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RESUMEN

Listeria monocytogenes, es responsable de la listeriosis, enfermedad de alta
letalidad (hasta 50 %) que afecta principalmente a personas inmunocomprometidas.
Las salchichas cocidas, representan un vehiculo recurrente del patégeno. La
capacidad de L. monocytogenes para formar biopeliculas favorece su persistencia
en ambientes de produccion y promueve la contaminacién de los alimentos post-
procesos. Aunque la industria carnica usa conservadores quimicos para controlar
su crecimiento, se buscan opciones mas naturales. Entre ellas, los bacteri6fagos se
destacan por su alta especificidad e inocuidad. El objetivo de este trabajo fue
determinar la capacidad de inhibicion de bacteri6fagos en combinacién con
conservadores sobre L. monocytogenes en salchicha de pavo. Se detectaron por
PCR la presencia de genes de virulencia en 30 cepas de L. monocytogenes
provenientes del ambiente de producciéon de embutidos, entre los que destacaron
hlyA, prfA, plcB2, inIB y flaA presentes en el 100 % de las cepas. Se seleccionaron
cepas representativas con distintos perfiles genotipicos susceptibles al bacteriéfago
A511. También se evalud su capacidad de formar biopeliculas y su desarrollo en
salchicha cocida a 4 °C; las cepas con mayor cantidad de genes de virulencia
mostraron IFB mas altos y aunque el alimento contenia conservadores, L.
monocytogenes fue capaz de desarrollar ligeramente o sobrevivir. En cepas
seleccionadas se evaluo in vitro la combinacién del fago con los conservadores
Nisina y Carniplus a diferentes concentraciones. Los resultados mostraron que las
concentraciones mas bajas (0.125 % Carniplus y 3.125 ppm Nisina), en presencia
del fago A511, generaron mayor inhibicién del crecimiento del patégeno,
evidenciando compatibilidad entre ambos agentes. La evaluacién en salchicha
cocida confirmé que la combinacion de A511 con Carniplus al 0.125 % fue efectiva
tanto a 30 °C como a 10 °C. Estos resultados demuestran que el uso conjunto de
bacteriéfagos y conservadores a dosis bajas constituye una estrategia eficaz para
inhibir L. monocytogenes en productos carnicos listos para el consumo, ofreciendo
una alternativa segura y sustentable frente a los métodos tradicionales.

Palabras clave: Listeria monocytogenes, bacteriofagos, conservadores,
salchichas.



ABSTRACT

Listeria monocytogenes is responsible for listeriosis, a highly lethal disease (up to
50%) that mainly affects immunocompromised individuals. Cooked sausages
represent a recurrent vehicle for the pathogen. The ability of L. monocytogenes to
form biofilms favors its persistence in production environments and promotes post-
processing contamination of foods. Although the meat industry uses chemical
preservatives to control its growth, more natural alternatives are being sought.
Among these, bacteriophages stand out for their high specificity and safety. The aim
of this study was to determine the inhibitory capacity of bacteriophages in
combination with preservatives against L. monocytogenes in turkey sausage. The
presence of virulence genes was detected by PCR in 30 L. monocytogenes strains
isolated from the sausage production environment, among which hlyA, prfA, plcB2,
inIB, and flaA were present in 100% of the strains. Representative strains with
different genotypic profiles and susceptibility to bacteriophage A511 were selected.
Their ability to form biofilms and to grow in cooked sausage at 4 °C was also
evaluated; strains with a higher number of virulence genes showed higher biofilm
formation indices (BFI), and although the food contained preservatives, L.
monocytogenes was able to slightly develop or survive. Selected strains were tested
in vitro for the combination of the phage with the preservatives nisin and Carniplus
at different concentrations. The results showed that the lowest concentrations
(0.125% Carniplus and 3.125 ppm nisin), in the presence of phage A511, generated
greater inhibition of pathogen growth, evidencing compatibility between both agents.
The evaluation in cooked sausage confirmed that the combination of A511 with
0.125% Carniplus was effective at both 30 °C and 10 °C.These results demonstrate
that the combined use of bacteriophages and preservatives at low doses constitutes
an effective strategy to inhibit L. monocytogenes in ready-to-eat meat products,
offering a safe and sustainable alternative to traditional methods.

Key Words: Listeria monocytogenes, bacteriophages, preservatives, sausages.



1.INTRODUCCION

De acuerdo con el Consejo Mexicano de la Carne, en 2024 el consumo de carnes
frias en México creci6 alrededor de 2.4% respecto a 2023, en linea con la dinamica
del mercado carnico nacional. La produccion nacional de carnes frias alcanzé cerca
de 1.18 millones de toneladas, segun lo difundido por el organismo. En el comercio
exterior, las exportaciones de carnes frias sumaron aproximadamente 10,099
toneladas en 2024, lo que representé una disminucion cercana al 50% frente a 2023;
los principales destinos se mantuvieron en Estados Unidos y Centroamérica. En
contraste, las importaciones de carnes frias fueron del orden de 63 mil toneladas en
2024, para atender la demanda interna en crecimiento (COMECARNE, 2024a;
COMECARNE, 2024b).

Las exportaciones de los alimentos pueden verse limitadas por la falta de
cumplimiento de estandares establecidos por los diferentes paises destino. La
calidad microbioldgica y la presencia de patdogenos son algunas de las causas que
generan rechazos en frontera. Listeria monocytogenes es uno de los principales
patogenos asociados a embutidos y representa un desafio significativo para la
seguridad alimentaria y la salud publica (Parra-Bracamonte, et al., 2020). Su ingreso
puede ocurrir tanto en la produccion de alimentos como a lo largo de la cadena
alimentaria, debido a su ubicuidad en el ambiente; adicionalmente tienen la
capacidad de formar biopeliculas y es una bacteria psicrotrofa, o que promueve su
persistencia en el ambiente de produccion de embutidos (Vidovi¢ et al., 2022). Esta
bacteria tiene una notable capacidad para sobrevivir y desarrollarse en diversos
entornos estresantes propios de los alimentos, como bajos niveles de temperatura,
pH y elevadas concentraciones de sal (Osek et al., 2022). La presencia de este
patdgeno ocasiona riesgos para la salud de los consumidores y considerables

pérdidas econdmicas (CDC, 2021).

Ante esta situacién, se han desarrollado distintas estrategias para evitar su
contaminacion y desarrollo en alimentos; empleando desde compuestos quimicos
como conservadores, hasta biolégicas como bacteriéfagos. En el caso de los
conservadores, estudios anteriores, como el de Uesugi & Moraru (2009) reportan

que Listeria innocua (empleada como subrogado de L. monocytogenes) presenta



una reduccién de 2.3 log UFC después de aplica Nisaplin en salchichas listas para
el consumo. Sin embargo, una desventaja importante de los conservadores es que
su eficacia puede depender fuertemente de la dosis, la matriz alimentaria,
condiciones de almacenamiento (pH, aw, temperatura) y la presencia de biofilm: a
veces dosis mas altas no aumentan proporcionalmente la inhibicion e incluso

pueden favorecer mecanismos de adaptacion bacteriana (Muchaamba et al., 2021).

Por su parte, los bacteriéfagos han demostrado ser una estrategia efectiva para
evitar la proliferacion bacteriana en productos alimenticios, fagos inhibitorios de L.
monocytogenes se comienzan a comercializar, como el fago P100; Rossi et al.
(2010) evaluaron este fago en salchichas brasilefias crudas, mostrando que fue
capaz de reducir 2.5 log UFC entre los 0 y 10 dias después de su adicién a la matriz.
Al ser una estrategia natural, tratandose de virus altamente especificos para una
especie bacteriana, no generan dano en el consumidor, ni afectan las propiedades

sensoriales del producto (Rendueles et al., 2022).

Se puede observar que cada estrategia presenta un porcentaje de eficiencia distinto,
que varia segun la parte del procesamiento en que se aplique. Por ejemplo, la
distribucion del producto, es uno de los puntos de control que genera mas
problemas sobre el funcionamiento de las barreras empleadas para impedir la
contaminacion bacteriana, por lo que se busca generar barreras asociadas para

maximizar la efectividad (Rendueles et al., 2022).

El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de inhibicion de bacteriéfagos

en combinacién con conservadores quimicos sobre L. monocytogenes en salchicha.



2.ANTECEDENTES

2.1 Salchicha
2.1.1 Caracteristicas generales

Las salchichas son un producto formado a partir de una pasta de carne, que se
embute en forma simétrica para después dejarlas en crudo, cocinarlas, escaldarlas
o bien para pasarlas por un proceso de fermentacién (Carballo, 2021). Los tipos
mas comunes de salchichas son Viena, Franckfort y Cocktail, la diferencia entre
cada una es el tamano, pero la clasificacion se puede dar incluso por el tipo de carne
que contenga en mayor cantidad, lo cual determinara el precio y calidad de la
salchicha (Essien, 2003; Polon et al., 2017).

De acuerdo a la NMX-F-065-1984, las salchichas deben ser al menos un 60%
mezcla de carne de ternera, res o cerdo, en conjunto con la grasa de los mismos
animales; se le pueden agregar condimentos o aditivos. Sin embargo, al tratarse de
una NMX, su aplicacion en la industria no es obligatoria, sino mas de tipo sugerido;
por lo que en muchas ocasiones la mezcla tiene porcentajes distintos o se puede
agregar carne obtenida de otros animales, aunque estructuralmente se aprecia mas
la carne magra de canales de bovinos por su alta proporcion tejiido muscular-grasa,

color y capacidad de retencion de agua (Lonergan et al., 2019).

Son un alimento originado en el continente europeo, Alemania siendo la sede, como
un método de preservacion para la carne (Carballo, 2021; Lonergan et al., 2019),
después se fueron anadiendo condimentos para aumentar la palatabilidad. Cada
region las preparaba con las especias a su alcance, siendo creativos e innovadores
al momento de preparar nuevas, dejando asi una amplia variedad de salchichas que

se siguen produciendo hasta el dia de hoy (Lonergan et al., 2019).

2.1.2 Proceso de elaboracion

El primer paso para producir salchichas es la seleccién de la carne, buscando que
sea carne de alta calidad, con un color, sabor y textura caracteristico, puede ser
carne de ternera, cordero, cerdo, carnero y aves e incluso cortes de cabeza o

sobrantes (Abdolghafour & Saghir, 2014), tal como se muestra en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Tipos de carnes utilizadas en la produccién de salchichas.
Elementos Tipos de carne

Carnes con las mejores cualidades  Carne de toro
aglutinantes

Carne deshuesada de vaca

Chuletas de ternera

Carnes con cualidades aglutinantes Carne de cabeza de res
bastante buenas

Carrilleras de ternera

Ternera deshuesada

Carne de cabeza de ternera

Recortes de cerdo extra magros y
magros

Carne de cabeza de cerdo

Carrilleras de cerdo

Carnes con cualidades aglutinantes Corazones de res
pobres

Carne de comadreja

Menudencias de res

Recortes de lengua de res

Recortes de cerdo regulares

Corazones y papada de cerdo

Grasa de jamén de cerdo

Mejillas y corazones de oveja

Carnesde relleno. Estos Labios de buey
ingredientes deben limitarse a

menos del 25% de la férmula por su
alto contenido de tejido conectivo. Labios, callos y morros de cerdo

Tripas de ternera

Traducida y modificada (Lonergan et al., 2019).

Ademas de las carnes del Cuadro 1, también se utiliza carne de aves, como pollo
y pavo, que son un recurso barato en comparacion con la carne roja (Lonergan et
al., 2019). Este tipo de salchichas sin coccion, tendran una consistencia suave, una
humedad elevada por la alta retencién de agua y como consecuencia, una corta
vida de anaquel, de aproximadamente 8 dias (FAO-PRODAR, 2014; Martinez et al.,
2006)



Lo siguiente es cortarla en piezas lo suficientemente pequefias para pasar con
facilidad a través de la boquilla del molinillo, para cada tipo de embutido existe una
granulometria de la masa adecuada, que, de no cumplirse, el embutido podria
perder su forma (Figura 1). Es recomendable que la carne este casi congelada para
facilitar su manipulacion (Polon et al., 2017), impidiendo la desnaturalizacion de
proteinas y la oxidacioén de lipidos, para obtener una emulsion (Zhang et al., 2023);
también facilita el corte, con lo que se desgasta menos el equipo y se minimiza la

contaminacion (Polon et al. 2017).

CARNES
4
[ TROCEADO | Trozos de 7 x 7 cm
$
[ CONGELADO | 24 horas, 0 °C
J
[MOLIDO YPICADO |  Discos de 3y 8 mm
i)

grasa,
polifosfatos,
hielo
condimentos, - MEZCLADO
sal de cura

4

| EMBUTIDO |  En tripa sintética, calibre 18-20 mm
4
| ATADO |
$
| COCCION | 50 °C X 10— 30 min.
$
| AHUMADO | 70-80°C X 45 min.
3
[ ESCALDADO | 75-82°C X 10 min.

J
ENFRIADO Agua fria
| g

[ ALMACENAMIENTO | 4°C

Figura 1. Diagrama de flujo de proceso de produccion de salchichas cocidas (FAO-
PRODAR, 2014).

Una vez cortada y molida la carne, se reserva en el congelador mientras se pesan
el resto de ingredientes, el pesaje correcto de los mismos sera crucial para obtener
la pasta deseada, de lo contrario el embutido podria tener un rechazo organoléptico,
proliferacion de microorganismos contaminantes o pérdida de materia prima (Polon
et al., 2017).

Después se agregan las sales, condimentos y otros sazonadores en una
mezcladora, hasta lograr una mezcla compacta evitando la formacion de burbujas
de aire (FAO-PRODAR, 2014; Polon et al., 2017). Al mismo tiempo que se mezcla

se pica nuevamente la carne, obteniendo una mezcla homogénea, con mayor
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extraccion de proteinas de la carne que permite una emulsion estable (Abdolghafour
& Saghir, 2014).

La mezcla (no mayor a 2°C) pasa a la maquina embutidora, usando fundas naturales
(intestinos de cerdos u ovejas), o artificiales (hechas de colageno y celulosa)
(Abdolghafour & Saghir, 2014). El equipo pasa la mezcla por un piston eléctrico que
comprime la pasta para hacerla pasar por la boquilla en donde se colocan las fundas
(Polon et al., 2017). Luego se dividen las porciones de carne con nudos después de
ciertos centimetros, segun el tamafio del producto final con hilo de algodon,

acumulandose en poleas (Knipe, 2024).

Para el caso de las salchichas cocidas, anteriormente se usaban hornos, tanques o
freidoras para cocinarlas (Knipe, 2024), actualmente los métodos de coccién se han
ido modernizando para evitar la contaminacion o dafios al producto, ya que este es
un punto de control que determinara la vida de anaquel de la salchicha. Entre las
opciones de coccion estan camaras herméticas donde se inyecta vapor,
pulverizadores de agua o calor seco, pero el mas econdmico es el uso de tinas con
una temperatura aproximada de 70°C (Abdolghafour & Saghir, 2014; Carvalho et
al., 2020; DiegoZarate et al., 2021) posteriormente o durante la coccion se hace el

ahumado y luego la pasteurizacién (Knipe, 2024).

Después de todo el proceso, se da un enfriamiento del embutido con un bafio de
agua fria o en hielo directamente, luego se cuelgan en poleas nuevamente para
secarse y se remueve la funda con maquina. Ahora ya se puede pasar al area de
empaque (Figura 1), una vez salido el producto del procesamiento térmico es
necesario que se mantenga como maximo a 4°C para alargar la vida de anaquel.
Los empaques en este caso suelen ser peliculas plasticas (Abdolghafour & Saghir,
2014; FAO, s.f), aunque de igual modo se siguen innovando materiales. Como es
el caso de Yaghoubi et al. (2024), que emplearon una pelicula activa de alginato de
calcio con nanoparticulas de nisina, con una buena actividad antimicrobiana

después de 3 a 5 dias.

La idea de generar salchichas cocidas es ofrecer alimentos que impliquen menos
tiempo para prepararse, por ello son listos para el consumo. Esta implicacion hace
que la gente confié en que el alimento esta libre de cualquier patégeno, pero la

contaminacién se puede dar en varias partes durante el proceso de produccion,
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postteriormente a la coccion y hasta el momento en que llega a ser consumida
(Buchanan et al., 2017).

2.1.3 Sobrevivencia y desarrollo de microorganismos en salchicha

La salchicha contiene varios ingredientes que pueden afectar la sobrevivencia y
desarrollo de los microorganismos que pueden ingresar durante el proceso; entre
ellos se encuentra el cloruro de sodio (sal), empleada para dar y realzar sabor o
solubilizar las proteinas miofibrilares, aumentar la retencién de agua para formar la
textura de gel deseada, reduciendo la actividad de agua y la posibilidad de
desarrollo de los microorganismos presentes (Abdolghafour & Saghir, 2014; Sirini
et al., 2022). Se agrega de 1.5% a 2.5% de sal y en algunos productos se sustituye
el cloruro de sodio por cloruro de potasio o una combinaciéon de ambas (Lonergan
et al., 2019; Sirini et al., 2022).

La grasa es otro componente importante para la construccion de una salchicha, ésta
determina la textura, jugosidad, sabor, igual que el costo final del producto.
(Lonergan et al., 2019). No obstante, estudios recientes buscan alternativas para
disminuir el porcentaje de grasa, buscando carnes o polimeros que ayuden a
mantener las caracteristicas aceptadas con un porcentaje menor de grasa, como
puede ser la carne de pavo (Carvalho et al., 2020; Carballo, 2021; Sirini et al., 2022;
Ruotong et al., 2024). La tendencia de contar con salchichas que contengan menor
grasa se debe a las repercusiones a la salud de un consumo alto de grasas y a la
digestion ineficiente en bebés y adultos mayores. Adicionalmente, la grasa permite
que el patégeno se proteja del jugo gastrico y las lipasas pancreaticas, favoreciendo
su sobrevivencia y su legada al lumen intestinal donde puede establecer una

infeccion (De la Senc & Diciembre, 2016).

El agua, es un ingrediente empleado en forma liquida o sdlida, suele usarse para
disolver y dispersar las sales de cura, asi como controlar la temperatura durante el
procesamiento, por lo que se recomienda que sea agua fria, preferentemente hielo
(Abdolghafour & Saghir, 2014; Lonergan et al., 2019). Esta afecta las propiedades
del color, sabor y apariencia, por lo que su uso esta regulado, permitiendo en
salchichas frescas un 3% y en cocidas un 10% (Lonergan et al., 2019).



Las sales de curado mas comunmente empleadas en salchichas son el nitrato y/o
nitrito de sodio y de potasio, pues tienen capacidad antimicrobiana, particularmente
sobre Clostridium botulinum, pero de igual manera se ha visto que retrasan de
manera efectiva el crecimiento bacteriano de una amplia gama de microorganismos
(Oliveira et al., 2005; Rosa & Degaspari, 2013). El tipo de salchicha se ha visto que
puede afectar la efectividad de estas sales, pues en las salchichas de cerdo
fermentadas, la concentracion de nitrito de sodio disminuye rapidamente, lo cual
compromete la inocuidad del alimento; por ello se han buscado alternativas para
combinar con estas sales de cura o definitivamente sustituirlas (Vedovatto et al.,
2019).

2.1.4 Prevalencia de Listeria monocytogenes y asociacion con brotes de

enfermedades

Los embutidos al ser productos adicionados de sal, de algunos inhibidores y ser
cocidos, podrian considerarse alimentos seguros; pero a pesar de la generacion de
barreras constantes, siguen existiendo casos de enfermedad debido a salchichas
(Cuadro 2), siendo el microorganismo con mayor frecuencia implicado en brotes de
embutidos, L. monocytogenes. El Centro de Control de Enfermedades (CDC, por
sus siglas en inglés), reconoce que para la carne de res, puerco, cabra y oveja hay
una tendencia a presentar con mayor regularidad Salmonella, Escherichia coli y
Yersinia enterolitica, mientras que, para la carne de aves, principalmente pollo o
pavo, la prevalencia mas relevante es de Salmonella, Campylobacter, asi como
Clostridium perfringens, asociados a contaminacion cruzada en su mayoria o
cuando hay deficiencias en el manejo del alimento en la cadena de produccién
(CDC, 2023). Se sabe que hay una prevalencia de L. monocytogenes en el ambiente
de produccién de salchichas, en la carne picada se ha reportado entre el 16 al 50%
y hasta del 70 al 100% cuando ocurre contaminacién cruzada (Jay, 1996). Mudadu
et al. (2022) encontraron L. monocytogenes en el 26.6% (4/15) de muestras de
salchichas fermentadas después de 13 dias de almacenamiento a 8 °C £ 1°C; la
cual tiende a ser la temperatura comun empleada por los consumidores antes de

ingerir el producto.
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Cuadro 2. Brotes asociados a embutidos en los ultimos 10 afos alrededor del

mundo.
Tipo de alimento Periodo Referencia

Salmonella Salchicha de 2020-2021 Pardos et al,
enterica serotipo puerco 2023.
Bovismorbifican fermentada

s

Listeria sp. Carnes frias Agosto 2020- CDC, 2021.

octubre 2020
S. Typhimurium  Salchicha cruda 2018-2019 Helmuth et al,
de cerdo 2019

L. Morcilla 2018-2019 Halbedel et al.,
monocytogenes 2020

L. Salchicha lista 2014-2019 Adler et al., 2020
monocytogenes para el consumo

L. Jamon 2018 CDC, 2018.
monocytogenes

L. Alimentos  listos 2017 Thomas et al,
monocytogenes  para el consumo 2020

L. Embutidos 2014 Dahl et al., 2017
monocytogenes

En el caso de México, Castafieda-Ruelas et al. (2022), obtuvieron cepas de L.
monocytogenes de jamon y salchichas que mostraban resistencia a antibiéticos,
principalmente acido nalidixico, ceftazidima, junto con sulfitoxazol, que son
empleados para mantener la salud del animal, asi como para engorda. El uso
desmedido de estos antibidticos hace que el tratamiento contra el patégeno sea
cada vez menos eficiente y ejerce una presion de seleccidn sobre las cepas. ang et

al. (2023), reportaron una correlacion entre la resistencia a antibidticos con la
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sobrevivencia de las cepas ante tratamientos fisicos, aquellas cepas mas
resistentes a antibidticos fueron las que sobrevivieron mejor a tratamientos de

estrés fisico, que son comunes durante la produccion y conservacion del producto.

Del mismo modo, Jiménez-Edeza et al. (2020), al analizar salchichas de marcas de
distribucion mas populares a nivel nacional, reportan que el porcentaje de
salchichas contaminadas con L. monocytogenes es 4.2%, sin importar si se trata de
venta en paquete o a granel. Los consumidores se expondran al patdgeno si

consumen el alimento sin ningun tratamiento térmico.

No obstante, se carece de datos epidemiologicos en México que puedan relacionar
directamente la listeriosis con el consumo de alimentos, pues no se reportan y
analizan los brotes asociados al consumo de alimentos, mostrando un area de
oportunidad a mejorar y establecer qué alimentos y patégenos son los relevantes
para nuestra poblacion. En otros paises se ha evidenciado la prevalencia de L.
monocytogenes en salchichas, la probabilidad de haber personas infectadas por
ingesta de alimentos contaminados existe (Castafieda-Ruelas et al., 2014; Jiménez
Edeza et al., 2020).

2.2 Listeria monocytogenes

El género Listeria contiene 18 especies, de las cuales L. ivanovii y L.
monocytogenes se relacionan con la listeriosis en rumiantes y humanos
(Letchumanan et al., 2018; Olaimat et al., 2018), son aisladas en su mayoria del
tracto gastrointestinal de los mismos o de alimentos de origen animal. Forman parte
de la familia Listeriaceae, del grupo “Listeria sensu stricto” (Olaimat et al., 2018).
Por antigenos somaticos (O) y flagelares (H) se reconocen 13 serotipos de la
especie, donde el area de alimentos en conjunto con el medio de produccion suele
presentar los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b (Jamshidi & Zeinali, 2019).

2.2.1 Caracteristicas generales

Listeria monocytogenes, un microorganismo Gram-positivo, catalasa positiva,
facultativamente anaerobio en forma bacilar, presenta movilidad en el intervalo de

temperaturas de 22-28°C, siendo no mévil por encima de los 30°C, debido a un
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flagelo peritrico. Su capacidad de crecimiento abarca desde -0,4°C hasta 45°C, con
una temperatura 6ptima de 37°C, reconociéndola como psicrétrofa (Abdollahzadeh
et al., 2014).

Este patdgeno destaca por su notable capacidad de sobrevivir y mantenerse viable
en condiciones desafiantes, tales como una baja actividad de agua (aw < 0.90), un
amplio rango de pH entre 4.6 y 9.5, y una elevada tolerancia a la salinidad de hasta
20 % NaCl (Bucur et al., 2018). Aunque estas condiciones suelen limitar el
crecimiento activo de la mayoria de los patdégenos, L. monocytogenes puede
persistir durante largos periodos y reanudar su multiplicacion cuando el ambiente
vuelve a ser favorable. Esta capacidad adaptativa explica su presencia recurrente
en entornos de procesamiento de alimentos y su potencial para resistir los procesos

de sanitizacion (Wang et al., 2022).

Es una bacteria ambiental, puede encontrarse tanto en suelo como en agua, debido
a esto la contaminacion es dificil de evitar. Existen registros de haberse encontrado
tanto en personas como en animales sanos, por lo que se puede portar a la bacteria
sin saberlo (Jamshidi & Zeinali, 2019). Es conocida por persistir de manera
prolongada en ambientes de alimentos, puesto que tiene la capacidad de formar
biopeliculas, de esta manera se puede adherir a diversas superficies, favoreciendo

su permanencia en el entorno (Chen, 2012; Jamshidi & Zeinali, 2019).

Tiene la capacidad de rotar entre ser sapréfito o virulento segun las condiciones del
ambiente (Matereke & Okoh, 2020). Tal como menciona Cordero et al. (2016),
donde muestra que L. monocytogenes se adapta a bajas temperaturas, primero
censa la temperatura, al ser baja comienza a crecer a una tasa baja y desencadena
la expresion adaptativa de genes, generando cambios fisiolégicos, como en la
composicién de la membrana celular, la sintesis de proteinas de choque térmico y
la generacion de sustancias crioprotectoras; con este proceso adaptativo, logra

mejorar la velocidad de crecimiento.

2.2.2 Listeriosis
L. monocytogenes es el causante de la listeriosis, que puede manifestarse como
infecciones esporadicas o brotes, con una tasa de letalidad del 20-30% a nivel
mundial (Buchanan et al., 2017), siendo una de las principales causas de muerte

relacionado a ETAs (Chen, 2012). Cada cepa tiene un potencial de virulencia
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distinto, algunas pueden ser muy virulentas mientras otras son agentes no
infecciosos, se han establecido marcadores confiables para diferenciar las

virulentas de las que no lo son (Jamshidi & Zeinali, 2019).

L. monocytogenes puede ingresar a traveés del alimento, atraviesa las barreras
epiteliales para asi lograr la invasion celular utilizando las proteinas de superficie
llamadas internalinas, una vez dentro de las células del huésped puede generar la
replicacion intracelular (Matereke & Okoh, 2020; Jamshidi & Zeinali, 2019). Dentro
de los factores de virulencia conocidos estan las hemolisinas, también llamadas
listeriolisinas, las cuales son toxinas influenciadas por el pH, éstas ayudan a la
internalizacién de la bacteria en las células del huésped mediante la generacion de

poros en las membranas (Matereke & Okoh, 2020).

Es asi que se pueden generar 2 tipos de cuadros clinicos de acuerdo a la salud de
la persona infectada, puede ser una listeriosis gastrointestinal febril no invasiva
entre aquellas personas que son inmunocompetentes y una listeriosis invasiva entre
aquellos inmunocomprometidos o susceptibles como pueden ser personas de la
tercera edad, mujeres embarazadas o recién nacidos (Matereke & Okoh, 2020;
Jamshidi & Zeinali, 2019).

La gastroenteritis tiene un periodo de incubacién corto, desde unas pocas horas
hasta 2 a 3 dias donde aparece fiebre leve, diarrea vomitos y nauseas (Shamloo, et
al., 2019), en cambio la invasiva puede aparecer desde un par de dias hasta 3
meses. Las complicaciones se dirigen mas hacia las personas susceptibles, donde
las embarazadas pueden tener abortos espontaneos, muerte fetal o partos
prematuros, mientras en el resto del grupo llegan a presentar meningitis o
septicemia. Un factor de virulencia destacado es la isla de patogenicidad LIPI-1, la
cual contiene genes que sintetizan a LLO y actA, éstas son proteinas que permiten
la propagacion de la infeccidn en las células del huésped. Al eliminarlos el patégeno
pierde gran parte de su virulencia, lo que lleva a pensar que mantenerlos es critico

para la supervivencia de la bacteria (Lecuit, 2020).

Hasta el momento se desconoce la dosis minima infectante de L. monocytogenes;
un nivel alto de contaminacién en alimento es cuando la concentracién es mayor a
10* UFC/g, pues ya puede generar listeriosis, si la concentraciéon es de 102 UFC/g

se ha visto que el riesgo de presentar el cuadro clinico es bajo, pero en las personas
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inmunocomprometidas ya se podria generar la enfermedad (Letchumanan et al.,
2018). A pesar de que la enfermedad no es tan comun, en el afio 2020 se reporto
1876 casos confirmados de listeriosis invasiva en paises miembros de la Unién
Europea, con un 97% de hospitalizaciones (EFSA y ECDC, 2021); para el afio 2023,
se notificaron 2993 casos confirmados en la UE/EEE, el maximo histérico desde
que existe vigilancia a escala europea; entre los casos con informacion clinica
disponible, el 96.6% requirid hospitalizacién y se registraron 340 defunciones
(ECDC, 2025). Para el caso de Estados Unidos, se estiman 1600 casos por afio con

una tasa de hospitalizaciones superior al 90% (Osek et al., 2022).

Al ser la salchicha una matriz con alto contenido en proteinas y grasas, ofrece un
ambiente propicio para la proliferacién de los microorganismos y puede favorecer la
sobrevivencia del patégeno durante el paso por el tracto digestivo, incrementando

la posibilidad de que se presente la enfermedad (Massia et al., 2024).

2.3 Estrategias de control en produccion de alimentos

Se generan barreras para tratar de evitar la sobrevivencia y desarrollo de los
patdgenos en los alimentos, como es el tratamiento térmico (Niklas et al., 2023),
preservacion de la cadena de frio (Massia et al., 2024), el uso de aditivos (Balzan
et al., 2017), procesos de® fermentacion (Carballo, 2021), generar sistemas de
control en el flujo de produccion (Polon et al., 2017), mejorar los empaques (Parrini

et al., 2020), entre otros.

La estrategia mas efectiva para evitar la contaminacion por L. monocytogenes es la
prevencion; por ello, la produccion de embutidos debe operar dentro de un riguroso
sistema de Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y un plan HACCP integral,
como lo recomienda oficialmente la politica canadiense para alimentos listos para
consumir (Health Canada, 2023)

Sin embargo, la persistencia de L. monocytogenes esta estrechamente relacionada
con su capacidad para formar biopeliculas sobre distintas superficies, incluidas las
de acero inoxidable y plastico, que son de uso comun en las plantas de
procesamiento. Estas estructuras protectoras dificultan la eliminaciéon total del
patégeno, incluso cuando los programas de limpieza y desinfeccién se ejecutan

correctamente, lo que convierte a la biopelicula en una fuente recurrente de
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contaminacién. Por ello, se recomienda incorporar barreras adicionales de control,
tales como agentes bioldégicos o conservadores compatibles, para reducir la

probabilidad de persistencia microbiana (Olaimat et al., 2018).

Lo mas comun en la industria de alimentos, es utilizar tratamientos térmicos para
eliminar cualquier microorganismo contaminante en los productos. Se ha descrito
que para la inactivacion de L. monocytogenes se requieren tratamientos de 55 °C
por 10 minutos 0 65°C por 12 segundos; aunque la bacteria puede generar proteinas
de choque térmico (HSPs, por sus siglas en inglés) y se han encontrado 3 clases

de genes involucrados por el momento (Osek et al., 2022).

Otra estrategia es conjuntar factores fisicos o quimicos, como Wang et al. (2023),
que observaron la respuesta del microorganismo ante calor, pH acido y alcalino,
radiacion UV y estrés osmotico. Sus resultados muestran que las cepas de L.
monocytogenes tienden a ser mas resistentes a estos factores que otras especies

del mismo género, ademas esta resistencia va ligada a la resistencia a antibiéticos.
2.3.1 Agentes quimicos aplicados al control microbiano en alimentos

El uso de aditivos suele ser comun en los embutidos para realzar caracteristicas o
para evitar el desarrollo de patdgenos y deterioradores (Zeng, 2007). En este
sentido algunos de los aditivos mas controversiales son los nitritos (NO2) y nitratos
(NOs3), ambos empleados para el curado de la carne, impidiendo el crecimiento de
microorganismos, retrasando la rancidez, estabilizando el color y generando las
propiedades organolépticas de un ahumado; todo esto permite el alargamiento de
la vida de anaquel de la carne, ademas de darle un valor agregado (Ferysiuk &
Wojciak, 2020).

No obstante, el uso de este tipo de conservadores se ha relacionado con problemas
a la salud, al encontrar en estudios recientes N-nitroso-diisopropilamina (NDIPA) en
jamon y salchichas empleando una técnica acoplada de espectrometria de masas
con cromatografia de gases (Yang et al., 2019), ésta es una sustancia quimica
cancerigena que surge a partir de los nitritos y nitratos. Adicionalmente, se reconoce
que se pueden generar compuestos volatiles a partir de los mismos conservadores,

como el N-Nitrodimetilamina o N-Nitrosodimetilamida, que son considerados los
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mas peligrosos en términos de carcinogenicidady genotoxicidad (De Mey et al.,
2017; Ferysiuk & Woijciak, 2020).

Los ascorbatos y eritorbatos también son empleados como agentes de aceleracion
del curado. Estos suelen reaccionar con nitritos para producir 6xido nitrico,
ayudando a estabilizar el color rojo, al mismo tiempo que inhiben la formacién de
nitrosaminas; siendo una opcion para disminuir los riesgos asociados a cancer por
el uso de nitritos. El ahumado es otra técnica de conservacion empleada en
salchichas, puede aplicarse con la quema de madera o el ahumado liquido sintético
(Lonergan et al., 2019), este tratamiento influye en la composicién de la microbiota,
de acuerdo a la temperatura y tiempo de aplicacion. Aunque Modzelewska-Kapituta
& Maj-Sobotka (2014), encontraron que seguian estando presentes células de L.
monocytogenes en salchicha con este tratamiento, pero el desarrollo de la bacteria
era menor, por lo que se podria complementar el uso de este conservador con otro,

dado que proporciona un sabor particular del gusto del consumidor.

Los acidos organicos son otra alternativa quimica utilizada, generados a partir de la
fermentacion de ciertos compuestos, mayormente por bacterias acido lacticas,
obteniendo como producto acido acético, lactico, propionico o férmico. Estos
productos (principalmente el &cido lactico) han demostrado una capacidad
antimicrobiana sobre L. monocytogenes tanto en carne aviar como en vegetales,
actuando como agente de control de pH sin cambiar el aroma del producto (Amiri et
al., 2021; Davidson & Taylor, 2007). El uso de éstos, aparte de aplicarse
directamente al alimento, se suele utiliza como un método de descontaminacion
para superficies. Los acidos organicos en su forma no disociada permitiendo que el
acido entre a la célula bacteriana, generando protones que acidifican el citoplasma

y afectan su metabolismo (Davidson & Taylor, 2007).

Se ha visto un creciente interés por parte de la poblacién para reducir o eliminar por
completo el uso de conservadores sintéticos de los productos alimenticios, dado
que la correlacion entre el uso excesivo de los mismos con dafos a la salud de
quien consume, generando toxicidad se sigue observando en estudios. Es por ello
que las industrias productoras de alimentos han generado un punto de atencion

hacia el uso de conservadores naturales, menos invasivos para el consumidor, pero
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que tengan la misma efectividad para prevenir la sobrevivencia y desarrollo de los

microorganismos en el alimento (Prakash et al., 2017).

2.4 Agentes biologicos de control microbiano

Aplicaciones novedosas han surgido como tratamientos en alimentos para inhibir la
proliferacion bacteriana, un ejemplo son los extractos de plantas, que pueden
contener aceites esenciales en conjunto con compuestos fendlicos. Ilgualmente se
pueden emplear derivados antimicrobianos de animales como pueden ser las
lisozimas y derivados microbianos, como son: endolisinas, y bacteriocinas. Las
bacterias antagonistas y los bacteriéfagos también son empleados para inhibir
microorganismos, siendo estos agentes bioldgicos no generan reacciones adversas

a la salud de quien consume (de Oliveira et al., 2015; Rodriguez-Rubio et al., 2015).

Las bacteriocinas son péptidos o proteinas con actividad antimicrobiana sobre
cepas similares genéticamente, encontradas en bacterias Gram negativas y
positivas, por ello tanto su estructura como mecanismo de accion es diverso,
dividiéndolas en cinco clases. Dentro de las ventajas que presentan esta la
estabilidad a altas temperaturas, asi como a pH bajo. Son eficientes a bajas
concentraciones, en temperaturas de refrigeracion y se consideran seguras para el
consumidor. En la industria de alimentos se suelen aplicar a productos lacteos,
carne procesada, vegetales y algunas bebidas (Amiri et al., 2021; Rendueles et al.,
2022). Su uso puede disminuir el uso de conservadores convencionales, ademas
de minimizar la temperatura del tratamiento térmico, haciendo que su uso en
alimentos genere productos mas frescos con mayor aceptabilidad sensorial y nivel

nutricional (Rendueles et al., 2022)

La nisina es el ejemplo mas comun de bacteriocina. Es un péptido de 34
aminoacidos generado de la fermentacion de la leche por cepas modificadas de
Lactobacillus lactis. Tiene una actividad antimicrobiana, principalmente hacia
bacterias formadoras de esporas, pero es igual de eficiente hacia otras bacterias
Gram positivas, como L. monocytogenes (Amiri et al., 2021). La capacidad de
inhibicion esta dada por la interaccion de carga positiva de la nisina, con la carga
negativa de la membrana, lo que genera un rompimiento del complejo enzimatico

que hace la sintesis de membrana. Su uso es seguro, pues se ha visto que se
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genera de forma natural en varios productos lacteos y su actividad se ve afectada
por el medio donde se encuentra, siendo mas eficiente en un medio acuoso a pH
bajo. Se reconoce el gran potencial de la nisina para inhibir la formacion de
biopeliculas o romper las preformadas, por otro lado, hacia hongos, bacterias Gram
negativas y virus es de baja a casi nula, por lo que no puede ser la unica barrera

empleada (Tavares et al., 2024).

Se han visto mecanismos de resistencia a este bioconservador, como
modificaciones estructurales a la envoltura celular, impidiendo la interaccién entre
las bacteriocinas con las células por cambios en la fluidez de la membrana; cambios
en las cargas superficiales, producciéon de exopolisacaridos, supresion de
receptores de bacteriocinas considerados no esenciales, activacion de bombas de
flujo, haciendo que su uso deba ser monitoreado constantemente (Rendueles et al.,
2022).

2.4.1 Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos (fagos) son virus que se encuentran de manera abundante en el
ambiente, son agentes infecciosos de bacterias y suelen estar donde estén las
bacterias blanco, como agua, alimentos e incluso el intestino humano (Kawacka et
al., 2020). Son altamente especificos para células bacterianas, por lo que son
generalmente reconocidos como seguros (GRAS, por sus siglas en inglés) y estan
autorizados para su aplicacion en alimentos (Komora et al., 2021). Se emplean en
alimentos listos para el consumo sin alterar las propiedades organolépticas del

producto y pueden aumentar la vida util del producto (Perera et al., 2015).

Estos virus estan compuestos por una capside de proteinas que rodea el genoma,
ADN o ARN, la cual es a menudo esférica o elongada cuyo tamafo dependera del
tipo de bacteriofago. Pueden tener estructuras accesorias como una cola, fibras
alrededor de la cola que le facilitan la entrada a la célula bacteriana (Karczewska et
al., 2023). Hay fagos de tipo litico, que alteran el metabolismo bacteriano para
generar la muerte celular del huésped, usando su propia maquinaria celular para
hacer copias de si mismo. Hacia el fin del ciclo litico se codifican proteinas con
actividad muranolitica, las endolisinas que rompen la célula para liberar a las nuevas
particulas virales (Rendueles et al., 2022). También hay lisogénicos, que incorporan

su material genético al de la bacteria, al ser muy variable su genoma puede ser
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replicado, permitiendo generar mas viriones e infectar otras bacterias (Karczewska
et al., 2023) (Figura 2). Debido a esto, los fagos sirven como estrategia de control
de las poblaciones microbianas, dan paso a la evolucion bacteriana al promover la
transferencia de genes y la diversificacion, ademas de servir como herramientas

para el control de infecciones (Kawacka et al., 2020).

eregecererecerererererers” Y ascace

Figura 2. Proceso de infeccion de un bacteriéfago litico. (1) Efecto de holina y
endolisina. (2) Interaccion de bacteriocinas con membrana celular (Rendueles et al.,
2022).

Varios estudios han mostrado a L. monocytogenes como un buen candidato a ser
tratado con fagos, actualmente ya hay fagos comercializados (Listex™ P100 y
ListShield™) y se pueden emplear en carnes, pescado ahumado o fermentado,
leche, queso, frutas recién cortadas, vegetales y otros productos listos para el
consumo (Kawacka et al., 2020). El uso acoplado con otros tratamientos ha
mostrado un aumento en la efectividad, pues el tipo de matriz empleada podria
definir qué tan bien responde el fago, para tratar de evitar la resistencia de las cepas
patégenas (Rendueles et al., 2022). Los fagos responden bien en medios liquidos,
pero en caso de matrices solidas es necesario tener una buena superficie de
contacto, lo que permite la diseminacion prolija del fago. Es necesario emplear fagos
liticos, no lisogénicos o se puede tener una resistencia a tratamientos en menor

tiempo (Kawacka et al., 2020).
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2.4.2 Fago A511

El bacteriofago A511 es un fago litico de amplio espectro que infecta eficazmente a
L. monocytogenes y se ha considerado como herramienta de biocontrol en
alimentos listos para el consumo. Por ejemplo, estudios han mostrado que A511
puede reducir recuentos de L. monocytogenes entre =0,4 y 5,0 log UFC en diversas
matrices alimentarias como hot dogs, pescado o ensaladas refrigeradas, cuando se
aplica a dosis del orden de 102 PFU/g y luego se almacena a 6 °C (Guenther et al.,
2009).

En otro nivel, se ha esclarecido su mecanismo estructural: la base del puesto de
adherencia (baseplate) del fago sufre una transformacion simétrica al unirse al
huésped, lo que facilita la inyeccién de ADN en la célula (Guerrero-Ferreira et al.,
2019). Gracias a estas caracteristicas, A511 ha sido considerado como candidato
para el control de Listeria en modalidades industriales, aunque su eficacia depende
de factores como la concentracién inicial, la temperatura de almacenamiento, la
accesibilidad de la bacteria y la interaccion con la matriz alimentaria (Grigore-Gurgu
et al., 2024).
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la capacidad de inhibicion del fago A511 en combinaciéon con

conservadores sobre L. monocytogenes en salchicha de pavo.

3.20bjetivos especificos
1.- Seleccionar cepas de L. monocytogenes segun su potencial de virulencia y
susceptibilidad a A511

2. Caracterizar la formacién de biopeliculas y la capacidad de desarrollo en

salchicha de pavo de cepas de L. monocytogenes seleccionadas.
3.- Evaluar el efecto del fago A511 y conservadores sobre L. monocytogenes in vitro.

4.- Evaluar la aplicacién de bacteriofagos y conservadores sobre la inhibicién de L.

monocytogenes en salchicha de pavo.
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4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Equipo y materiales

4.1.1 Equipo

o Centrifuga METRIX® Velocity 14

o Termociclador Techne®

o Camara de electroforesis BIORAD®

o VarioskanFlash®

o Incubadora Barnstead® Lab Line 120V Model No. 150

o Homogenizador VX-200 Vortex Mixer Labnet®

4.1.2 Medios de cultivo

o Agar Soya Tripticasa (DIBICO®)

o Caldo Soya Tripticasa (DIBICO®)

o Agar bacterioldgico (DIBICO®)

o Agar Oxford Modificado

4 .1.3 Soluciones

o Buffer de fosfatos (PBS) 1x Sigma Aldrich®

o Buffer SM (0.05 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 0.01 M MgS0O4, pH = 7.5)

o Solucién salina isotdnica (SSI) 0.85 %

o Cristal violeta al 0.1 %

o Etanol al 95 %
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o Peptona de caseina 0.1 % (DIBICO®)

o NaCl 1M (DIBICO®)

4.1.4 Reactivos
o Glicerol (Meyer®)

4.2 Material biologico

4.2 .1 Salchicha

Se utilizé una salchicha tipo Viena de pavo cocinada, la cual fue proporcionada

directamente de una empresa productora local.

Cuadro 3. Informacién nutrimental por 100 g de producto de la salchicha de pavo
comercial.

Macromolécula Contenido
Proteinas 9.76 g

Grasas totales 941¢

Grasas saturadas 284 ¢

Grasas trans 0.0 mg
Hidratos de carbono disponibles 8.62 ¢
Azucares Menor a 0.39 g
Azucares anadidos 0.0g

Fibra dietética 3.39¢

Sodio 750 mg
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4.2.2 Cepas de L. monocytogenes

Las cepas de L. monocytogenes fueron previamente aisladas de superficies del
ambiente de produccion de embutidos. Su identidad ya fue previamente confirmada

por PCR punto final, las cuales se presentan a continuacion (Cuadro 4).

Cuadro 4. Cepas de L. monocytogenes del ambiente de produccion de embutidos.

Cepa Punto de muestreo Observacion
LC2 Equipo Post limpieza
LC3 Equipo Post limpieza
LC5 Equipo Post limpieza
LC6 Equipo Post limpieza
LC7 Utensilio de limpieza de  Post limpieza
pisos
LC10 Equipo Antes limpieza
LC11 Equipo Antes limpieza
LC15 Equipo Antes limpieza
LC16 Equipo Post limpieza
LC17 Utensilio de limpieza de  Antes limpieza
pisos
LC18 Equipo Antes limpieza
LC19 Utensilio de limpieza de  Post limpieza
pisos
LC20 Equipo Antes limpieza
LC21 Equipo Antes limpieza
LC44 Charola Durante limpieza
LC45 Mandil Durante limpieza
LC46 Charola Durante limpieza
LC47 Equipo Durante limpieza
LC48 Equipo Durante limpieza
LC51 Equipo Durante limpieza

25



LC52

Utensilio de limpieza de
pisos

Durante limpieza

LC63 Equipo Durante limpieza
LC65 Charola Durante limpieza
LC71 Equipo Durante limpieza
LC74 Bomba Durante limpieza
LC75 Utensilio de limpieza de  Durante limpieza
pisos
LC92 Charola Durante limpieza
LC93 Equipo Durante limpieza
LC94 Equipo Durante limpieza
LC100 Utensilio de limpieza de  Durante limpieza

pisos

*Las cepas estuvieron almacenadas en congelacion a -20 °C en caldo soya

tripticasa (CST) con 40% de glicerol.

4.2.3 Bacteriéfago

Se empled el fago litico A511 de la familia Herelleviridae y género Pecentumvirus,
que es de morfo tipo A1 con una multiplicidad de infeccion (MOI, por sus siglas en
inglés) de 0.1. Este fago ha sido empleado para identificar distinguir especies del

género Listeria y en particular L. monocytogenes. El bacteriéfago fue donado por la

Universidad Laval, Canada (https://www.phage.ulaval.ca/en/home/).

Figura 3. Micrografia electrénica del fago A511 (Université Laval, 2024)
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4.3 Activacion de cepas
Para activar las cepas se tomd un asada de la suspension stock y se inocul6 en 3
mL de CST (Difco, Detroit, MI, EE. UU.), y se incubd a 30°C por 24 h, se hicieron

dos subcultivos sucesivos. El tltimo subcultivo se incubd sélo 18 h.

4.4 Deteccion de genes asociados a virulencia

Se realizé PCR punto final para detectar los genes asociados con la virulencia de
las cepas (Cuadro 5), siguiendo las condiciones que se reportan para cada gen
(Anexo 1).

Cuadro 5. Lista de genes involucrados con la virulencia de la cepa

Gen Secuencia iniciadora (5’-3’) Referencia

hiyA F: GCAATTTCGAGCCTAACCTA Zurawik et al.,
R: ACTGCGTTGTTAACGTTTGA 2024

actA1 F: AATAACAACAGTGAACAAAGC Ward et al., 2004
R: TATCACGTACCCATTTACC

prfA F: ATGAACGCTCAAGCAGAAGA Roy et al. 2023
R: CGAAAGCACCTTTGTAGTATTG

plcA F: GGGTCGACTAGGAATAATATATGTTGTTG Camilli et al,
R: GGTCTAGATTCTAGTCCTGCTGTCC 1993

mpl F: TGATGAAATAAAGGTCCACG Chen et al., 2017
R: CAACCCATAATGAACAAACG

plcB2 F: TTGTGATGAATACTTACAAAC Ward et al., 2004
R: TTTGCTACCATGTCTTCC

iniB F: AAGCAMGATTTCATGGGAGAGT Rouhi et al., 2024
R: TTACCGTTCCATCAACATCATAACTT

agrA F: CGAATGCCTACACATCAAGGTA Autret et al., 2003
R: TCACCACACCTTTTGTCGTATC

flaA F: TTACTAGATCAAACTGCTCC Borucki & Call.,

2003

R: AAGAAAAGCCCCTCGTCC
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4.5 Cuantificacion del bacteriéfago A511

Para determinar la concentracién de los bacteriéfagos con capacidad de inhibicién
se trabajé con la técnica de agar doble capa (Lopéz-Gachuzo, 2023). Para ello,
tubos con 3 mL de agar suave en los que se agregaron 100 uL de la cepa del
patogeno con 100 pL de la solucion con el bacteriéfago, se homogenizaron y se
virtieron en placas de AST. Las placas se incubaron a 30 °C por 24 h y se contaron

las zonas de inhibicién del césped bacteriano para reportar las UFP/mL.

4.5.1 Evaluacién de la capacidad del fago A511 para inhibir a diferentes cepas de

L. monocytogenes

Se realizé una prueba de hospederos con la técnica de agar doble capa para cada
una de las 30 cepas de L. monocytogenes, para ello, a 3 mL de agar suave (CST
con agar bacteriolégico al 0.6 %) se le agregaron 500 uL de cepa bacteriana en una
concentracion de ~ 10* UFC/mL y 100 uL de la suspension del fago (~103UFP/mL).
Se homogenizé la mezcla y se vertié en una placa de AST y se dej6 solidificar a
temperatura ambiente. Se evalué la actividad litica siguiendo el sistema comun de
Chhibber et al. (2018) (Figura 4).

I"“.-

1 2 3 <

Figura 4. Muestras de la evaluacion de la actividad litica en placa: 0) Placas sin lisis,
1) placas de lisis individuales, 2) turbidez en toda la zona de lisis, 3) lisis completa

pero ligeramente turbia, 4) lisis completa (Bueno-Gonzalez, 2023).

4.6 Seleccion de cepas de L. monocytogenes

Se seleccionaron cepas de L. monocytogenes con diferentes perfiles de potencial
de virulencia (4.4) y susceptibilidad a A511 (4.5.1) Para ello, con los datos génicos
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y susceptibilidad al fago se realizé una matriz de datos que se llevé a analizar por
analisis de cluster en el programa JMP® 8.0. De acuerdo a los grupos formados, se
seleccionaron cepas representantes de los diferentes grupos (clusteres) obtenidos
en el analisis multivariado de similitud, aquellos con diferentes perfiles o

caracteristicas que fueran representativos de los diferentes grupos conformados.

4.7 Evaluacion de la capacidad de formacion de biopeliculas

Utilizando el ensayo en microplaca de tincién con cristal violeta (CV) descrito por

O’Toole et al. (2011), se evalud la formacidén de exopolisacaridos de las cepas.

En cada pocillo de la microplaca se agregaron 180 uL de CST con 20 pL de la cepa,
en una concentracion de 1x108 UFC/mL, se evalué cada cepa por triplicado, dejando
entre cada grupo de pocillos por cepa, un pocillo sin inocular que se consideré como
control. Se llevé a incubacion a 30 °C por 48 h, haciendo mediciones después de

24, 48 h de la densidad 6ptica (DO) a 600 nm enel lector de placas Varioskan.

Luego de la medicion se decantd el caldo y se hicieron lavados para descartar
células planctonicas. Los lavados fueron primero con 200 uyL de solucion salina
isotonica (SSI) y después con 200 pyL de metanol al 99 %, dejandolos actuar por 15
min. Después se elimind el metanol para después anadir 200 yL de la solucion de
CV a 0.1 % (p/v) por 5 min. Pasado el tiempo se decanto el colorante y se elimind
el exceso con dos lavados mas de SSI; se dejo secar la placa a temperatura
ambiente. EI CV retenido en la biopelicula formada en cada pocillo se solubilizé con

200 pL de acido acético glacial al 30 % y se midi6 la DO a 595 nm.

Se clasificaron las cepas de acuerdo al sistema de Han et al. (2016) para
clasificacion de indice de formacién de biopeliculas (IFB) (Cuadro 6), basado en los

valores de DO antes y después de teiir, en relacidon con el control, cuya formula es
AB—CW

la siguiente: IFB =
GB-GW

Donde
AB: absorbancia de pozos tefidos con CV

CW: absorbancia del blanco tefiido con CV
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GB: absorbancia de cultivos en suspension

GW: absorbancia de pozos sin inocular

Cuadro 6. Clasificacién de cepas con capacidad de formacién de polimeros

Criterio Valor de IFB
Nulo <0.35
Débil 0.35-0.69
Moderado 0.70-1.09
Fuerte >1.10

(Han et al., 2016).

4.8 Evaluacion de desarrollo de cepas en salchicha
Para esta evaluacion, se utilizaron cepas seleccionadas de L. monocytogenes (4.6)
de acuerdo a los resultados del objetivo 1 y fueron inducidas a la resistencia a

rifampicina por seleccion.

Se usaron 40 g de salchicha comercial (dos porciones de salchicha de 20 g del
alimento) y fueron inoculados con 100 uL de las cepas de manera individual
mediante goteo (~1x108 UFC), se empacaron al vacio y se llevaron a 4 °C. A los 3,
7,9 14 y 26 dias de almacenamiento se tomaron por triplicado porciones de 40 gy
se homogenizaron en 50 mL de diluyente de peptona (0.1 %, DP) usando un
homogenizador automatico (®Bag mixer, interscience). A partir de la suspensién del
alimento, se realizaron diluciones decimales en DP y se hizo el recuento del
patdgeno por extension en superficie en agar soya tripticasa (AST) adicionado de

rifampicina (100 ppm).

Las placas se incubaron a 30 °C/24 h.
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4.9 Evaluacion de conservadores sobre el desarrollo de L. monocytogenes in vitro

Los conservadores empleados fueron Carniplus, basado en acidos organicos, e
Inbac ACN, cuyo principio activo es la nisina. Las concentraciones empleadas de
conservador fueron determinadas como la minima, media y maxima, de acuerdo a
las recomendaciones de los fabricantes. En microplacas de 96 pozos, se agregaron
20 yL de la cepa activada y lavada (~6 log UFC) a pocillos que contenian 200 pL de
medio de cultivo con los conservadores, de acuerdo a lo marcado en el Cuadro 7.
Se incubaron las microplacas a 4 °C/ 4 semanas y se realizaron mediciones
periodicas de la DO a 600 nm. Se hicieron tres réplicas en tres experimentos

completamente independientes.

Cuadro 7. Conservadores y concentraciones evaluados sobre la inhibicion del
desarrollo de L. monocytogenes en caldo soya tripticasa.

Conservador Concentracion
Carniplus 0.125 %
Carniplus 0.25%
Carniplus 0.5 %
Inbac ACN 3.125 ppm
Inbac ACN 6. 25 ppm
Inbac ACN 12.5 ppm

A los 7 y 14 dias de incubacién se determiné la viabilidad en AST, tomando 50 pL
de cada pozo y se realizaron diluciones decimales en DP (0.1 %). Se tomaron 100
ML de la dilucion decimal para inocular por extension en superficie en AST con
rifampicina (100 ppm). Las placas se incubaron a 30 °C/24 h. Posteriormente, se

realizé el conteo en placa para estimar la poblacion viable.
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4.10 Evaluacion de la aplicacion del conservador y Carniplus sobre la inhibicion de

L. monocytogenes en salchichas de pavo.

Se realiz6é un coctel de las cepas de L. monocytogenes seleccionadas, activando
las cepas segun el punto 4.3, exceptuando que el segundo cultivo era de 12 h, en
lugar de 18 h. A partir de las suspensiones activadas y lavadas se hicieron diluciones
decimales en DP (0.1 %) para tener la concentracién requerida (~4 Log UFC/mL).
Se mezclaron 240 uL de la suspension de cada cepa en un tubo estéril, se llevo
hasta 6 mL, completando el volumen con DP (0.1 %) y se homogenizé usando un

vortex.

Se elaboraron salchichas tipo coctel con el conservador y concentracion
seleccionada en 4.9 y salchichas sin conservador siguiendo el proceso de
elaboracién que describe FAOPRODAR (2024). Dos salchichas cocidas y enfriadas
se inocularon por goteo con 50 uL de la mezcla de cepas de L. monocytogenes, se
dejaron secar en campana de flujo laminar por 30 min y posteriormente se inoculo
por goteo el bacteriofago (~3 Log UFP), se homogenizé de forma manual. Se
empacaron al vacio y se incubaron a 30 °C y 10 °C. Como controles se incluyeron
salchichas inoculadas sélo con el coctel de cepas de L. monocytogenes (CO), otras
con bacteridfago sin conservador (F) y otras sélo con conservador (CA), en las

concentraciones ya mencionadas

Periddicamente se hizo el recuento, de la bacteria como lo descrito en 4.8.

4 11 Analisis estadistico

Todos los datos se analizaron con el programa R versién 4.2.2 (https://lwww.r-
project.org/) y Rstudio version 2023.03.0+386 (Posit Software, PBC;
https://posit.co/). Se llevd a cabo un analisis de varianza (0=0.05) y comparacion de
medias (Tukey) del incremento de DO en la evaluacion de los conservadores in vitro
de las diferentes cepas y de la concentracion viable del patégenos en el alimento
durante el estudio de reto. Todos los resultados fueron reportados como la media +
la desviacion estandar (DE) de tres réplicas.
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Los datos de las cinéticas del coctel de cepas de L. monocytogenes en salchicha,
se modelaron usando el programa DMFit, en la plataforma ComBase
(https://www.combase.cc), ajustando con el modelo de Baranyi y Roberts.

Para la generacion de grupos por cluster se empleé JMP® 8.0

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Deteccion de genes asociados a virulencia de L. monocytogenes en cepas
aisladas de ambiente de produccion de embutidos

Se evalud la presencia de nueve genes asociados con virulencia. Los genes y su

respectiva funcién aparecen en la Figura 5.
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Figura 5. Genes asociados con virulencia de L. monocytogenes identificados en el
estudio

En la Figura 6, se muestra que 14 cepas presentaron todos los genes de estudio,
por lo que el 46.6 % de las cepas muestra un potencial de virulencia alto. Unas
pocas cepas presentaron ausencia de multiples genes, lo que sugiere la
coexistencia de cepas con diferentes niveles de potencial de patogenicidad dentro
del mismo ambiente de produccion. Si bien no se estudid expresion, la sola

presencia de los genes indica que, las cepas podrian llegar a expresar los factores
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de virulencia y capacidad para enfermar personas si se le presentan a la bacteria
las condiciones favorables para ello; aunque su riesgo efectivo dependera de la

expresion y funcionalidad de estos genes (Monroy-Pérez et al., 2024).
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Figura 6. Presencia de genes asociados con virulencia de las 30 cepas
recuperadas de L. monocytogenes.

Esta heterogeneidad coincide con lo observado por Chen et al. (2020), quienes
mencionan que los aislados de ambientes de procesamiento tienden a mostrar
diversidad gendmica porque coexisten linajes persistentes (frecuentemente del
serotipo 1/2a o 1/2b) y cepas transitorias de menor virulencia.

Los genes hlyA, prfA, plcB2, inIB y flaA estuvieron presentes en el 100 % de las
cepas analizadas, mientras que agrA se detectd en 29 de las 30 cepas (97 %). Esta
elevada prevalencia indica que las cepas ambientales conservan los elementos

centrales del sistema de virulencia de L. monocytogenes, incluyendo la hemolisina
34



(hlyA), el regulador maestro prfA, y los genes implicados en invasion (iniB) y
motilidad (flaA). El que estos genes esenciales se mantengan concuerda con lo
reportado por Chen et al. (2020) y Schiavano et al. (2023), quienes describen que
incluso las cepas aisladas en ambientes de procesamiento mantienen el nucleo
basico de virulencia, aunque con un potencial de patogenicidad reducido.

hlyA, codificante de la listeriolisina O, fue detectado en todas las cepas, lo que
concuerda con su caracter altamente conservado y su papel indispensable en la lisis
del fagosoma.

De igual manera, prfA, regulador maestro de la isla de patogenicidad LIPI-1, también
se presento en todas las cepas, esto se esperaba dado que su pérdida suele ser
letal o inactiva la virulencia (Scortti et al., 2007).

Estos resultados son coherentes con trabajos de Schiavano et al. (2023), y Guel-
Garcia et al. (2024), quienes observaron que mas del 90 % de los aislamientos de
Listeria en plantas carnicas portan los genes de LIPI-1, aunque algunos presentan
mutaciones de baja virulencia o interrupciones en prfA o actA, cuyo ultimo caso
sucedi6 en el presente estudio y se describira en este apartado.

Curiosamente, las cepas que presentaron todos los genes son en su mayoria
recuperadas de equipo, tanto antes, como después de la limpieza (Cuadro 4), que
se puede tratar de cepas adaptadas a los sanitizantes empleados por el personal
de la planta de alimentos, posibles productoras de biopeliculas, polimero que les
permite resistir a la limpieza.

Las cepas presentaron distribucion parcial de los genes actA (20/30; 66 %), plcA
(22/30; 73 %) y mpl (27/30; 90 %), esto aporta informacion clave sobre la
adaptabilidad ambiental de las cepas. Dichos genes son también parte del islote
LIPI-1 y actian de manera coordinada, regulados por prfA, para permitir la invasion
celular, por lo que la ausencia de uno, explica el porqué de la ausencia del otro
(Quereda et al., 2021).

actA codifica la proteina ActA, esencial para la polimerizacion de actina y la
propagacion intracelular; su ausencia se asocia con cepas menos invasivas (Tsitsos
et al., 2025; Kawacka & Olejnik-Schmidt, 2024). plcA codifica una fosfolipasa C que
facilita la ruptura del fagosoma, y su pérdida puede limitar la diseminacion celular.
Finalmente, mpl participa en la maduracién de otras proteinas asociadas a la

virulencia; aunque varias cepas lo presentan, su ausencia en algunas podria reflejar
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una presion selectiva hacia cepas mas adaptadas al ambiente industrial, donde los
mecanismos de supervivencia y persistencia son prioritarios frente a la invasién
(Kawacka & Olejnik-Schmidt, 2024 ; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).

Las cepas con menor amplificacion de los genes de LIPI-1, fueron LC18, LC63,
LC71, LC74 y LC92, las cuales se recuperaron principalmente de equipos durante
la limpieza (Cuadro 4), mostrando nuevamente, supervivencia sobre invasion.

El que hubiera ausencia de la amplificacion no siempre es por ausencia como tal
del gen: pudo deberse a variaciones en las secuencias diana (mutaciones,
deleciones), presencia de alelos truncos que no son detectados por el par de primers
usado, o problemas técnicos de la PCR (calidad del ADN, inhibidores).
Biolégicamente, la reduccién de frecuencia de actA y plcA en aislamientos de
ambientes de alimentos es coherente con la literatura, pues se han visto
aislamientos alimentarios con menos genes determinantes de invasion que las
cepas clinicas (Kawacka & Olejnik-Schmidt, 2024; Schiavano et al., 2023;
Papatzimos et al., 2022).

Estudios en plantas de embutidos en Europa y Latinoamérica han mostrado
patrones similares: alta prevalencia de hlyA, prfA y deteccion menor de actA y plcA
en los aislamientos (Schiavano et al., 2023; Papatzimos et al., 2022; Guel-Garcia et
al., 2024; Montero et al., 2015). De hecho, las proporciones obtenidas son muy
similares a las reportadas por Parra-Flores et al. (2022) en Chile, donde las cepas
de Listeria recuperadas de drenajes y superficies de contacto presentaban entre 4
y 7 genes de virulencia, con predominio del cluster LIPI-1.

Esto respalda que las cepas ambientales de plantas carnicas mantienen genes
minimos necesarios para sobrevivir y adherirse, pero no necesariamente el
completo potencial patégeno de cepas clinicas.

Un caso particular, fue la cepa LC100, que no tuvo amplificacién el gen agrA, esta
cepa también fue recuperada durante la limpieza, pero de un utensilio de limpieza;
agrA es parte del sistema de quorum sensing agr, su funcion reguladora sobre
biofilm y virulencia lo hace importante para la persistencia ambiental. La ausencia
podria indicar una desventaja de persistencia asociada a agr, pero su presencia en
el resto de las cepas sugiere capacidad de formar biofilm (Cordero et al., 2021).
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5.2 Evaluacién capacidad de inhibiciéon del fago A511 sobre cepas de L.
monocytogenes

Se hizo una evaluacion de las 30 cepas, para determinar si eran todas susceptibles
al fago A511, el cual ha sido ampliamente caracterizado por su amplio espectro y
eficacia litica contra cepas de diferentes serotipos (Klumpp & Loessner, 2013)

(Figura 7).

Figura 7. Zonas de inhibicién generados por A511 usando como cepa replicante a
LC11, empleando la técnica de agar doble capa, a 30 °C £ 1 °C/ 24 h en AST.

Los resultados se expresaron mediante una escala de 0 a 4, donde 0 corresponde
a ausencia de lisis y 4 a lisis completa.

En la Figura 8 se observa que la mayoria de las cepas (aproximadamente 80 %)
presentaron lisis nula o débil (valores 0—1), mientras que solo unas pocas mostraron
turbidez ligera o lisis completa (valores 3—4). En particular, LC11 mostro lisis
completa (valor 4), y LC94 lisis moderada (valor 3); ambas podrian considerarse
altamente susceptibles al fago A511. El resto de las cepas presentaron una
respuesta limitada, lo que refleja heterogeneidad en la sensibilidad dentro de la

poblacién ambiental analizada.
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Figura 8. Susceptibilidad de cepas de L. monocytogenes a A511 a 30 °C/ 24 h en
AST, evaluada con el sistema de Chibber et al. (2018).

Los resultados concuerdan con lo reportado por varios autores, quienes destacan
que L. monocytogenes muestra gran variabilidad entre cepas, en la respuesta a
fagos liticos, incluso dentro de un mismo serotipo o linaje (Dalmasso et al., 2016;
Rossi et al., 2020). Klumpp & Loessner (2013) demostraron que A511 posee un
rango de hospedero muy amplio (=95 % de cepas tipo 1/2a, 1/2b, 4b), pero existen
cepas resistentes que carecen de receptores adecuados o presentan
modificaciones en la pared celular.

Rossi et al. (2020) observaron que, en aislamientos industriales, la proporcién de
cepas con lisis completa por A511 no superé el 15%, porcentaje similar al
encontrado en el presente estudio (~10%).

La baja proporcidon de cepas totalmente sensibles podria deberse a alteraciones en
los receptores del fago, principalmente en los acidos teicoicos de la pared celular
(WTA, por sus siglas en inglés), donde A511 se une a residuos de rhamnosa o N-
acetilglucosamina (Denes et al., 2014). Variaciones genéticas en genes de la ruta
WTA (como tagO, rmlA, rmIT) han sido asociadas con resistencia natural a fagos,
lo cual es entendible con el origen ambiental de las cepas aisladas, ya que, al estar
constantemente bajo la presién de los fagos naturalmente presentes, se pudo haber

favorecido mutantes resistentes.
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Al comparar los resultados genéticos con los datos de lisis, se observo que las cepas
qgue conservan el conjunto completo de genes de LIPI-1 (hlyA, actA, prfA, plcA, mpl,
plcB2) mostraron, en general, mayor susceptibilidad al fago (valores 3—4), mientras
que aquellas con ausencias en actA o plcA tienden a mostrar lisis nula o leve. Este
comportamiento sugiere que la integridad del islote de virulencia podria estar
relacionada con la conservacion de estructuras superficiales reconocidas por A511.
Estudios de Kim et al. (2018) y Murray et al. (2022) sustentan esta hipotesis: cepas
mas virulentas, que conservan genes de virulencia intactos, suelen mantener una
pared celular mas “tipica”, lo que las hace vulnerables a fagos. En cambio, cepas
persistentes o adaptadas al ambiente presentan modificaciones en sus WTA y
pierden receptores al fago, lo que a la vez reduce su virulencia y aumenta su
resistencia a fagos.

Por lo tanto, los resultados sugieren una correlacion inversa entre resistencia al fago
y virulencia genética, indicando que las adaptaciones que permiten sobrevivir en el
ambiente de produccién podrian también conferir resistencia frente al biocontrol con
fagos.

Estos hallazgos tienen relevancia para la implementacion de estrategias de
biocontrol con fagos en productos carnicos. La presencia de cepas resistentes a
A511 indica que el uso de un solo fago puede no ser suficiente para eliminar
completamente las poblaciones ambientales de L. monocytogenes. Es por ello que,
la literatura recomienda utilizar cocteles de fagos o combinaciones con
conservadores para aumentar la eficacia (Ahmadi et al., 2020; Guenther et al.,
2009).

Ademas, la coexistencia de cepas con diferente perfil genético podria ser muestra

de que la eficacia del fago puede depender del linaje y de su compendio génico.

5.3 Seleccidon de cepas de L. monocytogenes segun su potencial de virulencia y
susceptibilidad a A511

A partir de los resultados de la deteccion génica y de la susceptibilidad al fago A511,
se realizé un analisis de agrupamiento jerarquico (analisis de cluster) con el
propdsito de identificar similitudes de relacién entre las cepas de L. monocytogenes.

El dendrograma obtenido permitié diferenciar cuatro grupos principales, cuyas
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caracteristicas se determinaron tanto por el numero y tipo de genes de virulencia

presentes como por su nivel de sensibilidad al fago (Figura 9).
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Figura 9. Agrupacion de cepas de L. monocytogenes, por cluster en JMP® 8.0, de
acuerdo a los genes presentes y susceptibilidad a A511. Grupo | (rojo), Grupo 2

(naranja), Grupo 3 (azul), Grupo 4 (verde).

* Los recuadros indican las cepas seleccionadas.

40



e Grupo | (rojo): Mas genes de virulencia y baja susceptibilidad a A511
Este grupo fue el mas numeroso y estuvo conformado por la mayoria de los aislados
bacterianos. Las cepas de este cluster presentaron alta presencia de genes de
virulencia. Sin embargo, mostraron lisis nula o minima (0-1) frente al fago.

Desde el punto de vista ecoldgico, este grupo representa cepas potencialmente
persistentes en el ambiente de produccion, capaces de resistir el biocontrol por
fagos sin perder del todo su capacidad de invasion.

e Grupo Il (naranja): Mas genes de virulencia y alta susceptibilidad a A511
Las cepas incluidas en este grupo conservaron un perfil génico muy similar al del
grupo rojo, es decir, con la presencia de la mayoria de los genes de virulencia, pero,
a diferencia de él, mostraron lisis completa o moderada (3—4) frente al fago.

Esto indica que, aunque conservan el potencial virulento, no han desarrollado
mecanismos de resistencia a la infeccion del fago.

e Grupo lll (azul): Ausencia de agrA y resistencia total a A511
Representado solo por la cepa LC100, se caracterizd por la ausencia del gen agrA
y una resistencia completa (lisis 0) frente al fago. agrA forma parte del sistema
regulador agr, que controla la expresion coordinada de genes de virulencia, factores
de adhesion y formacion de biofilm. En consecuencia, LC100 representa un linaje
fuertemente adaptado al ambiente de produccion, con virulencia regulatoria
disminuida pero mayor capacidad de persistencia y resistencia al biocontrol por el
fago.

e Grupo IV (verde): Menos genes de virulencia y baja a nula susceptibilidad a

A511

Conformado por las cepas LC71, LC74 y LC92, este grupo de cepas mostré menor
presencia de genes asociados con virulencia y una lisis nula o ligera (0—1) frente al
fago. Estas cepas parecen representar linajes ambientalmente especializados, con
pérdida de genes no esenciales para la supervivencia en el entorno, pero con alta
tolerancia a A511 y condiciones adversas. Su importancia radica no en el riesgo
patogénico directo, sino en su papel como reservorio ambiental de Listeria resistente
al control convencional.

Para los experimentos posteriores, se seleccionaron seis cepas representativas de
los cuatro grupos identificados: LC10, LC11, LC16, LC74, LC94 y LC100. Esta
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seleccién abarcé aislados con perfiles varios de virulencia y susceptibilidad fagica;
se recuperaron en su mayoria de equipo a diferentes tiempos de limpieza (Cuadro
4).

5.4 Evaluacién de formacién de biopeliculas de cepas de L. monocytogenes

De las cepas seleccionadas, se les determind su capacidad de formar biopeliculas
en placa, mediante el indice de formacion de biopeliculas (IFB). Los resultados
mostraron una variabilidad marcada entre cepas y tiempos, lo que sugiere
diferencias intrinsecas en la capacidad de adherencia y maduracién de biopeliculas
(Cuadro 8).

Cuadro 8. Capacidad de formacién de biopeliculas de cepas de L. monocytogenes
a30°Cx1°Cinvitroen CST.

Cepa 24 h 48 h
LC10 052+0.17® 2.79+0.152
ab a

LC11 0.59 + 0.032> 2.88+0.17 Criteric TVelor FB
LC16 0.65 + 0.082> 1.05+ 0.07¢ Nulo <0.35
LC74 0.29+0.02° 1.39 + 0.08P Debi 0.55-0.69

=S oY= L Moderado | 0.70-1.09
LC94 1.00 +0.072 2.83+0.132 Fuerte >1.10
LC100 0.92+0.032 1.01%0.10°

Los resultados se expresan como la media + la DE de tres experimentos
independientes (n=3). Las letras indican diferencias significativas entre cepas en
cada tiempo (0=0.05).

*IFB: indice de formacion de biopeliculas

*CST: Caldo soya tripticasa

A las 24 h, la mayoria de las cepas presentaron formacion débil o moderada de
biopelicula.
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A las 48 h, se observo un incremento significativo del IFB en varias cepas, indicando
maduracion de la biopelicula con el tiempo. Las cepas con este comportamiento
fueron, LC10 (2.79), LC11 (2.88) y LC94 (2.83), que alcanzaron valores de
formacion fuerte.

Estos resultados reflejan que la capacidad de formaciéon de biopeliculas es
heterogénea y dependiente de la cepa, tal como se ha descrito con anterioridad en
cepas ambientales de L. monocytogenes (Lee et al., 2017; Combrouse et al., 2013).
Al comparar estos datos con los perfiles genéticos, se observa que las cepas LC10,
LC11 y LC94, que mostraron valores mas altos de IFB a 48 h, pertenecen a los
grupos con mayor presencia de genes de virulencia (hlyA, prfA, pIcA, agrA, flaA).
El gen agrA, presente en estas cepas, codifica un regulador del sistema quorum
sensing que estimula la formacion y maduracion de biopeliculas mediante la
regulacion coordinada de proteinas de superficie y exopolisacaridos (Cordero et al.,
2021). Esta asociacién respalda la observacion de que las cepas con agrA funcional
tienden a desarrollar biopeliculas mas robustas.

Por el contrario, la cepa LC100, que carece de este gen, mostré unicamente
formacion moderada, sin alcanzar los niveles de las cepas que presentaron el
regulador, lo que evidencia el papel clave de agrA en este proceso. Gomez et al.
(2015) y Rieu et al. (2007) también han reportado que mutantes agrA de L.
monocytogenes presentan biofilms menos estructurados y menor capacidad de
dispersién celular.

Del mismo modo, las cepas LC74 y LC16, caracterizadas por una menor dotaciéon
de genes de virulencia y baja o intermedia susceptibilidad al fago, mostraron
formacion débil a moderada, lo que sugiere que la pérdida parcial de genes de
virulencia podria acompanarse de una disminucion en la capacidad de adhesién o
produccion del exopolisacarido.

Un aspecto interesante es la tendencia inversa entre la susceptibilidad al fago A511
y la capacidad de formar biopeliculas. Las cepas mas sensibles al fago (LC11,
LC94) presentaron biopeliculas mas fuertes, lo que podria explicarse por la
exposicion de receptores al fago en células plancténicas durante las primeras
etapas de crecimiento, mientras que las cepas mas resistentes (LC74, LC100)

formaron biopeliculas mas delgadas o menos organizadas.
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Esto concuerda con lo reportado por Mendonga et al. (2012) y Sillankorva et al.
(2010), quienes observaron que las cepas con baja produccion de exopolimeros
suelen presentar modificaciones en la pared celular que confieren resistencia tanto
al fago como a otros agentes antimicrobianos y que las biopeliculas densas pueden
limitar el acceso de los fagos, que serian necesarias para cepas susceptibles.

La variabilidad en la capacidad de formacién de biopeliculas entre las cepas refleja
distintas estrategias adaptativas dentro del area de produccién de embutidos. Las
cepas con fuerte formacion (LC10, LC11, LC94) podrian presentar un riesgo de
persistencia elevado, ya que las biopeliculas actuan como barreras protectoras
frente a desinfectantes y fagos (Gandhi & Chikindas, 2007). En cambio, cepas como
LC74 o LC100, aunque menos virulentas, pueden mantenerse viables por largos
periodos en nichos especificos, contribuyendo a la re-contaminacién entre lapsos
de tiempo en las lineas de produccion.

Para una comparacion mas profunda, se hizo un grafico de interaccion, dado que el
ANOVA bifactorial mostré una interaccion significativa entre el factor cepa y el factor
tiempo (p < 0.05) (Figura 10), ahora con la densidad optica (DO) obtenida de la
tincion con CV, comparando entre tiempos para ver el efecto de este factor sobre la

produccion del biofilm.
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Figura 10. Grafico de interaccion de la media de densidad éptica (DO), a 595 nm
de la tincién con cristal violeta (CV), de cepas de L. monocytogenes in vitro mas un

control (CST sin inocular) a24 h'y 48 h.
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*CST: Caldo soya tripticasa

En general, se observo un incremento moderado en la DO entre ambos tiempos
para la mayoria de las cepas, lo que concuerda con el patrdn tipico de desarrollo de
biopeliculas, similar al estudio de Burdova et al. (2024), donde la maduracion de la
matriz extracelular se consolida entre las 24 y 48 h de incubacion.

Sin embargo, la cepa LC100 mostré un comportamiento distintivo, evidenciando una
marcada interaccion entre el tiempo de incubacion y la produccidn de la biopelicula.
Alas 24 h, LC100 present6 una DO alta (=1.6), lo que sugiere una rapida capacidad
de adhesién y formacion inicial de la biopelicula, distinguiendo a LC100 como un
“productora rapida”. A las 48 h, la DO disminuy6 ligeramente, posiblemente porque
la cepa llego a una fase de dispersidon o paso6 por una reorganizacién celular. Este
patron ha sido descrito previamente en cepas hipervirulentas o con alta capacidad
metabdlica, en las cuales la acumulacién temprana de biomasa se acomparfa de
una pérdida de estabilidad estructural en etapas posteriores (Wiktorczyk-Kapischke
et al., 2023b). Aunque, la falta de amplificacion de agrA, que permite la adaptacion
al ambiente y produccion de biofilm, podria ser el factor causante del
comportamiento.

Por el contrario, las cepas LC10, LC11, LC16 y LC74 mantuvieron valores de DO
similares entre 24 y 48 h, lo que indica una formacion de biopelicula mas estable y
sostenida en el tiempo, aunque de menor magnitud. Este comportamiento puede
relacionarse con diferencias genéticas en la expresion de genes reguladores como
prfA, agry sigB, asociados con la transicidén entre crecimiento planctonico y biofilm
(Paiva et al., 2025; Romeo et al., 2025).

En contraste, la cepa LC94 present6 una DO considerablemente mayor a 48 h que
a 24 h, lo que sugiere una capacidad de acumulacion de biomasa mas sostenida o
tardia. Este patron puede relacionarse con cepas que tienen menor velocidad para
iniciar la adhesién, pero mayor capacidad para acumular matriz extracelular o
persistir en la superficie. Se ha sugerido que la persistencia en ambientes
industriales de L. monocytogenes esta asociada con cepas que presentan ciertas
adaptaciones genomicas (por ejemplo, genes implicados en adhesién, (EPS),
tolerancia a desinfectantes). En este sentido, LC94 podria corresponder a una cepa

con “perfil de persistencia” en contraste con LC100, que forma rapido pero quiza no
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mantiene tanto la fase de acumulacién de biopelicula (Wiktorczyk-Kapischke et al.,
2023a; Mazaheri, et al., 2021).

5.5 Evaluacién de desarrollo de cepas de L. monocytogenes en salchicha de pavo

Para esta parte, las seis cepas seleccionadas se indujeron con resistencia a
rifampicina para ser marcadas y se inocularon ~6 log UFC de cada una de ellas, en
dos unidades de salchicha de pavo cocida, las cuales contenian como
conservadores, nitrito de sodio. La cinética resultante muestra las trayectorias de
recuento logaritmico a lo largo del tiempo, donde algunas cepas (LC10, LC11, LC94)
mantienen o apenas disminuyen su poblacién (~6—7 log), mientras que otra (LC100)
presenta una caida progresiva que llega bajo el limite de deteccion de la técnica
usad (<2 Log uFC/g) hacia el dia 26 (Figura 11).
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Figura 11. Cinética de las cepas de L. monocytogenes en salchicha de pavo por 26
diasa4 °Ct1 °C.

Los resultados se expresan como la media £ la DE de tres experimentos
independientes. * Indica diferencias significativas (a=0.05) en la concentracién de
células en cada tiempo.

La linea punteada indica limite de deteccion 2.26 Log UFC/mL
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Los resultados demuestran que, bajo refrigeracion a 4 °C y con conservadores, L.
monocytogenes no necesariamente desarrolla, muestra estabilidad o hasta ligera
reduccion a lo largo del tiempo. Este patron concuerda con estudios recientes que
demuestran que las condiciones de refrigeracién junto con aditivos como eritorbato
de sodio y nitrito, limitan el crecimiento de Listeria en productos carnicos listos para
consumo (Guéraud et al., 2023; Nieto et al., 2023), tal como se muestra en el
presente. La mayoria de las cepas no crecieron significativamente, lo que indica que
el sistema de conservacion (nitrito + eritorbato + vacio + refrigeracion) funcioné
como una barrera eficaz para el crecimiento.

El eritorbato (isomero del ascorbato) acelera la conversion de nitrito a 6xido nitrico
y actua como agente reductor/antioxidante, lo que puede potenciar la eficacia
antilisteria del sistema curado y estabilizar el color del embutido (Molina et al., 2024).
Sin embargo, el hecho de que ciertas cepas desarrollaron ligeramente y
mantuvieran recuentos elevados sin reduccion notable a lo largo del
almacenamiento (LC11, LC94) sugiere que el sistema de conservacién no fue
bactericida para todas las cepas, sino mas bien bacteriostatica, permitiendo la
supervivencia de la poblacion inicial. Este resultado enfatiza la importancia de evitar
la presencia del patégeno en el alimento, ya que este podra sobrevivir y llegar al
consumidor.

Se observa un comportamiento similar entre las cepas, a excepcion de LC100, la
tolerancia a ciertas estrategias de control de los patdgenos suele mostrar diferencias
entre cepas, como se ha reportado en L. monocytogenes ante conservadores y frio
(Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023b). Estudios en jamodn cocido y productos afines
muestran que formulaciones con 100 ppm de nitrito + ascorbato mantienen a Listeria
sin crecimiento a 4 °C (por semanas), mientras que a 7 °C alguna combinacion
concreta puede perder eficacia (Nieto et al., 2023).

Durante el almacenamiento a 4 °C, las cepas LC10, LC11 y LC94 (altamente
virulentas, agrA+, formadoras de biopeliculas fuertes y sensibles al fago)
mantuvieron recuentos estables (~6—7 log) durante los 26 dias, evidenciando
capacidad para mantenerse viables ante el nitrito y eritorbato. Por el contrario,

LC100 (agrA- y resistente al fago) mostré reduccién progresiva (~4 log), lo que
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sugiere que la ausencia del regulador agrA y la menor capacidad de formacién de
biopeliculas disminuyeron su capacidad de persistencia en la matriz carnica.

Estos hallazgos coinciden con estudios recientes que muestran que el nitrito de
sodio combinado con ascorbato/eritérbato inhibe el crecimiento de Listeria en
productos curados sin eliminar completamente las células adaptadas (Guéraud et
al., 2023; Nieto et al., 2023; Modzelewska-Kapituta et al., 2022). A bajas
temperaturas, el efecto es fundamentalmente bacteriostatico, dependiendo de la
cepa y de su capacidad de formar biofilm o tolerar el estrés oxidativo inducido por
el nitrito (Manso et al., 2020).

En la cepa LC100, se observé una barra de desviacion estandar particularmente
amplia alrededor del dia 14 de almacenamiento. Esta variabilidad se atribuye a
dificultades en el aislamiento de la cepa marcada con rifampicina, ya que, en
comparacion con las demas cepas, LC100 mostré menor capacidad de adaptacion
al antibiético empleado como marcador de seleccion. En una de las réplicas
bioldgicas, el crecimiento fue notoriamente reducido, lo que generd una dispersion
mas amplia en los recuentos.

Este comportamiento sugiere que la adquisicion de resistencia estable a rifampicina
pudo representar un estrés fisioldgico adicional para LC100, afectando su viabilidad
inicial antes de estabilizarse en el medio de la matriz carnica. Casos similares han
sido descritos en cepas de L. monocytogenes que, tras mutaciones espontaneas
para marcadores antibidticos, presentan periodos de ajuste metabdlico y
variaciones en la tasa de crecimiento hasta restablecer su equilibrio poblacional
(Fay et al., 2023).

Las cepas con cinéticas mas estables (LC10, LC11, LC94) tenian perfiles génicos
robustos y, aunque susceptibles al fago en algunos casos, supieron mantenerse
bajo el sistema con nitrito/eritérbato. Esto sugiere que el potencial de persistencia
no depende unicamente de la susceptibilidad al fago. En contraste, LC100, con
menor dotacion genética y resistencia al fago, presentoé la mayor reduccion, lo que
sugiere que cepas con menor virulencia genética pueden responder mejor al
sistema de conservadores + frio.

Esto enfatiza que la dotacidn genética, la resistencia al fago, la capacidad de
formacion de biopeliculas y la tolerancia al nitrito/eritorbato actian como factores

interrelacionados en la sobrevivencia en productos curados.

48



5.6 Evaluacion de conservadores en combinacion con A511 para inhibir L.

monocytogenes in Vvitro

Finalmente, se evalud la eficacia del fago A511, por separado y combinado con
conservadores de origen alternativo a los comunes en industria carnica, esto a
temperatura de refrigeracion (4 °C). Los resultados se muestran en la Figura 12.
Las concentraciones de conservador fueron seleccionadas, de acuerdo a las

recomendaciones de los fabricantes.
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Figura 12. Cinética de crecimiento de cepas de L. monocytogenes (A) LC10, B) LC11, C) LC16, D) LC74, E) LC94, F) LC100) en
CST en conjunto con A511 y el conservador, (a) Carniplus (0.125 %, 0.25 %, 0.5 %) y (b) Nisina (3.125 ppm, 6.25 ppm, 12.5 ppm)
in vitro a 4 °C £ 1 °C durante 14 dias. Los resultados se expresan como la media + DE de tres experimentos independientes. Las
letras indican diferencias significativas (a=0.05) de dia 0.5 vs dia 14 por cada tratamiento.

DO: densidad 6ptica a 600 nm. Control: Cepa en CST sin fago ni conservador
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Los ANOVA por cepa permiten comparar Carniplus y Nisina en tres concentraciones
cada uno, siempre en presencia del fago A511.

Si usamos la DO final de cada cepa, se observa un patron, con frecuencia, las
concentraciones mas bajas de ambos conservadores generan menor DO (que
podria estar relacionada a mayor inhibicion) que sus concentraciones medias y
altas.

Si se toma como ejemplo a LC10 (Figura 12 A), la DO final con Carniplus 0.125 %
fue aproximadamente 0.24, mientras que con Nisina 3.125 ppm alcanzé 0.25, y el
control mostrd 0.40. Este contraste evidencia que las concentraciones bajas de los
conservadores, al actuar en conjunto con el fago A511, provocaron una disminucion
mas pronunciada en la biomasa bacteriana que las concentraciones intermedias o
altas.

Patrones similares aparecen en varias de las otras cepas (LC11, LC16, LC74; que
suben cuando se pasa de la dosis baja a la media/alta), lo que descarta una relacion
“a mayor dosis, mayor inhibicion” y sugiere hormesis o efecto paraddjico
dependiente de la cepa/entorno.

El efecto hormético o inhibicion no lineal, puede explicar este comportamiento de
dos maneras: donde a bajas concentraciones, el conservador puede afectar el
equilibrio osmadtico o la integridad de membrana sin provocar una respuesta
adaptativa marcada. Mientras, a altas concentraciones, las células de L.
monocytogenes pueden activar mecanismos de tolerancia (p. ej., estrés salino,
proteinas chaperonas, o sistemas de detoxificacién), reduciendo la eficacia
aparente del tratamiento (D’Onofrio et al., 2023; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2021).
En el caso de Nisina, dosis altas pueden inducir una respuesta adaptativa de
membrana o agregacion del péptido que disminuye su biodisponibilidad efectiva,
algo que ya ha sido reportado en medios ricos y a baja temperatura (Abdelaziz et
al., 2024; Heir et al., 2023).

Para Carniplus, que contiene mezclas de sales y fosfatos, concentraciones altas
pueden alterar el pH local o el potencial redox de forma que afecte la actividad del
fago A511 o promueva una reversion parcial del estrés osmotico (Lemos Junior et
al., 2024; Sae-Ueng et al., 2024); por eso, la dosis intermedia o baja podria ser mas

efectiva en sinergia con el fago.
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LC10 y LC11 (Figura 12 A, B): mantienen DO relativamente altas aun con Nisina
12.5 ppm o Carniplus 0.5 %. El control siempre es mayor, pero la contencién a dosis
bajas iguala o supera a la de dosis altas. Esto es coherente con cepas con alto
repertorio génico de virulencia y biofilm: necesitan “barreras finas” mas que
“barreras fuertes” (la sinergia con el fago depende de que la barrera no lo

perjudique).

LC16 y LC94 (Figura 12 C, E): El efecto del conservador fue mas determinante que
la concentraciéon (p < 0.05). Biolégicamente, encaja con el modo de accion: Nisina
actua rapido sobre membrana; Carniplus ejerce estrés sostenido ionico/fosfato.
LC74 (Figura 12 D): hubo inhibicion apreciable en dosis bajas; a 4 °C la
diferenciacion por concentraciéon es pequena (contencion de la cepa mas que
letalidad).

LC100 (Figura 12 F): Es la unica cepa que no muestra diferencias claras,
estadisticamente en DO final (p > 0.05), entre el control y la presencia de
conservadores y el fago, sin embargo, esta influenciada la respuesta por su baja
capacidad para desarrollar de la cepa una vez que se selecciond la cepa resistente

a rifampicina.

Las cepas con mas amplificacion de genes de virulencia e IFB alto (LC10, LC11,
LC94) toleran mejor los tratamientos; las menos dotadas (LC74, LC100) responden
con DO mas bajas. Reproduce lo ya visto en la seccién 5.2 lisis por A511 y 5.5

crecimiento en salchicha.

La evidencia reciente aconseja combinar barreras, optimizando tipo de conservador
y condiciones antes que “subir dosis” (Gonzales-Barron et al., 2024). Por lo que, a
partir de estos resultados, se decidio usar Carniplus para su evaluacion posterior en
la matriz alimentaria, ya que genero los menores niveles de DO para la mayoria de

las cepas.
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5.7 Evaluacién de la aplicacion de A511 y carniplus sobre la inhibicion de L.

monocytogenes en salchichas de pavo

La determinacion de combinacion mas eficiente de concentracién-conservador y
fago fue, Carniplus 0.125 % de la parte 5.6, con esto nos lleva ahora a aplicarlo en
la salchicha de pavo. Se optd por un coctel de cepas de las seleccionadas con
anterioridad, lo cual se asemeja mas a la situacion del area de produccion, donde
las cepas muestran diversidad de rasgos.

Dado que en experimentos anteriores se evalué una temperatura de refrigeracion
(4 °C), en esta parte se buscé evaluar una temperatura donde L. monocytogenes
fuera capaz de desarrollar sin problemas, es decir, la 6ptima de desarrollo (30 °C)
(Figura 13).
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Figura 13. Cinética de crecimiento de una mezcla de cepas de L. monocytogenes
en salchicha de pavo por48 ha 30 °C £ 1 °C.

Los resultados se expresan como la media + la DE de tres datos. Las letras indican
diferencias significativas (a=0.05) entre tratamientos.

CO: control inoculado sélo con L. monocytogenes. CA: Carniplus [0.125 %]. F: fago
A511. CA + F: Carniplus [0.125 %] combinado con el fago.
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Se observaron diferencias claras entre CO y los diferentes tratamientos. En CO, la
poblacién se incrementé rapidamente desde las 4 log UFC/g iniciales hasta superar
las 8 log UFC/g a las 48 h, lo cual corresponde a un crecimiento exponencial tipico
para L. monocytogenes en condiciones cercanas a su temperatura Optima de
desarrollo. Este comportamiento coincide con lo reportado por Jia et al. (2021),
quienes describen tasas especificas elevadas y periodos de adaptacion muy cortos
cuando la bacteria crece entre 25 y 30 °C en matrices carnicas y lacteas.

En contraste, el tratamiento con CA al 0.125 % produjo un crecimiento mucho mas
lento y un valor maximo cercano a 5.8 log UFC/g hacia las 18-24 h, manteniéndose
practicamente estable hasta las 48 h. Este comportamiento sugiere un efecto
bacteriostatico, ya que el aditivo limita la velocidad de crecimiento, pero no elimina
a la poblacién.

La adicién unicamente del fago A511, aplicado a una concentracion superficial de 3
log UFP/g, generd una cinética muy similar a la obtenida en presencia de CA: la
poblacién aumentd durante las primeras 24 h y luego permanecio estable alrededor
de 5.5 log UFC/g. Este resultado es consistente con observaciones previas donde
A511, aunque efectivo para reducir el indculo inicial, puede no impedir que repunte
el crecimiento en fases posteriores, sobre todo a temperaturas favorables, debido a
la combinacién de subpoblaciones menos susceptibles o parcialmente resistentes
(Ahmadi et al., 2020).

En presencia de la mezcla de F + CA 0.125 %, la densidad poblacional se mantiene
(= 5 log UFC/g) a 24 h y luego disminuye gradualmente hasta = 4.2 log UFC/mL a
las 48 h. Este descenso refleja una sinergia evidente entre el fago y el conservador.
El CA reduce la tasa de crecimiento celular al generar un entorno osmoéticamente
estresante, lo que vuelve lenta la divisién bacteriana y brinda mas tiempo al fago
para replicarse y lisar las células susceptibles. A su vez, el fago amplifica su accién
en una poblacidon que ya se encuentra fisiolégicamente comprometida, lo que
explica la caida observada entre las 24 y 48 h. De hecho, este patrén de, pico bajo
seguido de reduccion, es un indicador clasico de sinergia o, al menos, de aditivos
funcionales entre agentes con modos de accion complementarios (Tuzemen et al.,
2024; Li et al., 2021).

Los resultados afirman la tendencia vista in vitro, incluso a una temperatura alta de

30 °C, donde el crecimiento de Listeria es muy rapido, la combinacion F + CA puede
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evitar el aumento poblacional y mantener la carga por debajo del nivel inicial. Que
el mismo patrén se repita ahora en una matriz carnica real confirma que esta dosis
baja es compatible y sinérgica con A511.

La composicion del coctel bacteriano explica en parte la cinética observada. Las
cepas LC10 y LC11, previamente caracterizadas como portadoras de multiples
genes de virulencia y alta capacidad de formacion de biopeliculas, pueden contribuir
a la persistencia que queda en los tratamientos individuales. Por el contrario, LC74
y LC94, con menor carga de genes de virulencia, responderian de manera mas
sensible al estrés combinado, favoreciendo la reduccion global del coctel. Esta
relacion entre la base genética, la formacion de biopeliculas y la susceptibilidad a
estrategias de conservacion fue ya evidente en los ensayos de lisis por A511 y en
las pruebas de crecimiento a 4 °C en salchichas con nitrito y eritorbato.

Se realizo el ensayo bajo 10 °C, el cual representd una simulacion de temperatura
de abuso, en la que L. monocytogenes mantiene actividad metabdlica y puede

multiplicarse lentamente en productos refrigerados (Figura 14).
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Figura 14. Cinética de crecimiento de coctel de cepas de L. monocytogenes en

salchicha de pavo por 14 diasa 10 °C £ 1 °C.

Los resultados se expresan como la media + |la DE de tres datos. Las letras indican

diferencias significativas (a=0.05) entre tratamientos.

56



CO: control inoculado sdélo con L. monocytogenes. CA: Carniplus [0.125 %]. F: fago
A511. CA + F: Carniplus [0.125 %] combinado con el fago.

Los resultados se expresan como la media + la DE de tres datos. Las letras indican

diferencias significativas (a=0.05) entre tratamientos.

En CO, la poblacion mostré un crecimiento desde 4 log UFC/g iniciales hasta
superar las 8 log UFC/g al dia 14, confirmando la capacidad de la bacteria para
proliferar incluso a bajas temperaturas. Este comportamiento concuerda con lo
reportado por Jia et al. (2021), quienes observaron que L. monocytogenes puede
duplicar su numero cada 1.5-2 dias a 10 °C en matrices carnicas y lacteas,
manteniendo tasas de crecimiento positivas por mas de dos semanas.

En cambio, las salchichas tratadas unicamente con CA 0.125 % mostraron un
incremento inicial moderado, alcanzando valores cercanos a 5.7 log UFC/mL hacia
los dias 8-10 y manteniéndose estables hasta el final del ensayo. Este
comportamiento indica que, a baja temperatura, el conservador ejerce un efecto
bacteriostatico mas prolongado, retardando el crecimiento sin reducir de forma
significativa la poblacion. Resultados similares fueron reportados por Bodie et al.
(2023), quienes documentaron que combinaciones salinas y fosfatadas pueden
limitar parcialmente el crecimiento de Listeria en carnes listas para consumo,
aunque su eficacia se reduce conforme avanza el almacenamiento.

El tratamiento con F, por si solo logré un control mas marcado, con valores que se
estabilizaron alrededor de 4.5—4.8 log UFC/mL durante todo el periodo de 14 dias.
A diferencia del CO y de CA, la curva de F mostré una fase estacionaria temprana,
sin incremento sostenido, lo que sugiere una bacteriostasis efectiva, la cual esta
inducida por lisis del fago de manera recurrente (Konopacki et al., 2020). Este patron
coincide con los resultados de Ahmadi et al. (2020), quienes demostraron que el
fago A511 mantiene su eficacia en modelos de carne cocida almacenados entre 4
y 10 °C, logrando reducciones de hasta 2 log en comparacién con controles sin fago.
La combinacion de F + CA 0.125 % present6 un efecto destacado (p < 0.05): la
poblacién bacteriana disminuyé levemente en las primeras 48 h y se estabilizé
alrededor de 3.8-4.0 log UFC/mL casi hasta el final del ensayo, sin mostrar signos

de recuperacion. Esto sugiere una sinergia real entre ambos tratamientos, capaz no
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solo de contener el crecimiento, sino de mantener la poblacién por debajo del nivel
inicial a lo largo de dos semanas. Este resultado respalda lo visto a 30 °C, donde la
combinacion de los dos agentes también generd un efecto superior a los dos por
separado, pero ahora se ve que el efecto se mantiene y se potencia en condiciones
de refrigeracién. Esta accién combinada a bajas dosis ya habia sido evidenciada en
las pruebas in vitro, donde las concentraciones menores de conservador se
asociaron con mayores reducciones de densidad optica.

El hecho de que la combinacion haya mantenido estable la poblacién incluso a 10
°C, indica que la estrategia de barreras multiples es particularmente eficiente
cuando la tasa de replicacion de la bacteria es baja. En este caso, el fago tiene mas
tiempo para adsorberse y propagarse, mientras que el conservador limita la
velocidad metabdlica, evitando que la bacteria recupere su numero inicial.
Ademas, los resultados concuerdan con la respuesta genotipica observada
previamente: cepas como LC10 y LC11, mas resistentes y con mayor potencial de
virulencia, son mejor contenidas cuando las condiciones de estrés no son extremas,
como a 10 °C, lo que reduce la posibilidad de supervivencia de subpoblaciones

resistentes.

5.8 Determinacion de parametros cinéticos de la evaluacion del fago A511 con

Carniplus usando DMFit.

De acuerdo a los resultados del punto 5.7, se tomaron las cinéticas para determinar
sus parametros cinéticos.

La comparaciéon de los parametros cinéticos obtenidos revela diferencias
sustanciales en la fisiologia del coctel de L. monocytogenes, los resultados son los

siguientes (Figura 15).

58



Cuadro 9. Efecto de los tratamientos sobre los parametros cinéticos de crecimiento

(Fase lag, pmax) y poblacién final de L. monocytogenes en salchicha de pavo

incubada a 30 °C/48 h'y 10 °C/14 dias.

30 °C
Poblacién
final (Log
Tratamiento Fase Lag (h) pmax UFC/qg)
co 9.233 £2.947| 0.224 + 0.05372 [8.158 + 0.139°
CA ND 0.0742 £ 0.0221°| 5.42 +£0.01°
F ND 0.0621 + 0.0269°|5.435 + 0.1092
CA+F ND 0.0367 + 0.0588°¢|4.906 + 0.181°
10 °C
Poblacién
final (Log
Tratamiento Fase Lag (D) pmax UFClg)
co 2.517 £2.172| 0.548 £0.248° |7.682 +0.379°
CA 0.681 £ 4.667 |0.0956 + 0.03622| 5.52 + 0.020P
F 4.535 £6.262| 0.0754 £ 0.0962 |4.869 + 0.202°
CA+F ND -0.0173 £0.017¢| 4.1 £0.173¢

Las letras dentro de la misma columna indican diferencias significativas (a=0.05)
entre tratamientos.

CO: control inoculado sélo con L. monocytogenes. CA: Carniplus [0.125 %]. F: fago
A511. CA + F: Carniplus [0.125 %] combinado con el fago. ND: No determinado.

Los datos muestran que L. monocytogenes mantiene una elevada capacidad de
crecimiento tanto a 30 °C como a 10 °C en salchicha de pavo, aunque con dinamicas
a 30

comportamiento exponencial clasico para temperaturas cercanas al 6ptimo. En

cinéticas notablemente distintas. En el control °C, se confirma un
contraste, a 10 °C la ymax del control disminuye mas del doble y la fase lag se
extiende hasta ~2.5 dias, aunque la poblacién logra superar 7.6 log UFC/g hacia el
dia 14, lo cual encaja con la capacidad de Listeria para mantener duplicaciones
lentas durante el almacenamiento refrigerado prolongado (Shrestha et al., 2022;
Ogunniyi et al., 2021).

Los tratamientos individuales de CA y F muestran patrones similares en ambas

temperaturas: reducciones significativas en ymax, ausencia de fase lag detectable
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a 30 °C y una poblacion final estabilizada en 5.4-5.7 Log UFC/g, demostrando tener
un efecto bacteriostatico (Kawacka et al., 2020; Majou & Christieans, 2018).

La sinergia entre A511 y Carniplus resulta evidente al comparar los parametros
cinéticos y las poblaciones finales en ambas temperaturas. A 30 °C, la combinacion
reduce umax, al valor mas bajo entre los tratamientos y limita la poblacion final a
~4.9 log UFC/g, significativamente inferior al control y a los tratamientos
individuales. A 10 °C, la sinergia se intensifica: pmax se torna negativa, lo cual indica
un comportamiento de inactivacion, y la poblacion final se mantiene sin evidencia
de recuperaciéon (Kawacka et al., 2020; Rodriguez-Rubio et al., 2015).

La mayor eficacia de la combinacion de estrategias a 10 °C, puede explicarse por
la interaccion entre la reduccion de division bacteriana y la replicacién dependiente
del hospedero del fago: la baja temperatura retrasa la recuperacion fisiologica de L.
monocytogenes, permitiendo una adsorcion prolongada y ciclos de infeccion
recurrentes por A511, mientras que el conservador limita el metabolismo basal y el
potencial de replicarse. De este modo, ambos tratamientos en conjunto, impiden
tanto el crecimiento exponencial como la aparicion de una poblacion de escape,
fendmeno descrito en otros sistemas de biocontrol con fagos a baja temperatura
(Fokas et al., 2025; Ranveer et al., 2024; Kawacka et al., 2020).

Los resultados confirman que la combinacion de A511 con Carniplus al 0.125 %
mantiene su eficacia tanto en condiciones de crecimiento rapido (30 °C) como en
condiciones de abuso de temperatura (10 °C), mostrando incluso un

comportamiento mas estable en este ultimo caso.
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6. CONCLUSIONES

La conservacion del nucleo basico de genes de virulencia y la pérdida parcial de
otros indican que las cepas analizadas son diversas en cuanto a su perfil de
virulencia, que va desde cepas atenuadas, pero funcionales capaces de sobrevivir
en superficies industriales y resistir condiciones de estrés sin necesariamente
mantener un alto potencial patogénico, otras cepas mas virulentas, que son mas
vulnerables al biocontrol por fagos y las cepas persistentes y resistentes al fago
que representan el mayor desafio para la inocuidad alimentaria, al sobrevivir tanto
a los desinfectantes como a los fagos. Esto refuerza la necesidad de mantener
programas de monitoreo molecular, tanto en la industria carnica, como en las
cadenas de produccion de alimentos listos para el consumo, para detectar clones
persistentes y prevenir brotes asociados a L. monocytogenes. Integrar el perfil
genético, la sensibilidad a fagos y la capacidad de formacién de biopeliculas permite
identificar cepas de alto riesgo y disefar estrategias de control mas efectivas.

La combinacién nitrito + eritdrbato en salchicha de pavo cocida actua principalmente
como barrera bacteriostatica para L. monocytogenes a 4 °C. Sin embargo, la
sobrevivencia del patégeno puede representar un riesgo al consumidor.

La combinacion del fago A511-Carniplus al 0.125 % logra evitar el desarrollo y
promover la inactivacion de L. monocytogenes en salchicha, mientras que cada
tratamiento por separado solo genera un efecto bacteriostatico. Esta estrategia
combinada no solo reduce la carga microbiana, sino que también disminuye el
riesgo de proliferacion en escenarios de abuso de temperatura, contribuyendo a
mejorar la seguridad alimentaria sin depender de concentraciones elevadas de

aditivos.
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8.ANEXOS

Anexo 1. Condiciones de amplificacion de genes involucrados con la virulencia de
L. monocytogenes

Gen Condiciones Referencia

hlyA 94 °C, 4 min; 35 ciclos de 94 °C, 30 s; 0 °C, Zurawik et al.,
30 s; extension 72 °C, 2 min; extension final: 2024
72 °C, 10 min.

actA1 25 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 10 Ward etal., 2004
segundos a 56 °C y 10 segundos a 72 °C.

prfA 1 ciclo a 95 °C durante 30 segundos, Roy et al., 2023
seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 5
segundos y 60 °C durante 30 segundos, y
pasos de disociacion a 95 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 30 segundos.

pilcA 95 °C durante 2 min; 35 ciclos de: 95 °C Camilli et al.,
durante 15's, 62 °C durante 30 sy 72 °C 1993
(extension).

mpl 94 °C durante 3 minutos; 35 ciclos de: 94 °C Chen et al., 2017
durante 30 segundos, 60 °C durante 30
segundos y 72 °C durante 40 segundos;
seguido de una extension final a 72 °C
durante 10 minutos.

plcB2 25 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 10 Ward et al., 2004
segundos a 56 °C y 10 segundos a 72 °C.

inIB 1 ciclo a 95 °C durante 30 segundos, Rouhi et al,
seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 5 2024
segundos y 60 °C durante 30 segundos, y
pasos de disociacion a 95 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 30 segundos.

agrA 95 °C 4 min; 30-35 ciclos: 95 °C 30 s — 57— Autret et al,
60 °C 30s; 72°C 30-60s; 72 °C 5-10 min 2003

flaA 95 °C 3 min; 30 ciclos: 95 °C 30 s; 54 °C 30 Borucki & Call.,
s; 72 °C 1 min; 72 °C 10 min 2003
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