de 10, 40 y 60 mg/mL del extracto
etandlico de la semilla de Moringa oleifera sobre la supervivencia de Listeria
monocytogenes ATCC 19115.

Métodos: Se realiz6 una investigacion de tipo experimental con procedimientos
controlados para evaluar la eficacia del extracto etanodlico de Moringa oleifera contra
la cepa de Listeria monocytogenes ATCC 19115. Para la obtencién del extracto
etandlico de Moringa oleifera se utilizé el método de extraccion de Soxhlet. Se
determiné la supervivencia antibacteriana a través del cultivo de Listeria
monocytogenes, reactivada en caldo BHI y estandarizadas al tubo n.° 0,5 del
nefelémetro de Mac Farland. La supervivencia bacteriana frente al extracto se
determiné utilizando el método de dilucion en tubo en caldo de Mueller-Hinton y se
midié mediante el recuento en placa comparado con un control.

Resultados: Se observo la disminucion de colonias en las tres concentraciones
empleadas en proporcion directa con la concentracion; a mayor concentracién
mayor efecto.

Conclusiones: Se determind que existen diferencias significativas entre cada
concentracion del extracto etandlico con el control, siendo la concentracion de 60
mg/mL la de mayor efecto inhibitorio sobre Listeria monocytogenes que las
concentraciones de 10 y 40 mg/mL (p < 0,05).

Palabras clave: extractos; difusion de disco; concentraciones inhibitorias minimas;

inhibicion; Moringa oleifera.
ABSTRACT

Introduction: Food safety is a frequent public health problem worldwide, since food

products are prone to contamination by pathogens.
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Objective: To evaluate the effect of concentrations of 10, 40 and 60 mg/mL of
ethanolic extract of Moringa oleifera seed on the survival of Listeria monocytogenes
ATCC 19115.

Methods: An experimental investigation was conducted with controlled procedures
to evaluate the efficacy of ethanolic extract of Moringa oleifera against the Listeria
monocytogenes strain ATCC 19115. To obtain the ethanolic extract of Moringa
oleifera, the Soxhlet extraction method was used. Antibacterial survival was
determined by culturing Listeria monocytogenes, reactivated in BHI broth and
standardized to tube No. 0.5 of Mac Farland's nephelometer. Bacterial survival
versus the extract was determined using the Mueller-Hinton broth tube dilution
method and measured by plate count compared to a control.

Results: The decrease of colonies was observed in the three concentrations used in
direct proportion with the concentration; the higher the concentration, the greater
the effect.

Conclusions: It was determined that there are significant differences between each
concentration of ethanolic extract with the control, being the concentration of 60 mg
/ mL the one with the greatest inhibitory effect on Listeria monocytogenes than the
concentrations of 10 and 40 mg / mL (p < 0.05).

Keywords: extract; disc diffusion; minimum inhibitory concentrations; inhibition;

Moringa oleifera.

Recibido: 09/12/2021
Aceptado: 21/10/2022

Introduccion

La seguridad alimentaria es un problema frecuente de salud publica en todo el
mundo, ya que los productos alimenticios son proclives a la contaminacién por

agentes patdgenos, algunos de ellos generados durante el almacenamiento, el
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transporte o el procesamiento después de la cosecha, lo que trae consigo pérdidas
significativas en la calidad, cantidad y composicion de nutrientes.(') La calidad
microbiana y la seguridad de los alimentos se pueden lograr mediante la
implementacién y cumplimiento de buenas practicas higiénicas y de fabricacién en
el procesamiento.®

Los microorganismos causantes de enfermedades transmitidas por los alimentos
contaminados son principalmente Listeria monocytogenes, Salmonella enterica,
Escherichia coli y Campylobacter jejuni.® Estos microorganismos presentan
resistencia a los antibidticos y han sido responsables del fracaso de muchos
programas de desinfeccion.®

De las diecisiete especies reconocidas de Listeria, solo Listeria monocytogenes y
Listeria ivanovii se consideran como patégenos e infecciosos, mostrando
capacidades hemoliticas.® Listeria monocytogenes, patbgeno grampositivo, agente
causante de la listeriosis, infeccién oportunista altamente mortal causada por los
alimentos,® puede crecer en diferentes condiciones durante el procesamiento y
almacenamiento de alimentos, a temperaturas tan bajas como -0,4 °C y a un pH de
4,3 a 9,4. Listeria monocytogenes también es capaz de formar biopeliculas en varias
superficies, lo que le permite una mayor resistencia al estrés ambiental y provoca
dificultades con la desinfeccion y saneamiento de la superficie.(?)

Siempre ha existido un interés en la investigacion de especies de importancia
medicinal que producen sustancias con actividad antimicrobiana frente a diferentes
cepas bacterianas de relevancia clinica.®°10 E| Per( posee una flora muy variada,
abriendo campo para el hallazgo de nuevos compuestos con actividad
antimicrobiana, y el norte peruano representa el centro del eje de salud, donde se
utiliza la medicina natural desde tiempos antiguos.(')

La Moringa oleifera es una planta tropical, sus hojas, flores, vainas y semillas
presentan componentes quimicos con propiedades farmacoldgicas vy
nutricionales.('? Las semillas de moringa contienen compuestos bioactivos que
incluyen alcaloides, glucosinolatos, isotiocianatos y tiocarbamatos, muchos de

estos inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos.('® El componente
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bioactivo del recubrimiento de la semilla de Moringa oleifera ha exhibido un
potencial de antibiofilm contra grampositivos, gramnegativos y levaduras.('¥
Todos los extractos son ricos en metabolitos secundarios, especialmente el
extracto de Moringa oleifera (alcaloides, polifenoles, flavonoides, antraquinonas,
cumarinas, saponinas, taninos, triterpenos y esteroides); sin embargo, la actividad
no depende solo de la presencia de metabolitos secundarios en los extractos de
plantas, sino principalmente de su concentracion y las posibles interacciones con
otros constituyentes.('2 Los extractos de diferentes partes de esta planta tienen
efecto antibacteriano; importante para disminuir la resistencia a los antibiéticos de
ciertos patdgenos, ya que esta resistencia impone una amenaza urgente a la salud
publica.('®

Sabiendo que los alimentos son vehiculos de transmision de microorganismos
patdogenos, como es el caso de Listeria monocytogenes, y que al consumirlos
generan consecuencias que perjudican la salud del ser humano, conlleva a evaluar
la actividad antimicrobiana de Moringa oleifera ya que posee isotiocianatos (ITC)
considerados los inhibidores mas potentes de la actividad microbiana, estudiados
fundamentalmente en las propiedades de hojas y flores de esta especie vegetal. Sin
embargo, ha sido poco estudiado el extracto de la semilla, lo cual significa una
posible alternativa para el desarrollo de tratamientos por su alta actividad
antibacteriana. El objetivo de la investigacion fue evaluar el efecto de las
concentraciones de 10, 40 y 60 mg/mL del extracto etandlico de la semilla de

Moringa oleifera sobre la supervivencia de Listeria monocytogenes ATCC 19115.

Métodos

Se realiz6 una investigacion de tipo experimental con procedimientos controlados
para evaluar la eficacia del extracto etandlico de Moringa oleifera contra la bacteria
Listeria monocytogenes. El material vegetal, que incluye flores, ramas, frutos
maduros y hojas, se recolect6 en el centro poblado de Mocan, en el distrito Casa

Grande, provincia Ascope, en la region La Libertad, Perd. Posteriormente, la
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identificacion taxonémica se llevo a cabo en el Herbarium Truxillense. Ademas, para
esta investigacion se utilizo la cepa Listeria monocytogenes ATCC 19115, la cual fue
obtenida del GenLab Laboratory de Peru. El universo de estudio comprendio las
plantas de Moringa oleifera presentes en Mocan y la mencionada cepa de Listeria

monocytogenes.

Recoleccion e identificaciéon taxonémica de Moringa oleifera
Se recolecté el material vegetal (flores, rama, frutos maduros y hojas) en el centro
poblado de Mocan, distrito Casa Grande, provincia Ascope, regién La Libertad, Peru.
Se hizo el prensado, secado de la especie y el ejemplar se llevd al Herbarium

Truxillense para su identificacion taxonémica.

Preparacion del extracto etandlico

Se seleccionaron las semillas de moringa y luego de un lavado se procedi6 a la
desinfeccion con hipoclorito de sodio a una concentraciéon de 200 ppm durante 5
min. Las semillas se sometieron a dos procesos de secado: primero a temperatura
ambiente, durante 24 h, y luego en la estufa de circulacién de aire por conveccién
forzada a 40 °C.

Una vez secadas las semillas se molieron con ayuda de un mortero. El polvo
obtenido se paso a través del tamiz n.° 0,75. Posteriormente se pesaron 30 g del
polvo de semillas, se vertié en un cartucho de papel de filtro, se colocé en el
extractor del equipo de Soxhlet y se extrajo con 150 mL de alcohol etilico absoluto
a temperaturas entre 60 °Cy 80 °C durante 2 h. Transcurrido este tiempo, el extracto
etandlico se filtré con presion negativa, se llevo a concentrar al rotavapor y se secé

en la estufa de circulacion de aire a 40 °C, hasta obtener extracto seco.
Preparacion de las concentraciones

A partir del extracto seco se prepararon las concentraciones de 10,40y 60 mg/mL.

Primero se peso en la balanza analitica y se disolvié el extracto seco con ayuda de
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dimetilsulféxido (DMSO). Luego cada concentracién se almacend en frascos de

vidrio de color ambar y se refrigeraron (4-8 °C) hasta su posterior utilizacion.

Reactivacion de la cepa Listeria monocytogenes ATCC 19115
La Listeria monocytogenes ATCC 19115 se obtuvo en el GenLab Laboratory de Perd,
representante de MicroBiologics Laboratory (EE. UU.). La reactivacién de la cepa se
realizé con un hisopo estéril, embebido con el microorganismo liofilizado, se sembré
por estria en cinco placas con agar BHI (Brain Heart Infusion) y se incubé a 35 °C
durante 24 h. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé la resiembra, se extrajo una
alicuota del medio y se sembré en agar BHI por la técnica de siembra en estrias por
agotamiento en 8 placas, luego se incubé a 35 °C durante 24 h, con la finalidad de

obtener colonias aisladas.

Curva de crecimiento de Listeria monocytogenes ATCC 19115
Se seleccion6 una colonia aislada de Listeria monocytogenes y se inoculd en un
matraz con 20 mL de caldo de enriquecimiento BHI. Se llevé a incubar a 37 °C entre
20y 24 h. En una celda se coloc6 100 pL de caldo BHI mas 900 uL del caldo con el
indculo y se midié la densidad dptica (DO) a 600 nm. A partir del primer matraz se
extrajo una alicuota, se diluyé en un nuevo matraz con 50 mL de caldo BHI y se
incubd por 24 h, determinando cada 2 h la DO a 600 nm. La fase exponencial de

crecimiento comenzd alas 4 h.

Preparacion del indculo de Listeria monocytogenes ATCC 19115
Se prepard una suspension de Listeria monocytogenes de 1 mL equivalente al tubo
n.° 0,5 del nefelémetro de Mac Farland (1,5 x 108 UFC/mL), esto se determiné por

espectrofotometria.

Evaluacion de la supervivencia bacteriana
La evaluacion de la supervivencia de Listeria monocytogenes se realizé6 mediante el

método de dilucién en tubo. Se utilizaron microtubos con 500 pL de caldo Miiller-
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Hinton y 100 pL de inéculo bacteriano, a los cuales se le anadié 200 pL del extracto
etanodlico a las concentraciones de 10, 40 y 60 mg/mL. Después de 24 h de
incubacién, se hicieron diluciones al décimo (cuatro diluciones), se tomaron 100 pL
del contenido de cada tubo de prueba y se sembraron por superficie en agar Milller-

Hinton por triplicado, para su posterior lectura dentro de 24 h.

Analisis estadistico
Los datos de los experimentos fueron analizados mediante un ANOVA
unidireccional, con comparaciones por pares de los valores medios de tratamiento
realizados utilizando el procedimiento de Tukey y considerando significativo p <
0.05.

Resultados

En la evaluacién de la supervivencia de Listeria monocytogenes ATCC 19115 con el
uso del extracto etandlico de semillas de Moringa oleifera en comparacién con un
grupo control (bacteria + medio de cultivo), se obtuvo que Listeria monocytogenes
crecid6 a concentraciones de 10 y 40 mg/mL en mayor cantidad que a la
concentracion de 60 mg/mL al realizar el conteo en placa luego de 24 h de

incubacion (tabla 1).

Tabla 1 - Numero de colonias de Listeria monocytogenes ATCC 19115 sometidas a tres
concentraciones (mg/mL) de extracto etandlico de semilla de Moringa oleifera y

comparada con un grupo control en agar BHI

Concentracién (mg/mL) UFC/mL
10 6 x 107
40 2 x 107
60 2 x 108
Grupo control A 3x108

Grupo control A: caldo Miiller-Hinton +
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inéculo

Se encontrd una reduccién de unidades formadoras de colonias en la concentracién

de 60 mg/mL (tabla 2), lo cual fue menor que las concentraciones de 10y 40 mg/mL.

Tabla 2 - Numero de colonias de Listeria monocytogenes ATCC 19115 en unidades
logaritmicas de diferentes concentraciones (mg/mL) de extracto etandlico de semilla de

Moringa oleifera y un grupo control en agar BHI

Concentracion (mg/mL) UFC/mL
10 7.8
40 7,21
60 6,36
Grupo control A 8,52

Grupo control A: Caldo Miiller-Hinton + indculo

En el conteo de repeticiones se obtuvo un menor numero de colonias en la
concentracion de 60 mg/mL (tabla 3) en comparacion con las concentraciones de
10y 40 mg/mL.

Tabla 3 - Conteo de colonias de Listeria monocytogenes ATCC 19115 sometidas a las

diferentes concentraciones del extracto etandlico de Moringa oleifera y a un grupo control

. . . Numero de conteos
Concentracion de Moringa oleifera (mg/mL)

2 3
10 mg/mL 6 x107 6 x 107 7 x107
40 mg/mL 1x107 2x107 2x107
60 mg/mL 2x 106 2x 106 3x 106
Grupo control A 3x108 4x108 3x108

Grupo control A: Caldo Miiller-Hinton + inéculo

En el conteo de repeticiones se obtuvo un menor nimero de unidades logaritmicas
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en la concentraciéon de 60 mg/mL (tabla 4) en comparacién con las concentraciones
de 10y 40 mg/mL.

Tabla 4. Conteo de colonias de Listeria monocytogenes ATCC 19115 en unidades
logaritmicas sometidas a las diferentes concentraciones de extracto etanélico de Moringa

oleifera'y un grupo control

Numero de conteos
Concentracién de Moringa (mg/mL)

2 3
10 mg/mL 7,778 7,778 7,845
40 mg/mL 7,000 7,301 7,301
60 mg/mL 6,301 6,301 6,477
Grupo control A 8,477 8,602 8,477

Grupo control A: Caldo Miiller-Hinton + inéculo

Discusion

La bacteria patégena Listeria monocytogenes es un anaerobio facultativo, en forma
de bastdn, no formador de esporas, ubicuo en el medio ambiente. Las colonias
aisladas de Listeria monocytogenes en agar BHI son pequefias (~1 mm), de color
blanco cremoso y con forma de cupula. La temperatura éptima de crecimiento de
Listeria monocytogenes es de 30 a 37 °C.(19)

La resistencia de las bacterias a los antibidticos habituales ha provocado una alta
incidencia en los fracasos de tratamientos y un aumento considerable de sus
costos.(') Las plantas medicinales podrian utilizarse como alternativa, ya que
presentan propiedades farmacoldgicas y actividad antimicrobiana. Los extractos de
plantas son ricos en metabolitos secundarios, que tienen potencial como
conservantes de alimentos.

El presente estudio tuvo como objetivo la deteccion de un posible agente de

biocontrol de Moringa oleifera contra el patégeno transmitido por los alimentos
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Listeria monocytogenes. Deans y otros('® observaron que algunos aceites
esenciales parecen ser mas especificos en su actividad antimicrobiana, ejerciendo
una mayor actividad inhibitoria contra las bacterias grampositivas. El estudio
demostré que el extracto etandlico de Moringa oleifera mostré una actividad
antibacteriana muy notable sobre Listeria monocytogenes en la concentracion de 60
mg/mL que sobre las concentraciones de 10 mg/mL, 40 mg/mL y el control.
Lanciotti y otros(*9) evaluaron la supervivencia de Listeria monocytogenes frente a
tratamientos antimicrobianos, siendo el aceite esencial de tomillo el que mostré una
disminucion en la viabilidad celular.

Las semillas de moringa contienen compuestos bioactivos que incluyen alcaloides,
glucosinolatos, isotiocianatos y tiocarbamatos, muchos de estos inhiben el
crecimiento de microorganismos patdgenos. Los isotiocianatos pueden unirse a
grupos sulfhidrilo en sitios activos de enzimas importantes involucradas en el
crecimiento y la supervivencia microbiana.@?) Oluduro y otros.@ afirman que el
compuesto bioactivo 4-(B-D-Glucopyranosyl-1—4-a-L-manopiranosiloxi) bencil
thiocarboxamide presente en la semilla de Moringa oleifera tiene actividad
bactericida muy alta contra algunos patdgenos (Shigella dysenteriae, Bacillus
cereus, Escherichia coli y Salmonella typhi). Utilizando 5 mg/L del extracto crudo de
Moringa oleifera, se obtuvo en 4 h de contacto los siguientes porcentajes de
inhibicién: en Shigella dysenteriae un 99,2 %, Bacillus cereus, Escherichia coli y
Salmonella typhi un 100 %.

Costa y otros('3 evaluaron la bioactividad in vitro de los extractos de semilla de
Moringa oleifera frente a 100 cepas de vibrios aislados del camarén marino
Litopenaeus vannamei; demostrando asi que los extractos de etanol son bioactivos
a baja temperatura un 92 % y caliente un 90 %.

Ibrahim y otros@") determinaron las concentraciones minimas inhibitorias de un
extracto etandlico de semillas de Moringa peregrina contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Klebsiella pneumoniae resultando 13,9 y 7 mg/mL,
respectivamente.

Costa y otros('3 evaluaron el efecto del extracto acuoso y etanélico de semillas de
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Moringa oleifera sobre Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae y Escherichia coli
resultando para el extracto acuoso una inhibicién efectiva (halo > 13 mm) en las tres
bacterias mencionadas y una inhibicidn total frente a Escherichia coli por el extracto
etandlico.

Los ensayos de la presente investigacién mostraron que las concentraciones de 10,
40 y 60 mg/mL del extracto de semilla de Moringa oleifera presentan efecto
antibacterial sobre la supervivencia de Listeria monocytogenes; siendo la
concentracion de 60 mg/mL la que presenta diferencia significativa, en mayor
grado, comparada con las concentraciones de 10 mg/mL, 40 mg/mL y con al grupo

control.
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