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Resumen

En la actualidad, diversas son las bacterias que han generado resistencia a una amplia variedad de
antibidticos; bacterias con un importante interés clinico pues poseen un elevado grado de patogenicidad,
tal es el caso de Listeria monocytogenes un microorganismo capaz, no solo de ocasionar enfermedades
gastrointestinales, sino que en casos mas severos puede ser letal. Por dicha razén, en la actualidad se
buscan nuevas alternativas en su mayoria de origen natural, con la finalidad de detener la
multirresistencia a los productos quimicos. En este estudio evaluamos el efecto de los Fructanos de
Agave sobre L. monocytogenes mediante la inhibicién del crecimiento in vitro. Los resultados
demuestran que existe una inhibicion estadisticamente significativa respecto al control negativo de los
fructanos al 10% y 20% (389.8193 + 12.30 y 656.5929 + 0.00, respectivamente; p<0.01). Los fructanos
de agave tienen efecto antibacterial frente a L. monocytogenes, por lo que se sugiere como una
alternativa para el tratamiento de las infecciones ocasionadas por esta bacteria.

Abstract

Currently, there are several bacteria that have generated resistance to a wide variety of antibiotics;
bacteria with an important clinical interest because they have a high degree of pathogenicity, such is the
case of Listeria monocytogenes a microorganism capable not only of causing gastrointestinal diseases,
but in more severe cases can be lethal. For this reason, currently new alternatives are sought, mostly of
natural origin, with the purpose of stopping the multiresistance to chemical products. In this study we
evaluated the effect of Agave fructans on L. monocytogenes by inhibiting in vitro growth. The results
show that there is a statistically significant inhibition with respect to the negative control of 10% and 20%
fructans (389.8193 + 12.30 and 656.5929 + 0.00, respectively, p <0.01). Agave fructans have
antibacterial effect against L. monocytogenes, so it is suggested as an alternative for the treatment of
infections caused by this bacterium.

Fructanos de Agave; Listeria monocytogenes; antimicrobiano.
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INTRODUCCION

La posibilidad de que algunas bacterias se
volvieran selectivas y resistentes a ciertos
antibiéticos, comenz6 a ser considerada décadas
posteriores al descubrimiento de los
antimicrobianos, pues la administracién a bajas
dosis y por largos periodos de tiempo, propiciaban
las condiciones ideales para que esto ocurriera [1].
Por otra parte, la reciente perspectiva adoptada
por la Organizacion Internacional de Salud Animal
(OIE) en términos de “una sola salud”, busca
prevenir y evitar la susceptibilidad que representa
tanto para la salud publica como animal, el brote
de nuevos patdgenos multirresistentes [2]. Debido
a lo anterior, actualmente se buscan nuevas
alternativas que sustituyan a los antibiéticos y que
ademas mantengan el estado eubidsico de la
microbiota intestinal, pues se ha demostrado que
los antibidticos alteran el equilibrio ecolégico del
hospedero; lo que vuelve susceptibles a los
animales para contraer mas facilmente
enfermedades, asociadas a factores estresantes
como malas condiciones ambientales, de manejo o
nutricionales [3]. La enfermedad ocasionada por L.
monocytogenes, es conocida como listeriosis, la
cual después de la salmonelosis, se considera la
segunda causa de un numero importante de
muertes en Estados Unidos y en Europa [4]. La
infeccion puede ser de presentacién no invasiva
gastrointestinal, caracterizada por diarrea febril
esporadica y dolores de cabeza; sin embargo, la
forma invasiva se presenta cuando la bacteria
sobrepasa la barrera intestinal, desde el lumen del
intestino hasta las células epiteliales vy
endoteliales, donde se distribuye por el torrente
sanguineo y los ganglios linfaticos hacia el higado
y el bazo para posteriormente dispersarse al resto
del organismo donde atraviesa la barrera
hematoencefalica y placentaria, lo que puede
ocasionar mortinatos, abortos, partos prematuros y
en individuos inmunoldgicamente susceptibles
provoca septicemias, meningitis y encefalitis [5][6].

Diversos estudios proponen el uso de los
prebidticos como una alternativa natural para
modular la microbiota, pues se trata de
ingredientes alimenticios no digeribles por el
hospedero, que estimulan el crecimiento selectivo
y la actividad fermentativa de ciertas bacterias
benéficas presentes en el colon [7][8]. Una vez

que estos carbohidratos indigeribles llegan al
ciego, seran principalmente aprovechados por las
bifidobacterias y lactobacilos quienes los
fermentaran inhibiendo el crecimiento de ciertas
bacterias patégenas como Clostridium difficile,
Escherichia coli, Campylobacter Jejuni,
Enterobacterium, Salmonella, entre otras [9].

Los fructanos son una clase de prebidticos; son
compuestos formados por dos o mas unidades de
fructosa unidas mediante enlaces glucosidicos vy
que ademas suelen contener una molécula de
glucosa en su estructura [10]. La estructura que
posee la molécula de los fructanos del Agave, es
de tipo ramificada contando con un grado de
polimerizacion mayor al descrito en los fructanos
procedentes de achicoria [11].

Por lo anterior, en este estudio proponemos que
los fructanos de agave pueden actuar como
antimicrobianos frente a Listeria monocytogenes
considerada una bacteria patégena de importancia
veterinaria.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio, se llevd a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Diagndstico
Clinico del Departamento de Veterinaria y
Zootecnia, de la Division de Ciencias de la Vida
del Campus Irapuato-Salamanca de la Universidad
de Guanajuato. Dicho estudio descriptivo y
experimental, se realizé in vitro por triplicado y en
condiciones de ambiente controlado.

Para determinar la curva de crecimiento
bacteriano, se realiz6 la lectura de densidad optica
mediante espectrofotometro (Easy Kem Vet,
Desego) a una longitud de onda de 620 nm. Para
ello una noche previa a la lectura (12 a 14 horas),
se preparé un pre-cultivo, sembrando una asada
del cultivo inicial (placa de Petri) en 3 ml de caldo
de soya tripticaseina (Fluka Analytical, 22092, Lot:
BCBF7343V) y se dej6 incubar a 37° C. una vez
transcurrido el tiempo, se tomaron 100 ul del pre-
cultivo y se resembraron en otro tubo con 10 ml de
caldo se soya tripticaseina (se repitio lo mismo
para cada uno de los triplicados), posteriormente
se dejo incubar durante una hora y media, y se
inicié la lectura de cada uno de los triplicados con
intervalos de 30 minutos a partir de la primera
lectura durante 9 horas.
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La técnica de difusion de pozos se realizé de la
manera siguiente. En un tubo falcon estéril de 50
ml, se mezclaron 20 ml de agar de pozos (a una
temperatura aproximada de 40° C) y 115 pl del
cultivo bacteriano con densidad optica de 0.8 a
1.0, tomando como referencia la hora segun la
curva de crecimiento. La mezcla una vez
homogénea se coloco en una caja de Petri estéril y
posteriormente se dejé reposar a temperatura
ambiente hasta solidificar bajo el calor de dos
mecheros, en el agar solido se realizaron cinco
pozos con un sacabocados de 8 mm de diametro
en cada caja, tres de ellos para el ensayo por
triplicado, uno para el control positivo y otro para el
control negativo. En cada pozo se colocaron 100 pl
de solucién y se evaluaron dos concentraciones
diferentes de fructanos de agave disueltos en agua
destilada: 10 y 20%, como control positivo se
utilizé extracto de brécoli, y como control negativo
agua destilada estéril. Posteriormente se
colocaron en la incubadora durante 24 h a 37° C.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
observo la presencia de halos de inhibicion y se
realizé el célculo del area mediante la siguiente
formula:

d ext. dint.
#) - (—— )

Al= (m (—

Al = Area de inhibicién (mm?)
m=3.1416
d ext. = diametro exterior (mm)

d int. = didmetro interior (mm)

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante la técnica de tincion de Gram se realizo
la evaluacién diferencial, comprobando la
morfologia celular y la caracteristica a la tincion de
la especie bacteriana (Imagen 1y 2).

IMAGEN 1y 2: Visualizacion al microscopio en objetivo de 100X
del microorganismo a estudiar e identificacion de bacilos
Grampositivos, caracteristicos de Listeria monocytogenes.

En la imagen 3 se muestra la tendencia de
crecimiento de Listeria monocytogenes durante
nueve horas de incubacion, mediante la lectura de
densidad éptica por espectrofotometria
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IMAGEN 3: Curva de crecimiento bacteriano Listeria
monocytogenes.

A continuaciéon, se muestran los de halos de
inhibicién formados por la inhibicién de fructanos
de agave al 10% y 20% (Imagenes 4 y 5).
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IMAGEN 4 y 5: Ensayo experimental Listeria monocytogenes
contra Fructanos de Agave en concentracion del 10%(A) y al
20%(B) por triplicado, utilizando extracto de brécoli como
control positivo (pozo inf. izq.) y agua destilada estéril como
control negativo (pozo inf. der.).

En la tabla 1 se muestra el area de inhibicion
promedio para cada concentracion, el control
positivo y el control negativo. Existe una diferencia
estadisticamente significativa entre el area de
inhibicién de las concentraciones de 10%, 20%, el
control positivo y el control negativo (p<0.01).

Tabla 1: Area de inhibicion de L. monocytogenes por fructanos
de Agave.

Concentracion Area de inhibicion (mm2)
10% 389.8193 + 12.302
20% 656.5929 + 0.00°

Control Positivo 753.9822 £ 0.00°

Control Negativo 0.0000 + 0.00¢

Los datos son representados como la media £ DS. Se realizé
ANOVA de una via con poshoc de Tukey. Las letras diferentes
indican diferencia significativa entre los grupos.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente estudio
demuestran que los fructanos de agave inhiben el
crecimiento in vitro de Listeria monocytogenes, por
lo que podrian considerarse una alternativa
terapéutica para el tratamiento de las infecciones
ocasionadas por este microorganismo. Sin
embargo, se sugiere realizar mas estudios al
respecto para conocer el mecanismo de esta
inhibicion.
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