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RESUMEN

ABSTRACT

En afos recientes se ha incrementado el interés del uso de ex-
tractos naturales como alternativa para el control de microor-
ganismos patégenos al hombre. El objetivo del presente estudio
fue evaluar la actividad microbicida de extractos aceténicos, eta-
nolicos y metandlicos de semillas de neem y venadillo, a con-
centraciones de 1, 10, 25 y 50%, contra Escherichia coli, Sta-
phylococcus aureus y el bacteri6fago P22. Los extractos
fueron evaluados por separado para cada microorganismo
empleando dos tiempos de contacto (2.5 y 5 min). Las concen-
traciones iniciales y finales de las bacterias y el bacteriéfago
fueron expresadas en Log,  Unidades Formadoras de Colonia
por mililitro y Unidades Formadora de Placa por mililitro, res-
pectivamente. El extracto etanélico de neem a 10%, inhibi6 el
crecimiento de E. coli, mientras que los extractos metandlicos
y acetoénicos lo hicieron a partir de la concentracién de 25% y
50%, respectivamente. El extracto etandélico de venadillo a 50%
eliminé a E. coli, mientras que los extractos aceténicos y me-
tanélicos redujeron 6 Log,, UFC/mL. Los extractos de venadi-
llo a 50% inhibieron el crecimiento de S. aureus, mientras que
los extractos de neem no lograron una total reduccién. El ex-
tracto etanélico de neem a 50% redujo 4 Log, UFP/mL del
bacteriéfago, mientras que los extractos de venadillo mostra-
ron una reduccién menor o igual a 3 Log,, UFP/mL. Con base
en estos resultados se puede establecer que los extractos etané-
licos de neem y venadillo, a concentraciones de 50% mantuvie-
ron una reduccién bacteriana y viral de manera constante, y
por lo tanto podrian ser una alternativa natural para el con-
trol de microorganismos patégenos.

In recent years the interest of natural extracts as an alter-
native for microbial pathogens control has been increased.
The aim of the present study was to evaluate the microbi-
cidal activity of acetonic, ethanolic and metanolic seed ex-
tracts obtained from Azadirachta indica A. Juss (neem)
and Swietenia humilis Zucc (venadillo) trees. Concentra-
tions of natural extracts at 1, 10, 25 and 50% were sepa-
rately confronted against Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and the P22 bacteriophage at two contact times (2.5
and 5 min) periods. The initial and final concentrations
of both bacterial and viral indicators were expressed in
Log,, CFU and PFU per mL, respectively. The ethanolic
neem extract at 10% inhibited the E. coli growth, while the
methanolic and acetonic extracts did it at the 25% and 50%
extract concentration. The venadillo ethanolic extract at
50% eliminates E. coli while acetonic and methanolic ex-
tracts only reduced 6 Log,, CFU/mL. Venadillo extracts at
50% were also able to reduce S. aureus growth, while the
neem extracts did not. The ethanolic extract at 50% showed
at 4 Log,, PFU/mL phage reduction, while the venadillo ex-
tracts did not. In summary, the ethanolic extracts, at 50%,
from both neem and venadillo proved to be at natural
choice for the microbial control.
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INTRODUCCION

En anos recientes se ha incrementado el interés en el
uso de extractos naturales como alternativas para el
control de microorganismos patégenos al hombre.
Esto se justifica al considerar que la mayoria de los
agentes quimicos empleados para la descontamina-
cion de alimentos y/o agua generan residuos que,
ademas de afectar el medio ambiente, pueden ser un
riesgo para la salud de los consumidores.! Los ex-
tractos obtenidos del arbol del neem (Azadirachta in-
dica A. Juss) (Figura 1) son una fuente natural contra
una gran variedad de microorganismos patégenos. El
neem pertenece a la familia Meliaceae, y es amplia-
mente cultivado en Africa, Australia, El Caribe, Amé-
rica Central y América del Sur. La madera de neem
se utiliza para construccién de muebles, postes y hor-
cones.? Utilizando distintas partes de la planta se em-
plea para generar productos cosméticos, farmacéuti-
cos y medicinales. Se ha empleado para el control del
acné y afectaciones generales de la piel, como anti-
séptico, en la elaboracién de dentifricos y enjuagues
bucales, ademas, se ha utilizado para el control de in-
fecciones parasitarias, de la hipertensién, y contra la
diabetes mellitus.? También se conoce que varios ex-
tractos crudos de neem tienen actividad insecticida y
microbicida, siendo las més importantes la actividad
antialimentaria y el bloqueo en el proceso de meta-
morfosis de larvas.* El principal metabolito activo es
el nortriterpenoide conocido como azadiractina.®?
Ademas, las semillas de neem contienen una serie de
limonoides estructuralmente relacionados con la aza-
diractina, lo que podria significar que también sean

Figura 1. Neem (Azadirachta indica A. Juss).

biolégicamente activos para el control de microorga-
nismos.? Limonoides, como nimbina, nimbolina y me-
lantriol, han sido aislados, y junto con la azadiracti-
na son considerados compuestos de gran actividad
biocida contra insectos y microorganismos.>"%!1 El
contenido de los componentes con actividad biocida
varian de acuerdo a la variedad genética y al estado
de madurez del arbol del neem.*

Coventry y Allan (2001),5 demostraron que extrac-
tos etandlicos de semillas de neem, inhibieron consi-
derablemente el crecimiento de Bacillus thuringien-
sis, Bacillus subtilis y Nocardia sp. En este mismo
trabajo determinaron los componentes antimicrobia-
nos en extractos de semillas de neem, encontrando
que azadiractina, nimbina y salannina, en conjunto,
son responsables de la actividad antimicrobiana.
Williams y col. (1998),° estudiaron el efecto inhibito-
rio de azadiractina pura y azadiractina formulada
(Neemix), en Bacillus subtilis, Escherichia coli y Pae-
nibacillus larvae, demostrando que el efecto inhibito-
rio de azadiractina pura en el crecimiento de las tres
bacterias fue significativamente mas bajo que el en-
contrado en azadiractina formulada (Neemix). Esto
sugiere que los "componentes inertes" en Neemix po-
tencian el efecto inhibitorio. Okemo y col. (2001),” de-
terminaron la actividad antimicrobiana de extractos
metandlicos de neem, encontrando que a concentra-
ciones de 8 y 0.5 mg/mL, se inhibi6 el crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, respectiva-
mente.

Otra fuente natural lo constituye el arbol del vena-
dillo (Swietenia humilis Zucc), perteneciente a la fa-
milia de las Meliaceae. Originario de las regiones tro-
picales de América y ampliamente distribuido en las
zonas del Pacifico mexicano.* La madera de venadillo
tiene un alto valor comercial en el mercado de la eba-
nisteria mundial. Es fuerte y resistente a la pudri-
cién por hongos y bacterias y a los insectos, sin nece-
sidad de tratarla con productos quimicos.’® La
corteza ha sido utilizada contra la diarrea y la fie-
bre.! Las infusiones de extractos de semillas son tra-
dicionalmente usadas para tratamientos contra ami-
bas y lombrices.!”

El venadillo contiene, en su corteza y semillas, li-
monoides los cuales han sido caracterizados y su ac-
tividad biocida ampliamente demostrada.'*!® El uso de
infusiones, de extractos de semillas de venadillo, han
sido tradicionalmente empleadas para el control de
infecciones parasitarias, particularmente contra ami-
bas (E. coli y E. hystolitica).'”

Segura y col. (1993),* determinaron el efecto in-
secticida de extractos metandlicos de venadillo con-
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tra la larva de Tenebrio monlitor, encontrando que
inhibié significativamente el crecimiento de esta lar-
va. Jiménez y col. (1997),'® estudiaron el efecto in-
secticida de humilinolides A-D contra Ostrinia nubi-
lalis, demostrando que estos compuestos activos
redujeron el crecimiento del insecto, asi como tam-
bién incrementaron el tiempo de desarrollo de los
sobrevivientes. También se ha demostrado la activi-
dad bactericida de extractos aceténicos de semillas
de venadillo contra Escherichia coli y Salmonella
typhimurium.*®

Los limonoides, tetranortriterpenoides, presentes
en la familia Meliaceae son sintetizados mediante la
ruta biosintética de los terpenoides. Se inicia con la
ciclizacién del escualeno resultando un ion tetracicli-
co y dos compuestos quimicamente similares, el eufa-
no y el tirucaleno, los cuales son los tltimos precur-
sores biogenéticos.?

El aceite extraido de las semillas de neem es una
mezcla de aceites, el cual se puede obtener por pre-
sidn, extraccién al vapor y por extracciéon con solven-
tes. Es un liquido café oscuro, espeso, semisélido, de
sabor amargo y fuerte olor. Estd compuesto princi-
palmente de triglicéridos y algunos compuestos tri-
terpenoides, los cuales son responsables del sabor
amargo.??

Por otro lado, para evaluar la actividad microbi-
cida de compuestos quimicos y/o naturales se puede
emplear el porcentaje de reduccién de una concen-
tracién dada de microorganismos modelos? que re-
presentan a microorganismos patégenos con carac-
teristicas morfolégicas y estructurales similares.?4%
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y el bacte-
ri6fago P22, han sido ampliamente utilizados como
microorganismos modelo, los cuales representan a
bacterias Gram negativas, Gram positivas y virus
entéricos, respectivamente.?-3

Debido a que los extractos de neem y venadillo
pueden tener una aplicacién como agentes microbici-
das, el objetivo del presente estudio fue determinar el
efecto antimicrobiano, in vitro, de extractos acetoni-
cos, etandlicos y metandlicos de semillas de neem y
venadillo, recolectadas en Culiacan, Sinaloa, contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y el bacterio-
fago P22.

MATERIAL Y METODOS
Preparacion de las semillas de neem y venadillo
Con base al estudio del contenido de limonoides en

semillas del arbol del neem desarrollado por Angulo-
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Escalante y col., (2004),' se procedi6 a la colecta de
frutos de neem y venadillo de arboles localizados en
la zona centro de la ciudad de Culiacan, Sinaloa,
México. Se obtuvieron frutos de neem y venadillo, los
cuales fueron despulpados y/o descortezados. El seca-
do de los frutos consistié en un proceso de 6 h bajo el
sol y 15 dias bajo sombra.® La colecta se realiz6 bajo
la supervisién del botanico Jestis Aguilar Patino, di-
rector del herbario de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Auténoma de Sinaloa, quien utilizé los
criterios internacionales para la identificacién y cla-
sificacién de plantas.

Obtencion de los extractos acetonicos, etanodlicos
y metandlicos de semillas de neem y venadillo

La grasa de las semillas de neem y venadillo fueron
removidas con hexano.® Se pesaron 50 g del germen
de semillas pulverizadas en una licuadora convencio-
nal (Osterizer, México), se colocaron en un frasco vo-
lumétrico de 250 mL donde fueron adicionados 200
mL de hexano. Se mezclé por 15 min y se dejé repo-
sar durante 24 h. Usando una tela de organza, la
mezcla se filtré para recuperar el germen de la semi-
lla desengrasada, y se dejo secar a temperatura am-
biente por dos horas. Posteriormente, 50 g de semilla
desengrasada fue mezclada durante 15 min, con 200
mL del solvente correspondiente (acetona, etanol y
metanol), y se dej6 reposar durante 24 h.3! La mezcla
se filtr6 (Whatman No. 40), y el filtrado fue colocado
en un frasco volumétrico, y mediante un rotavapor
(Buchi R-205, Suiza) se removi6 el solvente para asi
obtener el extracto crudo.

Determinacion de limonoides totales en extrac-
tos de neem y venadillo

Los limonoides totales fueron determinados siguien-
do la metodologia establecida por Jianming y col.
(1999).%! En tubos cénicos de 10 mL, se colocaron 0.7
mL de diclorometano, un gramo de extractoy 0.2 mL
de vainillina (0.02 mg/mL). La mezcla se agit6 ma-
nualmente y se dejé reposar a temperatura ambiente
por 2 min. Enseguida se le adicioné 0.3 mL de 4cido
sulfarico concentrado (98%), 0.7 mL de metanol y se
dejé reposar por 5 min. Finalmente, la absorcién fue
medida a 577 nm en un espectrofotémetro UV — VIS
(VARIAN modelo CARY 1E). La concentracién de li-
monoides fue cuantificada utilizando una curva de
calibracién (r? = 0.9998) que se obtuvo con solucio-
nes estandar de azadiractina en diclorometano (0.01 -
0.1 mg/mL).
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Inoéculos

Se utilizaron controles positivos de Escherichia coli
(ATCC 15597), Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium, hospedero del bacteriéfago P22, obteni-
dos del cepario del laboratorio de microbiologia am-
biental del departamento de suelos y aguas de la Uni-
versidad de Arizona a cargo del Dr. Charles P.
Gerba.

Purificacion de las bacterias

Las bacterias fueron purificadas empleando la meto-
dologia descrita por Ukuku y Sapers (2001).22 Una
colonia bacteriana fue inoculada en 5 mL de caldo de
soya y tripticaseina (TSB, Difco; EU), se incubé por
24 h a 37°C. Posteriormente se adicion6é 1 mL del cre-
cimiento bacteriano en 25 mL de caldo TSB, y se in-
cub6 por 24 h a 37°C. La suspensién bacteriana fue
colocada en tubos de centrifuga estériles y se centri-
fugaron a 13, 800 X g (Beckman, J2-MI, EU) durante
10 min a 4°C. El sedimento obtenido se lavé y resus-
pendié en 25 mL de solucién amortiguadora estéril
(PBS, 0.1 M, pH de 7.2) y se centrifugé nuevamente
a las mismas condiciones. El procedimiento de lava-
do, se repiti6 dos veces. Las bacterias purificadas se
mantuvieron a 4°C antes de ser utilizadas.

La concentracién inicial de las suspensiones bacte-
rianas fue determinada por la técnica de extensién en
placa. Se realizaron diluciones decimales por triplica-
do (102,104, 10%y 10®) y 0.1 mL de cada dilucién de-
cimal fue colocada en cajas petri conteniendo agar se-
lectivo mFC (Difco™, EU) y agar sal y manitol
(Bioxon, México) e incubadas a 44.5 y 37°C durante
24 h para E. coli y S. aureus, respectivamente. Fi-
nalmente, la concentracién bacteriana se cuantificé
con base en las unidades formadoras de colonia ob-
servadas en el medio y el resultado fue expresado en
Log,,UFC/mL. La concentracion inicial de las bacte-
rias fue de 8 Log,, UFC/mL para Escherichia coli, y 8
Log,, UFC/mL para Staphylococcus aureus.

Regeneracién del bacteriéfago P22

Para la propagacion del bacteriéfago se empleé la me-
todologia establecida en el compendio de métodos
para el anédlisis de agua (APHA, 1998),% la cual se
describe a continuacién: Una colonia de S. typhimu-
rium, hospedero especifico del bacteriéfago P22, fue
colocada en 5 mL de T'SB e incubada a 37°C por 24 h.
Posteriormente 1 mL del inéculo, en fase estaciona-
ria, fue depositado en 25 mL de TSB, se incubd, du-
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rante 3 h (fase de crecimiento logaritmico) a 37°C
bajo agitacion constante (bano maria a 110 rpm).

Diluciones decimales (10, 10, 106, 10 y 10-1°) de
una concentracién de 9 Log, UFP/mL del bacteri6fa-
go fueron preparadas. En un tubo que contenia 3 mL
de agar de soya y tripticaseina (TSA, siglas en in-
glés) al 1% a temperatura no mayor a 47 = 2°C (agar
suave), se le agregé 1 mL del cultivo de Salmonella
typhimurium y 0.1 mL de la dilucién del bacteriéfago.
Se agité para mezclar y enseguida se vertio en cajas
petri conteniendo agar soya tripticaseina al 1.5%.
Una vez que el agar suave (1%) se solidifico, se incu-
b6 a 37°C durante 24 h. Se realizaron tres réplicas de
cada dilucién. Transcurrido el tiempo de incubacién,
las cajas petri conteniendo la mezcla del virus y la
bacteria se retiraron de la incubadora, se le anadie-
ron 6 mL de solucién amortiguadora (fosfato de pota-
sio monobaésico, pH 7.2), con el objetivo de separar
los bacteriéfagos del agar, se dej6 reposar 2 h, y el
sobrenadante obtenido se llevé a centrifugacion a
13,800 X g durante 15 min.

El sobrenadante obtenido del proceso de centrifu-
gado, se filtr6 utilizando una membrana de acetato de
celulosa de 0.2 um de porosidad y 47 mm de diame-
tro. El filtrado fue colocado en tubos estériles y refri-
gerados a 4°C antes de ser utilizado.

El bacteriéfago fue cuantificado mediante la técni-
ca de doble agar, previamente descrita, y la concen-
tracién del bacteriéfago fue expresada en Log,, unida-
des formadoras de placa por mililitro (Log,, UFP/
mL) la cual fue de 10.1 Log,, UFP/mL.

Evaluacion bactericida de extractos por el
método de extension en placa

La suspension bacteriana fue tratada con extractos
acetonicos, etanélicos y metandélicos de semillas de
neem y venadillo a concentraciones de 50, 25, 10 y
1%. 0.1 mL de la suspensién bacteriana fue inoculada
a 2 mL del extracto.* Se emplearon dos tiempos de
contacto, 2.5 y 5 min, para evaluar la actividad bacte-
ricida de los extractos. Después de cada tiempo, se
tomé6 un mL de la mezcla y se realizaron diluciones
decimales (104, 10¢y 10®). De cada dilucién, se tomé
0.1 mL y se colocaron en cajas petri conteniendo
agar mFC y sal y manitol para E. coli y S. aureus,
respectivamente. La suspensién bacteriana se exten-
di6 uniformemente utilizando una varilla de vidrio, y
finalmente las cajas petri se incubaron durante 24 h
a 44.5°C y 37°C para E. coli y S. aureus, respectiva-
mente.? Todas las evaluaciones se realizaron por tri-
plicado.
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Evaluacion viricida de extractos por el método
de doble agar

La actividad viricida de los extractos fue evaluada
usando una alicuota (0.1 mL) de la concentracién
inicial del bacteriéfago (10.1 Log,, UFP/mL) y 2 mL
de los extractos acetonicos, metanolicos y etandlicos
de semillas de neem y venadillo a concentraciones de
50, 25, 10 y 1%. Se establecieron dos tiempos de con-
tacto, 2.5 y 5 min, pasado el tiempo de contacto, se
tom6 1 mL de la mezcla y se realizaron diluciones de-
cimales (10, 10% y 10-%). En un tubo conteniendo 3
mL de T'SA al 1% en forma liquida y a temperatura
no mayor de 47 + 2°C, se anadi6 0.1 mL de cada dilu-
ci6én del bacteridfago y 1 mL de S. typhimurium (por
triplicado), se agit6é la mezcla y se colocé en cajas pe-
tri conteniendo TSA al 1.5%, en forma sélida (BD,
Bioxon, México). Inmediatamente después se agité de
manera manual para uniformizar la mezcla y se dejé
solidificar. Posteriormente las cajas petri fueron in-
cubadas a 37°C por 24 h para obtener la concentra-
cién final. La capacidad de reduccion microbiana de
los extractos se determiné de acuerdo a lo descrito
por Geldreich (1996), manifestando que un antimi-
crobiano es efectivo cuando logra reducir 6 y 4 Log,,
de una concentracion inicial bacteriana y viral, res-
pectivamente.

Analisis estadisticos

El diseno estadistico empleado fue de bloques con
tres factores totalmente al azar. Los factores fueron
los extractos, las concentraciones y el tiempo de con-
tacto, y los microorganismos fueron bloqueados. Al
realizar los analisis de varianza y encontrar diferen-
cias significativas, se aplicé la prueba de compara-
ciéon de medias de Tukey a un a = 0.05. El paquete
estadistico empleado fue Minitab, Versién Release
13.20 (2003).

RESULTADOS

Determinacion de limonoides totales en extrac-
tos de neem y venadillo

En este estudio se evalué la actividad antimicrobia-
na de extractos de neem y venadillo. Los solventes
acetona, metanol y etanol fueron utilizados para
extraer las sustancias inhibitorias de las semillas
analizadas. El cuadro I muestra el contenido de li-
monoides en extractos obtenidos a partir de semi-
llas de neem y venadillo. El extracto etandlico re-
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cupera una concentracién mayor de compuestos ac-
tivos, seguido del extracto acetéonico y metandlico
tanto en neem como en venadillo. Los extractos ob-
tenidos a partir de neem resultaron con mayor con-
tenido de compuestos limonoides que los extractos
de venadillo.

Actividad antimicrobiana de extractos de neem y
venadillo contra Escherichia coli

Como se muestra en el cuadro I, E. coli fue mas
susceptible a los extractos de neem. Los extractos
acetonicos, metandlicos y etandlicos a concentra-
ciéon de 10% y tiempo de contacto de 5 min inhibie-
ron considerablemente el crecimiento de este micro-
organismo. Aumentada la concentracién a 50%,
independientemente del extracto y de los tiempos de
contacto (2.5 y 5 min), se logré inhibir completa-
mente el crecimiento microbiano (Cuadro II). Por
otra parte, los extractos etandlicos y metandlicos
fueron mas eficientes que el extracto acetdnico, ya
que a concentraciones de 25% y tiempo de contacto
de 5 min inhibieron completamente el crecimiento
microbiano, mientras que con el extracto acetdni-
co, s6lo al duplicar esta concentracién (50%) se ob-
tuvieron los mismos resultados. No se encontra-
ron diferencias significativas entre estos extractos
(p > 0.05), sin embargo al ajustar el nimero de lo-
garitmos reducidos a 6 Log, UFC/mL?* los tres ex-
tractos (aceténico, metanodlico y etandlico) obtuvie-
ron una reduccién 6 Log, UFC/mL de E. coli a un
tiempo de contacto de 5 min. Por otro lado, el ex-
tracto etandlico fue el més eficiente, ya que a con-
centracion de 1% y tiempo de contacto de 5 min se
alcanz6 una reduccién de 6 Log,, UFC/mL (Cuadro
II), mientras que a una concentraciéon de 10% logré
inhibir completamente el crecimiento de E. coli en
los dos tiempos de contacto (2.5 y 5 min), obtenién-
dose estos mismos resultados a concentraciones de
25y 50%, no encontrandose diferencias significati-
vas entre las concentraciones. Sin embargo, se pue-
de observar que este extracto fue significativamen-

Cuadro I. Contenido de limonoides totales en extractos de
neem y venadillo.

Extracto % Limonoides/g

Neem Venadillo
Acetoénico 8.60 6.34
Etandélico 10.94 7.55
Metandlico 8.85 5.98
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Cuadro II. Inactivaciéon de Escherichia coli por extractos de neem y venadillo.

Concentracién Tiempo de Neem Venadillo
(%) contacto* Reduccién Log,) UFC/mL?
E, E, E, E, E, E,
1 2.5 2 4 2 1 1 1
5.0 3 6 2 2 2 2
10 2.5 2 8 2 1 2 1
5.0 5 8 5 3 3 2
25 2.5 4 8 5 4 4 2
5.0 6 8 8 5 5 3
50 2.5 8 8 8 7 8 5
5.0 8 8 8 7 8 6
*Minutos; E,, Extracto aceténico; E, Extracto etandlico; E, Extracto metandlico.
‘Reduccién logaritmica de E. coli expresada en unidades formadoras de colonias.
Cuadro III. Inactivacion de Staphylococcus aureus por extractos de neem y venadillo.
Concentracion Tiempo de Neem Venadillo
(%) contacto* Reduccién Log,) UFC/mL?
E, E, E, E, E, E,
1 2.5 4 4 3 2 4 2
5.0 4 5 4 2 5 2
10 2.5 4 5 3 4 5 4
5.0 5 5 3 4 5 4
25 2.5 5 5 4 4 5 4
5.0 6 5 4 6 6 5
50 2.5 6 7 4 8 8 8
5.0 7 7 5 8 8 8

*Minutos; E,, Extracto aceténico; E,, Extracto etandlico; E,, Extracto metanélico.

"Reduccién logaritmica de E. coli expresada en unidades formadoras de colonias.

te diferente a los extractos metanélicos y acetdoni-
cos (p < 0.0001). Esto probablemente se debi6 a
que el extracto etanélico tiene un mayor contenido
de limonoides (Cuadro I), los cuales son responsa-
bles de la actividad antimicrobiana del neem.® En
cuanto a los extractos de venadillo, se puede obser-
var que E. coli fue mas resistente a estos extrac-
tos, ya que s6lo a concentraciones mayores de 25%
se inhibi6 de manera significativa su crecimiento.
A concentraciones de 50% del extracto etandlico
inhibié completamente el crecimiento de la bacte-
ria. Coronel y col., (2001) demostraron que la ex-
posicién por 5 minutos de E. coli en extractos ace-
tonicos de semillas de venadillo provocaron una
reduccién del 99%. Los tres extractos obtuvieron
una reduccién igual o mayor que 6 Log,, UFC/mL
a la concentraciéon de 50% y 5 min de tiempo de
contacto (Cuadro II).
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El cuadro III muestra que a concentraciones de 1y
10% los extractos aceténico, metandélico y etandlico
lograron una reduccién de 5 Log,, UFC/mL de la con-
centracion inicial de S. aureus (8 Log,, UFC/mL). A
una concentracion de 25% y un tiempo de contacto de
2.5 y 5 min, sélo el extracto aceténico alcanzé una
reduccién de 6 Log,, UFC/mL. Mientras que la con-
centracion de 50%, sélo los extractos etandlico y ace-
tonico, inhibieron més de 6 Log,, el crecimiento de S.
aureus. Contrario a lo que sucedi6 en el caso de Es-
cherichia coli, donde el extracto etandlico logré re-
ducciones iguales o mayores a 6 Log,, UFC/mL a
partir de la concentracién de 1%. Por otro lado, Gni-
camente a 50% los extractos de venadillo lograron re-
ducir completamente el crecimiento microbiano, no
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encontrandose diferencias significativas entre ellos.
Mientras que a concentraciones de 1, 10 y 25%, los
extractos de venadillo redujeron menos de 6 Log,,
UFC/mL de S. aureus.

Actividad antimicrobiana de extractos de neem
y venadillo contra el bacteriéfago P22

El cuadro IV, muestra que tanto los extractos de
neem y venadillo a 1, 10 y 25%, redujeron menos de 4
Log,, UFP/mL del bacteriéfago P22. Siendo tnica-
mente el extracto etanélico de neem, a 50% y un tiem-
po de contacto de 5 min, que redujo més de 4 Log,, el
crecimiento del bacteriéfago. Esto indica claramente
que las bacterias en estudio y el bacteri6fago P22 res-
ponden de manera diferente a los extractos de neem y
venadillo, por lo que la evaluacion bactericida y viri-
cida deben conducirse de manera separada.

DISCUSION

Los limonoides son responsables de la actividad bio-
cida y son componentes intrinsecos de las semillas de
neem y venadillo.”418% La técnica colorimétrica®! ba-
sada en el analisis de vainillina resulté ser un méto-
do conveniente para determinar el contenido total de
limonoides en los extractos empleados como agentes
antimicrobianos. Sin embargo, el uso de esta técnica
en extractos obtenidos a partir de la cascara de la se-
milla y hojas es inadecuada debido a la presencia de
sustancias consideradas como fuente de interferen-
cia.?! Eloff (1998)3" y Cowan (1999),%® encontraron
que el metanol es maés eficiente que el etanol y la ace-
tona ya que extrae mayor cantidad de compuestos
quimicos en hojas de plantas, lo cual no concuerda

Efecto antimicrobiano de extractos crudos de neem y venadillo

con nuestros resultados, sin embargo cabe mencio-
nar que el proceso de extraccion difiere del utilizado
en el presente estudio.

Se ha reportado que los extractos de neem tienen
efecto inhibitorio en una amplia gama de microorga-
nismos incluyendo algas,*® hongos,***! bacterias®"4>43
y protozoarios.** En el presente estudio se observé
que los tres extractos de neem inhiben, en diferente
grado, el crecimiento y la replicacion de bacterias
(Gram -y +) y virus (bacteri6fagos), respectivamen-
te. Escherichia coli fue mas susceptible a los extrac-
tos de neem que Staphylococcus aureus, ya que se ob-
servo la inhibicién del crecimiento de E. coli fue de
manera creciente y constante desde la concentracién
mas baja evaluada (1%) hasta la mayor (50%), alcan-
zando inclusive la eliminacién total de la bacteria.
Estos datos concuerdan con los encontrados por Fa-
bry y col., (1998)!' y Awadh y col., (2001),% quienes
encontraron que extractos metandélicos de plantas
originarias de Africa y la India inhibieron considera-
blemente el crecimiento de E. coli a bajas concentra-
ciones, mientras que los extractos aceténicos mostra-
ron efectividad a altas concentraciones y mayor
tiempo de contacto. Asi mismo, Almas (2001)*¢ de-
mostré que el extracto etanédlico de semillas de neem
a concentraciones menores de 5% inhibi6 significati-
vamente el crecimiento de E. coli, y Williams y col.,
(1998),5 evaluaron el efecto inhibitorio de formulacio-
nes de neem contra Bacillus subtilis y E. coli, encon-
trando que a una concentraciéon de 50 ug/mL, se inhi-
bi6 completamente el crecimiento de E. coli, mientras
que para B. subtilis la inhibicién fue minima. El me-
canismo de accién, por el cual generalmente los mi-
croorganismos resisten a la acciéon de los extractos
de neem, ha sido poco estudiado.

Cuadro IV. Inactivacion de bacteriéfago P22 por extractos de neem y venadillo.

Concentracion Tiempo de Neem Venadillo
(%) contacto™
Reduccién Log,, UFP/mL'
E, E, E, E, E, E,
1 2.5 2 2 2 2 2 2
5.0 2 2 2 2 2 2
10 2.5 3 3 3 2 2 2
5.0 3 3 3 2 2 2
25 2.5 3 3 3 2 2 2
5.0 3 3 3 2 2 2
50 2.5 3 4 3 2 3 2
5.0 3 5 3 2 3 3

*Minutos; E|, Extracto aceténico; E,, Extracto etandlico; E,, Extracto metanélico.
"Reduccion logaritmica del bacteriéfago P22 expresada en unidades formadoras de colonias.
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Para S. aureus aun a la concentracién mayor eva-
luada (50%), la reduccién bacteriana no alcanzé la
eliminacién total. Estos resultados concuerdan con
los encontrados por Williams et al., (1998)¢ quienes
encontraron que E. coli fue mas susceptible que B.
subtilis (Gram positiva) a Neemix (formulado de
neem), inhibiendo completamente su crecimiento a
bajas dosis. Estudios previos han demostrado que S.
aureus posee genes que le permiten generar resisten-
cia contra biocidas (agentes quimicos y antibi6ti-
cos).*

Tomando en cuenta el criterio de Geldreich
(1996),% el extracto etandlico de neem a 1% fue el
mas efectivo, al reducir 6 Log,, UFC/mL de E. coli
después de 5 min de tiempo de contacto, asi mismo la
concentracion de 25% del extracto aceténico de neem
logré inhibir 6 Log,, UFC/mL de S. aureus, mientras
que los extractos etandlicos y metandlicos fueron
efectivos solamente al duplicar esta concentracion
(50%). La reduccion de 4 Log,, UFP/mL del bacterié-
fago P22 sélo se alcanzé con el extracto etanélico a la
concentracién de 50%. Esto probablemente se debi6 a
que el extracto etandlico contiene mayor contenido de
limonoides, los cuales son los responsables de la acti-
vidad antimicrobiana de neem.? Por otro lado, los ex-
tractos de venadillo mostraron efectividad, sin em-
bargo ninguno de ellos logré inhibir 4 Log,, UFP/mL
del bacteriéfago P22.

Por lo tanto, se concluye que el extracto etanélico
de neem al 10%, inhibié completamente el crecimien-
to de Escherichia coli, mientras que los extractos me-
tanoélicos y acetdnicos lo hicieron a partir de la con-
centracion de 25% y 50%, respectivamente. El
extracto etanédlico de venadillo a 50% resulté ser el
mas efectivo al eliminar completamente a E. coli,
mientras que los extractos aceténicos y metandlicos
alcanzaron una reduccién mayor o igual a 6 Log,,
UFC/mL. Los extractos aceténicos, metandlicos y
etandlicos a 50%, obtenidos a partir de venadillo, in-
hibieron completamente el crecimiento de Staphylo-
coccus aureus, mientras que los extractos de neem no
lograron una reduccién total. El extracto etandlico
de neem a 50% redujo 4 Log,, UFP/mL el crecimiento
del bacteriéfago P22, mientras que los extractos de
venadillo mostraron una reduccién menor o igual a 3
Log,, UFP/mL del bacteriéfago P22. En base a estos
resultados se puede establecer que los extractos eta-
nélicos de neem y venadillo, a concentraciones de
50%, fueron los que mantuvieron una reduccién bac-
teriana y viral de manera constante, y por lo tanto
podrian ser una alternativa natural para el control
de microorganismos patégenos.
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