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RESUMEN. Listeria monocytogenes ha sido considerado
como un patégeno emergente causante de enfermedades ali-
mentarias. En la busqueda de una via alterna biocontroladora
de su propagacion, se propone al xilitol como posible agente
bacteriostatico y/o bactericida. El xilitol es un poliol derivado
de la hidrogenacion del monosacarido xilosa de relevancia en
la industria farmacéutica por su efecto anticariogénico. Para
comprobar el efecto del xilitol como posible agente bacterios-
tatico y/o bactericida sobre Listeria monocytogenes, se deter-
mino la concentracion minima inhibitoria (CMI), el tiempo
minimo de inhibicion (TMI) y la concentracion bactericida mi-
nima (CBM) de soluciones de xilitol en cultivos de Listeria
monocytogenes ATCC 7635. Se aplico el método de difusion
en agar, utilizando soluciones de xilitol en concentraciones de
0 a 10%, respectivamente, para la CMI. El TMI se determin6
por curvas de crecimiento en caldo Soya tripticasa con solu-
cionesde 1, 2,3, 5, 8,9, 10 y 20% de xilitol, respectivamente,
con un inoculo inicial de 108 UFC de Listeria monocytogenes
por mL en cada solucion. Se observo que la CMI fue con la
solucion del 1% de xilitol; el TMI fue de 10 horas con las con-
centraciones de 1 a 10% y de 7 horas al aplicar 20% xilitol. Se
comprobd que efectivamente el xilitol tiene poder bacterios-
tatico sobre Listeria monocytogenes (p<0.001), mas sin em-
bargo, no se obtuvo efecto bactericida en los ensayos
realizados.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, xilitol, concentra-
ciéon minima inhibitoria, tiempo minimo inhibitorio

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA),
son consideradas una importante carga de enfermedad
en el mundo. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) senala que en paises menos desarrollados, las
ETA son la principal causa de enfermedad y muerte,
asociadas a una carga socio-economica significativa. En
los paises desarrollados, las ETA son responsables de
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SUMMARY. Bacteriostatic effect and/or xylitol bacte-
ricide of crops on Listeria Monocytogenes. Listeria mo-
nocytogenes has been considered as an emerging pathogen
causing foodborne illness. In the search for an alternate
route biocontrol propagation, xylitol has been proposed as
a possible bacteriostatic and / or bactericide. Xylitol is a
polyol derived from the hydrogenation of xylose mono-
saccharide of importance in the pharmaceutical industry
for its anti-cariogenic effect. To check the possible effect
of xylitol as bacteriostatic and /or bactericidal against Lis-
teria monocytogenes, it was determined the minimum in-
hibitory concentration (MIC), the time minimum
inhibition (TMI) and minimum bactericidal concentration
(MBC) of xylitol solutions on Listeria monocytogenes
ATCC 7635. The agar diffusion method was applied, using
xylitol solutions at concentrations of 0-10%, respectively,
for the MIC. The TMI was determined by growth curves
in trypticase soy broth with solutions 1, 2, 3, 5, 8, 9, 10
and 20% of xylitol, respectively, with an initial inoculum
of 108 CFU per ml of Listeria monocytogenes in each so-
lution. MIC observed was the solution 1% of xylitol; the
TMI was 10 hours to concentrations of 1 to 10% and 7
hours to apply 20% xylitol. It was found that xylitol has
bacteriostatic power on Listeria monocytogenes (p
<0.001), but not bactericide effect.

Key word: Minimum inhibitory concentration, xylitol,
Listeria monocytogenes

los altos niveles de pérdida de productividad, costos
asociados al uso de los servicios de salud y a la im-
plementacion y monitoreo de politicas de inocuidad
de los alimentos (1).

Alrededor de 250 agentes causantes de ETA, han
sido descritos, entre los que se incluyen bacterias,
virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales
(2). Los cambios en los habitos alimentarios de la so-
ciedad, asi como el consumo de alimentos envasados,
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comidas fuera del hogar, expendio de comidas prepa-
radas y comidas rapidas, son factores que contribuye-
ron al incremento de las ETA (3).

Por otro lado, se ha estimado que un 30%, de la
poblacidn en paises industrializados se ha visto afec-
tada por ETA, mientras que en los paises en vias de
desarrollo la incidencia pudiese ser mayor (1), siendo
Listeria monocytogenes, una de las bacterias respon-
sables; las enfermedades causadas son producidas por
el consumo de alimentos contaminados con este mi-
croorganismo; afectando principalmente a mujeres
embarazadas, a recién nacidos y hospederos inmuno-
deprimidos (4). Esta bacteria puede ser aislada del
suelo, agua, vegetales y contenido fecal de una amplia
gama de animales; es un contaminante comun de ali-
mentos frescos y procesados, de origen animal y ve-
getal (hortalizas), leche y lacteos no pasteurizados,
carne de vaca, cerdo y aves, embutidos ahumados o
fermentados y pescados ahumados. Es capaz de pro-
ducir biofilm en alimentos, crece a temperaturas de re-
frigeracion, resiste condiciones adversas de pH y altas
concentraciones de NaCl. Dadas estas caracteristicas
y el hecho de ser ubicua, L. monocytogenes tiene mu-
chas oportunidades de entrar a las lineas de produccion
de alimentos y colonizar —en 1 a 10% causar portacion
transitoria— o enfermar a quienes los ingieren. (4). El
inéculo exacto y el periodo de incubacion son desco-
nocidos; se cree que se necesitan mas de 103 micro-
organismos y entre 11 y 70 dias para que se produzca
la infeccidn invasiva (5,6).

En Venezuela no se han confirmado casos de lis-
teriosis, sin embargo, vale acotar que entre los datos
disponibles de ETA en el pais, se reportaron 37 brotes
con 950 personas afectadas para el afio 2003 (7).

Si bien es cierto que la incidencia anual de listerio-
sis puede parecer relativamente baja en comparacion
con otras ETAs, hay que considerar que esta patologia
se ha posicionado como una de las enfermedades
transmitidas por alimentos mas importantes, debido al
aumento de la poblacion susceptible, las implicaciones
a nivel clinico y su alta tasa de letalidad, asi como la
ubicuidad del patdégeno lo que hace que Listeria mo-
nocytogenes, emerja, hoy en dia, como uno de los mi-
croorganismos de mayor riesgo para las poblaciones
susceptibles y donde los alimentos que son su princi-
pal vehiculo de diseminacion, estén totalmente libres
de este microorganismo, dado que los tratamientos
utilizados en la industria alimenticia, para disminuir o
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eliminar la carga bacteriana, no son del todo eficaces
frente a Listeria monocytogenes (8-10).

En este sentido y con la intensioén de aportar me-
dios sencillos y eficaces que permitan reducir al mi-
nimo la cantidad de Listeria monocytogenes en los
alimentos se propuso la utilizacion de soluciones de
xilitol, sustancia no toxica y con un potencial efecto
bacteriostatico y/o bactericida sobre Listeria monocy-
togenes.

El xilitol, poliol derivado de la hidrogenacion del
monosacarido xilosa; se presenta en pequefias canti-
dades, en frutas y verduras y producido por ciertos
hongos y levaduras. Es un intermediario del metabo-
lismo de los carbohidratos en humanos; no altera los
niveles de glucosa en sangre, por lo que ha sido el sus-
tituto de la glucosa en pacientes diabéticos, lo que le
ha dado al xilitol especial relevancia en la industria
farmacéutica y alimenticia (11,12).

Enun estudio realizado para comprobar la efica-
cia de la utilizacion de xilitol en la prevencion de la
caries dental en nifios pequenos, los investigadores in-
dicaron que no se observaron diferencias significativas
en los niveles de estreptococos mutans y lactobacilos
durante el tiempo de experimentacidon, pero si obser-
varon que la aplicacidn diaria xilitol redujo significa-
tivamente la incidencia de caries en los nifios en
comparacion con aquellos que no usaron xilitol, lo que
sugiere que el uso de xilitol puede ser un comple-
mento util para el control de la caries en los nifios (13).

Otros experimentos in vitro comprobaron que el
xilitol inhibe el crecimiento de Streptococcus pneumo-
nia y reduce la adhesion del Haemophilus influenzae
en las células de la nasofaringe, de igual modo se ha
demostrado que previene los casos de otitis media
aguda en infantes (14,15).

Tomando en consideracion el comprobado efecto
biologico que el xilitol ha tenido sobre microorganis-
mos, asi como la capacidad de no alterar las propieda-
des organolépticas de los alimentos, se propuso
evaluar el efecto bacteriostatico y/o bactericida que
pudiesen tener soluciones de xilitol frente a Listeria
monocytogenes.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de Soluciones de Xilitol.
Se prepararon solucionesde 1,2, 3,4,5,6,7,8, 9,
10 y 20% de xilitol grado analitico (Sigma Chemical
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Co.) y ajustada con solucion Buffer fosfato pH 7,5

Preparacion del Inéculo.

Se uso la técnica de Ramirez y col 2012 (16). Para
ello se tom6 una azada del cultivo de Listeria monocy-
togenes ATCC 7635 y se sembro6 en placas de agar nu-
tritivo, incubandose a 35°C por un periodo de 4 a 6
horas, para lograr la fase logaritmica. Posteriormente,
de este cultivo, se tomaron azadas de las colonias y se
prepard una suspension con agua estéril, ajustando la
densidad de la suspension del cultivo por comparacion
de su turbidez con el estandar de 0,5 de Mc Farland
de BaSO4, mediante este procedimiento se garantizo
un inoculo inicial de 108 UFC de Listeria monocyto-
genes/mL.

Método de difusion en Agar.

Se aplico el método de Kirby Barner, empleado por
Ramirez y col 2012 (16). Para esta prueba se prepa-
raron placas de Petri con agar PALCAM con un grosor
de 6 mm en cada placa. Una vez solidificado el agar,
se impregnaron hisopos estériles con la solucion de
Listeria monocytogenes ATCC 7635 y se procedio a
inocular cada una de las placas, cubriendo todo el es-
pacio disponible, hasta obtener una distribucion uni-
forme de las colonias. Por otro lado, discos de papel
de filtro Watman N° 54, con diametro de 6 mm, y es-
tériles, fueron impregnados con las soluciones de con-
centraciones especificas de xilitol, previamente
preparadas, y se colocaron en las placas inoculadas an-
teriormente; se colocaron cinco (5) discos de concen-
traciones diferentes de extracto de xilitol por placa
inoculada. Las placas fueron incubadas a 37°C, se ob-
servaron a las 24 y 48 horas de incubacion. Los halos
de inhibicion alrededor de los discos, fueron medidos
con una regla milimetrada, los ensayos se llevaron a
cabo por duplicado. Como patron de referencia, de los
antibiogramas, se utilizaron discos de Ampicilina y
Gentamicina especificos para la inhibicion de Listeria
en concentraciones de 10 pug respectivamente.

Determinacion del tiempo minimo

de inhibicion (TMI).

Se sigui6 la metodologia empleada por Ramirez y
col [16]. El tiempo minimo de inhibiciéon se determind
midiendo el crecimiento bacteriano, en medios de cul-
tivos de caldo nutritivo al cual se le anadieron solu-
ciones de 1, 2, 3, 5, 8, 9, 10 y 20% de xilitol,
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respectivamente. Se tomaron nueve (9) frascos de Er-
lenmeyer de 50 mL y se dispensaron 10 mL de caldo
nutritivo a cada uno, luego los frascos se autoclavaron
a 121°C por 15 min. Una vez autoclavados, a cada
uno de los frascos se les agregd 10 mL de solucion de
xilitol. En el nlimero 1 se agrego solucion al 1%, en el
2 al 2% y asi sucesivamente. Seguidamente se tomo
uno de los frascos y se colocaron 10 mL de agua esté-
ril, reservandola como solucion de 0% xilitol. El
frasco restante solo contenia caldo nutritivo, siendo
utilizado como blanco. A cada uno de los frascos, a ex-
cepcion del frasco con solucion blanco, se agregd 0,1
mL de suspension de Listeria monocytogenes 103
UFC/mL

Inmediatamente después de inocular las soluciones
con la suspension bacteriana, se procedio a medir la
absorbancia de cada una, utilizando un espectrofoto-
metro Thermo Spectronic Génesys UV, con una lon-
gitud de onda de 540 nm.

Todos los frascos con las soluciones fueron incu-
bados a 37°C y a intervalos de una hora se le realiza-
ron las mediciones de absorbancia de cada solucion
hasta una vez transcurridas 48 horas desde la primera
medicion. Con los datos obtenidos se graficaron las
curvas de crecimiento respectivas.

Se comparo la curva resultante de cada concentra-
cion de la solucion de xilitol con la curva de 0%, a fin
de evidenciar diferencias significativas en el creci-
miento de Listeria monocytogenes. Todos los experi-
mentos fueron llevados a cabo por duplicado.

Concentracion Bactericida Minima.

La prueba para determinar la Concentracion Bac-
tericida Minima se realizo solo en aquellos caldos en
los que no se obtuviera crecimiento bacteriano, es
decir, absorbancia cero, en las mediciones para las cur-
vas de crecimiento a las respectivas concentraciones
de xilitol, en la prueba de Tiempo Minimo de Inhibi-
cion. De cada uno de esos frascos de Erlenmeyer, se
tomo una azada de ese caldo, y se sembrod en una placa
de Petri con agar Palcam, utilizando para ello una es-
patula de Drigalski. Este mismo procedimiento se re-
alizo en los frascos contentivos de las soluciones de
xilitol donde no se apreci6 crecimiento bacteriano al-
guno, o resultantes de 0% absorbancia. Cada una de
las placas se incubo a 37°C durante 24h.

Luego de las 24h se observaron las placas y se se-
leccionaron aquellas en la que no hubo crecimiento
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bacteriano y cuyo inéculo provino del
frasco con menor dilucion. La menor di-
lucioén en la que no se desarrollaron bac-
terias en la placa se tomd como la
concentracion bactericida minima.

Analisis de los Datos.

Los datos relativos a la formacion o
no del halo de inhibicion microbiologico,
asi como su grosor, se promediaron, se
procesaron a través de un analisis des-
criptivo (media aritmética) y se constru-
yeron diagramas de cajas y aristas (BOX
& WHISKER PLOT) en relacién a la
media de los halos de inhibicion obteni-
dos.

Para determinar cambios en la dina-
mica de crecimiento en Listeria monocy-
togenes, de acuerdo a las concentraciones
de soluciones de xilitol usadas en el es-
tudio, se promediaron y se graficaron las
densidades opticas obtenidas, a fin de
presentar las respectivas curvas de creci-
miento microbiano, comparando cada
uno de los tratamientos mediante la apli-
cacion de la prueba de correlacion de
Spearman (prueba no paramétrica que
mide la diferencia entre una distribucién
observada y otra esperada). Los datos
fueron procesados a través del programa
estadistico STATISTIX 9.0.0.

RESULTADOS

En la Tabla 1 se muestran los halos
de inhibicion logrados en los cultivos de
Listeria monocytogenes al aplicar dife-
rentes concentraciones de soluciones de
xilitol por el método de difusion en agar.
Se puede apreciar que todas la concen-
traciones de xilitol ejercieron cierto
efecto bacteriostatico o inhibidor sobre
la bacteria Listeria monocytogenes al ob-
tenerse halos de inhibicion con cada una
de las concentraciones.

En la Figura 1 se aprecia que los halos
de inhibicion se hacen mas grandes a me-
dida que aumenta la concentracion de xi-

TABLA 1 Halos de inhibicion obtenidos con diferentes

concentraciones de xilitol en cultivos de Listeria monocytogenes.

Concentracion A (diametro B (diametro Medi
0 edia
(%) en mm) en mm)
1 2 2 2
2 1 2 1,5
3 1 2 1,5
4 2 1 1,5
5 2 2
6 2 3 2,5
7 3 3 3
8 2 3 2,5
9 2 3 2,5
10 3 4 3,5
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= 3,0 ~——
E
025
:g 20 —o— ——
fa
15
10 T +Std.Dev
’ [ + Std Emr
05 0 Mean

1 2 3 & 5 6 ¥ % 9 10
Concentracion de xilitol (%)

FIGURA 1 Diagrama de cajas y aristas (BOX & WHISKER
PLOT) por grupo con relacion al didmetro del halo de
inhibicion de los discos en el cultivo de Listeria
monocytogenes en presencia de xilitol.
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FIGURA 2 Curva de crecimiento bacteriano de Listeria
monocytogenes a diferentes concentraciones de xilitol.
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litol, lo que hace evidentemente que existe una corre-
lacion entre la concentracion de xilitol y su efecto in-
hibitorio sobre Listeria monocytogenes.

Por otro lado las curvas de crecimiento de Listeria
monocytogenes se muestran en la Figura 2, se observa
la curva control en caldo nutritivo (0% xilitol), frente a
las curvas de crecimiento del microorganismo en solu-
ciones de xilitol a concentraciones de 1, 2, 3,5, 8,9y
10 por ciento respectivamente. En la curva con 0% de
xilitol o curva control, se aprecia que durante las 5 pri-
meras horas no hubo crecimiento de la bacteria luego
de realizado el indculo, cumpliéndose la fase de latencia
o adaptacion, culminando esta fase a las 5 horas.

Posteriormente el microorganismo entra en la fase
logaritmica o exponencial, que se representa por un
pico maximo de absorbancia de 0,426 a las 10 horas
de incubacion para luego caer en fase estacionaria
hasta el final de las mediciones. Durante las primeras
5 horas, posteriores al indculo del microorganismo, las
curvas de crecimiento de Listeria monocytogenes
mantienen un patrén similar, por encontrarse en fase
adaptativa; sin embargo, a partir de la hora 6 existe un
clara diferencia entre la curva control y las curvas re-
sultantes de la aplicacion de xilitol a sus diferentes
concentraciones (1-10%), ya que las absorbancias son
menores, indicando que existe un menor crecimiento
de la bacteria en presencia de xilitol. Sin embargo, el
inicio de la fase exponencial ocurre a las 6 horas post
in6culo y la misma culmina a las 10 horas, tal como
sucede en la curva control.

La curva de 20% xilitol muestra un periodo de
adaptacion mas prolongado, ya que este se extiende
durante las primeras 6 horas post inéculo. Pasada estas
6 horas la curva entra en fase exponencial logrando un
pico de absorbancia de 0,101 a la hora 7, donde luego
entra en fase estacionaria hasta el final de las medicio-
nes. Con ello se evidencia que la fase logaritmica de
la curva s6lo tuvo una hora de duracidn, acortandose
sustancialmente en relacion a las curvas observadas en
las demas concentraciones de xilitol. Se encontré di-
ferencia estadisticamente significativa (p < 0,01) al
relacionar la curva de crecimiento normal con respecto
a las distintas soluciones de concentraciones variables
de xilitol

Los resultados mostrados indican que el xilitol
efectivamente reduce el crecimiento de Listeria mo-
nocytogenes durante la fase exponencial, mantenién-
dose luego por debajo de los valores registrados en la
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curva control. Tal efecto del tipo bacteriostatico se in-
crementa a medida que aumenta la concentracion de
xilitol y es posible observarlo en cada una de las solu-
ciones aplicadas.

Mencioén aparte merece el comportamiento obser-
vado en la curva con 20% de xilitol, ya que se pudo
lograr una sustancial inhibicion en el desarrollo de la
bacteria, si se compara con el resto de las curvas.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se
relacionan con los logrados por Kurola y col. (17),
quienes sefalaron que el xilitol inhibe el crecimiento
de bacterias como Streptococcus pneumoniae. En los
ensayos clinicos, el xilitol reduce la incidencia de otitis
media aguda en nifios, pero no disminuye el portador
nasofaringeo de neumococos. La exposicion al xilitol
en soluciones de 0,5% redujo los valores de densidad
optica, que fueron utilizados como una indicaciéon de
la biopelicula que puede explicar en parte la eficacia
de xilitol para prevenir la otitis media aguda en los en-
sayos clinicos; efecto que de igual manera se incre-
menta con el aumento de la concentracion de xilitol,
en el presente trabajo, ya que con 1% de xilitol el por-
centaje de inhibicion logrado fue aproximadamente
35% y de 72% de inhibicion al aplicar 5% de xilitol
De esta manera se confirma la relacion existente entre
la concentracion de xilitol y su efecto inhibitorio frente
a ciertas bacterias, tal como es el caso tambien de Lis-
teria monocytogenes.

Esta consecuencia podria explicarse por el hecho
de que Listeria monocytoges cuenta con un sistema
llamado fructosa fosfotransferasa identificado por
Mitchell y col. (18) y Tapiainem y col (19), quienes
explican el efecto negativo sobre S. pneumoniae; los
investigadores presumen que el sistema fructosa fos-
fotransferasa permite el ingreso del xilitol al cito-
plasma del microorganismo y que por ausencia de las
enzimas necesarias para su metabolismo, éste se acu-
mula hasta alcanzar niveles toxicos.

Por otro lado Tapiainem (20), propone una se-
gunda hipdtesis de como el xilitol puede ocasionar
dafio en la pared celular de S. pneumoniae, volvién-
dola irregular y desapareciendo su estructura trilami-
nar, por cuanto mediante este sistema se ingresa xilitol
al citoplasma y se envia constantemente al exterior,
ocasionando con ello un gasto innecesario de energia
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produciendo mediante este mecanismo un dafio irre-
parable en la bacteria. Es por esta razon que se cree
que el efecto inhibitorio producido por el xilitol sobre
Listeria monocytogenes pudo haberse proporcionado
por esta via.

Un estudio precedente relaciono el efecto del xilitol
en el crecimiento de S. pneumoniae en presencia de
fructosa y sorbitol, en el cual la adicion de 5% de xi-
litol a los medios de cultivos en estudio, resultd en una
marcada inhibicion del neumococo, efecto que fue to-
talmente eliminado en presencia de fructosa, pero per-
manecio en los casos en que se agregd xilitol mas
sorbitol y glucosa, demostrando de esta manera que la
inhibicion de S. pneumoniae esta mediada por el sis-
tema fructosa fosfotransferasa (21).

En la presente investigacion se puede concluir,
que se evidencid que la solucion de 1% de xilitol logra
una accion bacteriostatica sobre Listeria monocytoge-
nes, incrementandose el efecto conforme se aumenta
la concentracion de xilitol. No se observo secuela bac-
tericida alguna con las concentraciones de xilitol em-
pleadas. Por otro lado, al utilizar soluciones del 1% al
10% de xilitol, el tiempo minimo de inhibicion fue de
10 horas, mientras que con la solucion de 20% el
tiempo minimo de inhibicidén fue de 7 horas. Se ob-
servo que el xilitol, tuvo un efecto bacteriostatico es-
tadisticamente significativo (p<0,01). Se concluye que
el xilitol tiene potencial para ser usado, en la industria
alimenticia, como agente preservante de ciertos ali-
mentos, dado que tiene la ventaja de no generar cam-
bios sustanciales en las propiedades organolépticas de
los alimentos, de esta forma su uso en el campo ali-
menticio podria ser prometedor.
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