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RESUMEN. Listeria monocytogenes es una bacteria de importancia en salud publica, debido a su elevada
tasa de mortalidad. Citronelol es un compuesto que ha demostrado potencial antimicrobiano y
antibiopelicula, sin embargo, su efecto contra L. monocytogenes ha sido poco explorado. El objetivo del
trabajo fue determinar el efecto antimicrobiano y antibiopelicula de citronelol contra L. monocytogenes.
La actividad antimicrobiana de citronelol se determind por el método de microdiluciéon en caldo y
siembra en placa. El efecto antibiopelicula se evalu6 por los métodos de cristal violeta y cuenta viable.
Los resultados mostraron que citronelol presenté un valor de concentracion minima inhibitoria (CMI)
y bactericida (CMB) de 400 y 500 ug mL-, respectivamente, contra L. monocytogenes. Citronelol mostro
capacidad para reducir el proceso de formacion de biopeliculas (>40% a 1/2 de CMI) y remover
biopeliculas preformadas (>30% a las dosis evaluadas) de L. monocytogenes. Citronelol muestra efecto
antimicrobiano y antibiopelicula contra L. monocytogenes.

Palabras clave: Productos naturales, aceites esenciales, células plantonicas, biopeliculas, patdgenos.

ABSTRACT. Listeria monocytogenes is a bacterium of public health importance due to its high mortality
rate. Citronellol is a compound that has demonstrated interesting antimicrobial and antibiofilm effects;
however, the effect against L. monocytogenes has not been entirely explored. This study aimed to
determine the antimicrobial and antibiofilm effects of citronellol against L. monocytogenes. The
antimicrobial effect of citronellol was determined by the broth microdilution method and plate
inoculation. Antibiofilm effect was determined throughout crystal violet and viable count methods. The
results showed that citronellol exhibited a minimum inhibitory concentration (MIC) and bactericidal
concentration (MBC) of 400 and 500 pg mL-, respectively, against L. monocytogenes. Citronellol showed
the capacity to reduce the biofilm formation process (>40% at a 1/2 MIC) and eradicating preformed
biofilms (>30% at the doses evaluated) of L. monocytogenes. Citronellol reveals antimicrobial and
antibiofilm effect against L. monocytogenes.
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INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es una bacteria Gram-positiva, intracelular y causante de una enfermedad
conocida como listeriosis. La principal via de transmision de este microorganismo hacia los
humanos son los alimentos contaminados, como: frutas y verduras crudas, carne animal, productos
lacteos no pasteurizados y alimentos carnicos procesados listos para el consumo (Su et al. 2024).
Este patogeno, presenta la mayor tasa de mortalidad dentro de los patdgenos alimentarios, la cual
ronda entre un 20 a 30% (Manyi-Loh y Lues 2025). Aunado a lo anterior, se ha observado que un
factor que interviene en la contaminacion alimentaria por parte de L. monocytogenes y otros
patogenos, es la capacidad que tienen estos microorganismos de formar estructuras conocidas
como biopeliculas (Abebe 2020). Estas estructuras, confieren resistencia contra agentes
antimicrobianos, lo cual complica su control y erradicacion (Fernandes et al. 2024).

Lo anterior, evidencia que es necesario buscar estrategias que puedan ser efectivas para el control
y erradicacion de este microorganismo. Dentro de estas opciones, se encuentran a los productos de
origen natural, como por ejemplo las plantas, las cuales han sido utilizadas como agentes
antimicrobianos, cuyo efecto se asocia a la presencia de compuestos bioactivos como los terpenos
(Jaouhar et al. 2024). Citronelol es un alcohol monoterpeno que se encuentra presente en el aceite
esencial de diversas plantas, como las del género Cymbopogon, como por ejemplo C. citratus (zacate
limon o limoncillo) y C. winterianus (citronela o citronela de java) (Jayaraj et al. 2022). Este
compuesto, ha presentado una variedad de actividades bioldgicas, como por ejemplo antialérgico,
antiinflamatorio, antiespasmddico, antidiabético, efectos cardiovasculares y antimicrobiana
(Santos et al. 2019a). Aunado a esto, se ha demostrado que este compuesto es capaz de afectar el
proceso de formacion de biopeliculas de distintas bacterias de importancia en el drea alimentaria y
clinica, tales como Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Borges et al. 2017). Sin embargo, el efecto
antimicrobiano y antibiopelicula de citronelol contra L. monocytogenes ha sido poco explorado
(Victoria et al. 2012). Por lo anterior, el objetivo del trabajo fue determinar la actividad
antimicrobiana y antibiopelicula de citronelol frente a L. monocytogenes.

MATERIALES Y METODOS

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)

La CMI de citronelol (Acros Organics, Sigma Aldrich, USA) se determind por el método de
microdilucion en caldo descrito por (Lopez-Romero et al. 2015). Se utiliz6 una cepa de Listeria
monocytogenes ATCC 7644. La bacteria se inocul6 en agar Mueller-Hinton 16-18 h antes de su uso.
Posteriormente, se tomd un indculo de la cepa de L. monocytogenes y se ajustd a una densidad celular
de 1x 10° células mL"! utilizando un espectrofotémetro (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO,
Osterode, Germany). Después, se agregaron 180 pL del indculo ajustado en los pozos de una
microplaca de 96 pozos. Después, a los pozos se les incorporé 20 pL de las diferentes
concentraciones de citronelol (100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1 000 pg mL). Se utilizé
gentamicina como control positivo (12 ug mL). Caldo Mueller Hinton mas DMSO (méaxima
concentracion utilizada en los extractos) fue utilizado como control de vehiculo. Caldo Mueller
Hinton fue utilizado como blanco. A su vez, el volumen de DMSO no super6 el 2% (v/v); esto con
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el fin de evitar citotoxicidad en la bacteria. Finalmente, la microplaca se incubé durante 24 h a 37
°C. La absorbancia se ley6 a 600 nm en un lector de microplacas (Thermo Scientific™ Multiskan™
GO, Osterode, Germany). La concentracion mds baja de citronelol en la que no se observo
crecimiento bacteriano, fue considerada como la CMI.

Determinacion de la concentraciéon minima bactericida (CMB)

Partiendo de las microplacas donde se determind CMI, se tomaron 10 pL de cada pocillo
correspondientes a las diferentes concentraciones de citronelol, iguales y superiores ala CMI, y se
sembraron en placas con agar cuenta en placa y se incubaron a 37 °C durante 24 h. La ausencia total
del crecimiento se consideré como la concentraciéon minima bactericida (CMB) (Lopez-Romero et
al. 2015).

Prevencion de formacion de biopeliculas

La evaluacion del efecto preventivo de citronelol en la formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes se realizo de acuerdo con el procedimiento descrito por (Borges et al. 2017). La cepa
de L. monocytogenes fue cultivada a 37 °C durante 18 h en caldo Mueller-Hinton suplementado con
citronelol a 1/2 de CMI y 1/4 de CMI, bajo agitacion (150 RPM). Posteriormente, estos cultivos se
ajustaron a una absorbancia de 0.04 + 0.02 (1x108 células mL") utilizando una longitud de onda de
620 nm (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO, Osterode, Germany). Acto seguido, se tomaron 200
uL de cada inoculo y se incorporaron en los pozos de una microplaca de 96 pozos. Las microplacas
se incubaron por 24 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se llevd a cabo la cuantificacion de biomasa
utilizando el método de cristal violeta.

Cuantificacion de biomasa bacteriana

La biomasa de biopelicula se cuantificd con el método de tincion con cristal violeta (Borges et al.
2017). El contenido de cada pocillo se retird, y cada pocillo se lavo con solucion salina estéril (NaCl,
0.85% p/v), se les agregd metanol (15 min) y se realizd una tincion con cristal violeta (1% v/v)
durante 5 minutos. Las células de biopelicula tefiidas se resuspendieron con acido acético glacial
(33% v/v). Por ultimo, se llevd a cabo una medicién con un lector de microplacas (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO, Osterode, Germany) a una longitud de onda de 570 nm.

Remocion de biopeliculas bacterianas

Se realiz6 una siembra del microorganismo 16-18 h antes de su uso en agar Mueller Hinton.
Después, se preparo el inoculo bacteriano a una densidad éptica de 620 nm y una absorbancia de
0.04 + 0.02, permitiendo obtener una densidad celular de 1x10® células mL-! (Thermo Scientific™
Multiskan™ GO, Osterode, Germany). Posteriormente, cada pocillo de una microplaca estéril de
96 pocillos, se agregaron 200 uL de la suspension bacteriana. Las microplacas se incubaron a 37 °C
durante 24 y 48 h para permitir la formacion de biopeliculas. Posteriormente, se retird el contenido
de cada pozo de la microplaca, y estos fueron lavados con 200 puL de NaCl (0.85%, p/v), y
posteriormente expuestos a citronelol a concentraciones de 2 x CMI, 5 x CMI y 10 x CMI, durante
1 h. Después de la exposicion, las biopeliculas se lavaron con NaCl (0.85% p/v) (Borges et al. 2017).
Finalmente, se cuantifico la biomasa bacteriana utilizando el método de cristal violeta.
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Determinacion de viabilidad de células bacterianas en la biopelicula

En microplacas independientes, se realiz6 el procedimiento previamente descrito. Después del
altimo lavado con NaCl (0.85%, p/v), se agregaron nuevamente 200 uL. de NaCl (0.85%, p/v) y se
realizaron en cada pozo raspados tres veces por periodos de 1 min, utilizando una punta de la
micropipeta. Posteriormente, se tom¢ un volumen de cada pozo y se realizaron diluciones seriadas
(1:10) en NaCl (0.85%, p/v). Finalmente, se realizaron las siembras de las diluciones en agar cuenta
placa, las cuales se incubaron a 37 °C durante 24 h. Las colonias fueron enumeradas y se determino
la reduccion de log UFC cm (Borges et al. 2017).

Analisis estadistico

Todos los métodos fueron realizados por triplicado de manera independiente en fechas distintas,
utilizando diferentes lotes bacterianos. Para el analisis de los datos se utilizo el programa
estadistico NCSS, 2007. Se realizo un analisis de varianza de una via. Cuando se presentaron
diferencias estadisticas, se analizaron a través de la prueba de Tukey-Kramer. El nivel de
probabilidad en el error fue de p <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto antimicrobiano

Los resultados obtenidos demostraron que citronelol presentd efecto antimicrobiano contra L.
monocytogenes, mostrando un valor de concentracion minima inhibitoria (CMI) de 400 pg mL",
mientras que el valor de concentraciéon minima bactericida (CMB) fue de 500 pug mL-. El efecto
antimicrobiano de citronelol contra L. monocytogenes ha sido proco explorado, sin embargo, un
estudio previo demostréo que este compuesto fue capaz de inhibir (CMI: 312.54 ug mL-') el
crecimiento de una cepa de L. mocytogenes distinta a la utilizada en este estudio (ATCC 19117)
(Victoria et al. 2012).

La actividad antimicrobiana de citronelol puede ser asociado a su estructura quimica, que se
caracteriza por ser una molécula aciclica con una cadena hidrocarbonada hidroéfoba y un grupo
hidroxilo hidrofilico (Santos et al. 2019a). Este tltimo grupo, se ha observado que incrementa el
efecto antimicrobiano, llegando a ser entre 1.06 a 60 veces superior contra microorganismos Gram
positivos y Gram negativos, en comparacion con la sustitucion de otro grupo funcional (Lépez-
Romero et al. 2015). Se ha demostrado que citronelol reacciona con componentes de la superficie
celular de distintas bacterias, provocando alteraciones de la membrana bacteriana y la subsecuente
fuga de componentes intracelulares, provocando la muerte celular bacteriana (Lopez-Romero et al.
2015, Li et al. 2024).

El valor obtenido de CMI en el presente estudio demuestra que citronelol posee efecto
antimicrobiano contra L. monocytogenes, basado en la clasificaciéon propuesta por Simoes et al.
(2009), quienes establecen que fitoquimicos o extractos con valores de CMI inferiores a 1000 pug mL-
! se clasifican dentro de esta categoria.

Por otra parte, el analisis de las reglas de Lipinski demuestra que citronelol presenta parametros
satisfactorios para que esta molécula pueda tener buena biodisponibilidad oral. Ademas, tiene la
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capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (Borges et al. 2017). A su vez, este compuesto
es clasificado como GRAS (generalmente reconocido como seguro) por la FDA. Lo anterior, podria
ser de importancia, ya que, es conocida que una de las complicaciones mas comunes en los procesos
infecciosos producidos por L. monocytogenes es la bacteriemia y meningitis (Pagliano et al. 2017).
Esto, abre la posibilidad de que citronelol pudiera ser evaluado en siguientes fases de estudio con
la finalidad de que pudiera representar una opcion para el desarrollo de terapias antimicrobianas.

Prevencion de formacion de biopeliculas

Citronelol presento la capacidad de prevenir el proceso de formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes a concentraciones subinhibitorias (Figura 1). Se puede observar que se obtuvo un
efecto dosis respuesta, ya que la concentracion mas alta evaluada de citronelol (1/2 CMI) presenta
el mayor (p<0.05) porcentaje de inhibicion de biomasa bacteriana (aproximadamente 47%), seguido
de la concentracién de 1/4 CMI, la cual fue 13% inferior. Lo anterior, en comparacion con el
tratamiento control (sin la presencia de citronelol).
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Figura 1. Accién preventiva de citronelol sobre la produccién de
biomasa de biopelicula de L. monocytogenes. Los valores de cada
tratamiento indican el promedio * desviacién estandar de tres
ensayos independientes. < Columna con diferente literal indica
diferencia significativa (p <0.05).

Se ha demostrado que un factor importante que contribuye en la contaminacion alimentaria y
subsecuente patogenia bacteriana es la capacidad que tienen estos microorganismos de desarrollar
unas estructuras bacterianas llamadas biopeliculas, las cuales permiten que estas acttien como un
foco continuo de infeccién o contaminacion (Abebe 2020). El proceso de formacion de biopeliculas
bacterianas es complejo y consiste en cuatro etapas (adhesidon a la superficie, formacion de
microcolonias, maduracion y dispersion), siendo la primera de ellas la etapa critica y reversible, ya
que permite el establecimiento de estas (Erkihun et al. 2024). El presente estudio demostr6é que
citronelol present6 la capacidad de disminuir el proceso de formacion de biopeliculas de L.
monocytogenes en casi un 50% a la concentracién mas alta evaluada (1/2 CMI).
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El efecto antibiopelicula de citronelol frente a L. monocytogenes no ha sido reportado. Sin embargo,
Nostro et al. (2013) realizaron peliculas poliméricas incorporadas con citronelol al 7%, y se les
determind la cantidad de biopelicula de L. monocytogenes formadas. Se observé que en las peliculas
poliméricas se disminuy¢ la cantidad de biomasa y actividad metabolica. Por otra parte, es
importante mencionar que la capacidad de citronelol para prevenir la formacion de biopeliculas de
L. monocytogenes no ha sido reportado, sin embargo, un estudio sobre E. coli ha demostré que una
concentracion de 1/2 de CMI logrd reducir la formacién de biopeliculas en mas de 50% (Borges et
al. 2017).

La capacidad de citronelol para prevenir el proceso de formacion de biopeliculas bacterianas puede
ser relacionada con la capacidad de este compuesto para producir dafio sobre la célula planctdnica.
Es conocido que el proceso de adhesion de L. monocytogenes es influenciado por proteinas de
membrana, y apéndices unidos a la membrana celular, como por ejemplo los flagelos (Santos et al.
2019b , Gao et al. 2024). Se ha demostrado que citronelol tiene la capacidad de alterar la membrana
bacteriana de L. monocytogenes y otros patdogenos (Lopez-Romero et al. 2015, Li et al. 2024), lo cual
afecta el funcionamiento de esta estructura celular, y posiblemente afectando la funcion de las
proteinas de membrana. A su vez, se puede sugerir que citronelol podria afectar el proceso de
motilidad de L. monocytogenes, afectando su movilidad y el proceso de adhesion bacteriana. En este
sentido, se ha demostrado que citronelol (0.3 ug mL") tiene la capacidad de disminuir la motilidad
tipo swarming en P. mirabilis en mds del 60% después de 12 h (Echeverrigaray et al. 2008). Es
importante mencionar que este tipo de motilidad se presenta en L. monocytogenes.

Remocion de biopeliculas bacterianas

Por otra parte, la capacidad de citronelol para erradicar biopeliculas preformadas (24 h) de L.
monocytogenes se muestra en la Figura 2a. Se pudo observar que citronelol tuvo la capacidad de
remover (p < 0.05) en mas del 30% la biomasa bacteriana preformada después de 1 h, esto en
comparacion con el tratamiento control (ausencia de citronelol). A su vez, se puede observar que
las diferentes concentraciones del compuesto evaluado (2 x CMI, 5 x CMI y 10 x CMI) presentaron
capacidad similar (p > 0.05) para remover las biopeliculas preformadas de L. monocytogenes.
Citronelol también mostrd capacidad de afectar la viabilidad de las células bacterianas presentes
en las biopeliculas preformadas (24 h) de L. monocytogenes después de estar en contacto durante 1
h (Figura 2b). Los resultados mostraron un comportamiento similar a la reduccién de biomasa
bacteriana, ya que se logrd reducir (p < 0.05) la cuenta logaritmica en mas de 2.5 Log UFC/cm? en
comparacion con el tratamiento control (ausencia de citronelol). También, se obtuvo que las
diferentes concentraciones evaluadas de citronelol (2 x CMI, 5 x CMI y 10 x CMI) presentaron una
capacidad similar (p > 0.05) para disminuir la cuenta viable de las células bacterianas presentes en
las biopeliculas de L. monocytogenes.
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Figura 2. a) Efecto de citronelol (después de 1 h de exposicion) sobre
biopeliculas preformadas de L. monocytogenes (24 h). Los valores de
cada tratamiento indican el promedio + desviacion estandar de tres
ensayos independientes. *® Columna con diferente literal indica
diferencia significativa (p < 0.05). b). Viabilidad de células de
biopelicula después del tratamiento con citronelol durante 1 hora. Los
valores de cada tratamiento indican el promedio + desviacion estandar
de tres ensayos independientes. *® Columna con diferente literal
indica diferencia significativa (p < 0.05).

Es conocido que una vez que se ha alcanzado el proceso de maduracion de las biopeliculas
bacterianas, estas quedan embebidas en una capa de exopolisacaridos brinddndole proteccion, lo
cual, dificulta su control y erradicacion (Erkihun et al. 2024). Los resultados obtenidos en este
estudio demostraron que citronelol fue capaz de erradicar en mas de 30% las biopeliculas
preformadas de L. monocyotogenes, ademas de afectar la viabilidad de las células presentes en estas
estructuras. Los resultados anteriores, constituyen el primer reporte de citronelol como agente
removedor de biopeliculas bacterianas de L. monocytogenes. Sin embargo, es importante destacar
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que otras investigaciones han mostrado que el citronelol tiene la capacidad de remover biopeliculas
preformadas de otros microorganismos como por ejemplo S. aureus y E. coli, observandose una
reduccion de biomasa, actividad metabodlica y cuenta viable (Borges et al. 2017). Aunado a lo
anterior, Olszewska et al. (2020) observé que citronelol disminuy6 la rugosidad y espesor de
biopeliculas preformadas de E. coli. A su vez, el andlisis de microscopia confocal evidenci6 un dafio
a la arquitectura de la biopelicula. Lo anterior, podria sugerir que citronelol tiene la capacidad de
interaccionar directamente con la estructura del polisacarido de la biopelicula de L. monocytogenes
causando su degradacion, y posteriormente permitir el paso de citronelol al interior de la
comunidad bacteriana, provocando danos sobre las células bacterianas, lo cual podria resultar en
la afectaciéon o muerte bacteriana. A su vez, este compuesto podria permear la estructura del
exopolisacarido, permitiendo asi reaccionar con las células presentes.

Los resultados del andlisis de las biopeliculas presentan informacion relevante, ya que, es conocido
que las biopeliculas confieren resistencia ante los agentes antimicrobianos. En este sentido, se ha
demostrado que estas estructuras son entre 10 a 1000 mas resistentes a agentes antimicrobianos
utilizados en la practica clinica, esto en comparacion con las células plantdnicas (Gebremariam et
al. 2024). A su vez, se ha observado que estas estructuras son resistentes a los agentes desinfectantes
empleados en el drea clinica y alimentaria (Fernandes et al. 2024). Ademas, las biopeliculas bacterias
son asociadas con mas del 80% de las infecciones producidas a nivel hospitalario y se estima que
son responsables de mas del 60% de los casos de contaminacion alimentaria (Liu et al. 2023, Rafik
et al. 2024).
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