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El patógeno central de esta tesis, Listeria monocytogenes, es una bacteria patógena 

de relevancia crítica en la industria alimentaria, especialmente en el procesado de 

productos listos para el consumo, entre los que se encuentran gran variedad de productos 

vegetales frescos. Este microorganismo recibe su nombre en honor a Joseph Lister, 

cirujano británico del siglo XIX, cuyo trabajo fue fundamental para establecer la 

importancia de las prácticas de limpieza y desinfección en la prevención de enfermedades. 

L. monocytogenes puede sobrevivir y proliferar en condiciones adversas, como bajas 

temperaturas y ambientes húmedos, lo que facilita su persistencia en entornos de 

procesado de alimentos. Su potencial para contaminar productos hortofrutícolas durante 

las etapas de pre y postcosecha representa un riesgo significativo para la salud pública, 

dado que puede causar listeriosis, una enfermedad grave, especialmente en poblaciones 

vulnerables. En consecuencia, es imperativo implementar a nivel industrial medidas 

rigurosas de control y monitorización para garantizar la seguridad alimentaria. 

Esta Tesis Doctoral tuvo como objetivo identificar los factores determinantes que 

influyen en el crecimiento y el estado fisiológico de L. monocytogenes en productos 

vegetales frescos, con el fin de integrarlos en los planes de seguridad alimentaria de la 

industria de procesado de frutas y hortalizas. Además, se evaluaron diversas estrategias 

de intervención post-proceso para reducir la proliferación de L. monocytogenes durante 

la vida útil de estos alimentos, analizando también el impacto de estos tratamientos en la 

calidad microbiológica y organoléptica de los productos. Para alcanzar este objetivo 

principal se realizaron cuatro trabajos experimentales que se reúnen en los capítulos I-IV.  

En el capítulo I se presenta un modelo Gamma, que permite evaluar el 

comportamiento de L. monocytogenes en productos vegetales frescos, considerando 

factores intrínsecos y extrínsecos como el pH, la actividad de agua (aw) de los productos 

y la temperatura de conservación de estos. La capacidad predictiva del modelo, como 
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herramienta para identificar los productos que favorecen el crecimiento de L. 

monocytogenes, fue evaluada mediante su comparación con datos experimentales 

obtenidos de la literatura. Se realizó una exhaustiva revisión bibliográfica que resultó en 

la selección de 105 artículos científicos para recopilar datos sobre el crecimiento o no 

crecimiento de L. monocytogenes. De estos estudios, se extrajeron hasta 808 valores 

relacionados con el comportamiento de L. monocytogenes y las características 

fisicoquímicas de diferentes productos vegetales. Este modelo demostró ser eficaz para 

hortalizas en general, con una concordancia del 83,2% entre las predicciones y los datos 

empíricos, y para hortalizas de hoja en particular, con una concordancia del 87,5%. En 

las hortalizas de hoja el modelo predijo crecimiento en todos los casos, con un 12,5% de 

predicciones erróneas clasificadas como fail-safe (es decir, el modelo predijo crecimiento, 

pero los datos empíricos mostraron lo contrario). Esta última categoría de productos 

vegetales fue identificada como la de mayor riesgo de crecimiento de L. monocytogenes. 

Por otra parte, el modelo mostró limitaciones en el grupo de frutas, con una concordancia 

del 71,8%, debido a la sobreestimación del impacto del pH en el crecimiento de L. 

monocytogenes. A pesar de estas limitaciones, el modelo se presenta como una 

herramienta complementaria valiosa a las pruebas de desafío. A continuación, habiendo 

identificado a las hortalizas de hoja como grupo de mayor riesgo en cuanto al crecimiento 

de L. monocytogenes y para mejorar la toma de decisiones sobre las estrategias de control 

a aplicar en este grupo, se realizó un estudio sobre los riesgos microbiológicos asociados 

a su procesado. 

En el capítulo II, el objetivo fue la evaluación de la capacidad de las células en 

estado viable pero no cultivable (VBNC) de L. monocytogenes y Escherichia coli 

O157:H7 de causar la contaminación cruzada de las hortalizas de hoja durante las etapas 

de lavado y su capacidad de recuperación del estado cultivable, una vez adheridas al tejido 
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vegetal durante la conservación. El estudio se centró en estudiar la inducción de las 

células VBNC en agua de proceso como consecuencia del uso de tratamientos de 

desinfección de agua, comúnmente utilizados por la industria para mantener la calidad 

microbiológica del agua de lavado y su posible transferencia al tejido vegetal. Para la 

inducción de las células VBNC en el agua de proceso se utilizaron los siguientes 

tratamientos: 1) cloro a 5 mg/L para los ensayos con E. coli y, 2) dióxido de cloro (ClO₂) 

a 3 mg/L para los estudios con L. monocytogenes. El uso de estas concentraciones de 

desinfectantes eliminaba por completo las células cultivables e inducía la presencia de 

VBNC. Cuando se evaluó la capacidad de adhesión de las células VBNC al tejido vegetal 

durante la etapa de lavado de hortalizas de hoja se demostró que las células VBNC de E. 

coli O157:H7 no fueron capaces de causar la contaminación cruzada durante el lavado. 

Sin, embargo, las células VBNC de L. monocytogenes si fueron capaces de adherirse 

durante la etapa del lavado he incluso se detectaron células cultivables de L. 

monocytogenes en la lechuga tras su conservación en condiciones de refrigeración (15 

días a 7ºC). Los hallazgos demostraron por primera vez que las células VBNC de L. 

monocytogenes pueden adherirse a las hortalizas de hoja, como es el caso de la lechuga, 

durante la etapa de lavado y de resucitar al estado cultivable durante la etapa de 

conservación. Aunque la capacidad de estas células para volver a un estado cultivable y 

proliferar en hortalizas de hoja fue relativamente baja, este hallazgo subraya la 

importancia de considerar este riesgo microbiológico en la industria de productos 

procesados en fresco y la idoneidad de aplicar tratamientos post-proceso para mitigarlo.  

En el capítulo III, una vez demostrado el riesgo de contaminación cruzada de las 

hortalizas de hoja con L. monocytogenes durante la etapa de lavado, se exploraron 

posibles medidas de control que puedan ser aplicadas como tratamientos para controlar 

la proliferación de dicho patógeno. En este estudio, se evaluó la eficacia de cuatro 
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tratamientos comerciales de bioconservación como estrategias post-proceso. Se comparó 

la efectividad de dos tratamientos basados en bacteriófagos (Listex P100™ y 

ListShield™) y dos basados en bacterias ácido lácticas (BAL) (SafePro™ y HoldBAc™). 

Se seleccionaron diversos tipos de hortalizas de hoja, como lechuga romana, lechuga 

iceberg, espinaca baby y col, como modelos para la contaminación experimental con L. 

monocytogenes. Los resultados mostraron que Listex P100™ fue el tratamiento más 

efectivo, logrando un control significativo del crecimiento de L. monocytogenes en todas 

las hortalizas evaluadas, reduciendo la capacidad de crecimiento del patógeno hasta 2,0 

Log10 UFC/g a lo largo de la conservación (15 días a 7ºC), cuando se comparaba con los 

controles no tratados. Los mejores resultados se observaron para la lechuga iceberg y 

romana, mientras que las diferencias entre el control y el tratado fueron menores en el 

caso de la espinaca baby. Con respecto al resto de tratamientos testados, todos fueron 

capaces de controlar el crecimiento de L. monocytogenes, sin embargo, las diferencias 

observadas entre los tratamientos y el control no tratado fue menor y con una gran 

variabilidad según el tipo de vegetal. Además de la eficacia antimicrobiana, se evaluó el 

impacto del tratamiento Listex P100™ en la calidad organoléptica de los productos 

vegetales, sin encontrar efectos adversos en comparación con los controles. En resumen, 

este estudio destacó a Listex P100™ como una opción prometedora para el control del 

crecimiento de L. monocytogenes en hortalizas de hoja. 

El capítulo IV de esta tesis se centró en la validación industrial de la estrategia de 

intervención más eficaz identificada en el capítulo anterior, específicamente el uso de 

Listex P100™ en líneas de procesado de hortalizas de hoja frescas (lechuga) con el 

objetivo de controlar el crecimiento de L. monocytogenes. La validación se llevó a cabo 

en dos líneas de procesado ubicadas en España y Dinamarca.El tratamiento se aplicó 

mediante un dispositivo de nebulización con el objetivo de conseguir una distribución 
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homogénea de los bacteriófagos sobre la lechuga antes del envasado, asegurando la dosis 

recomendada (6,0-7,0 Log10 UFP/g). Se alcanzó la concentración objetivo de 

bacteriófagos en tres de las cuatro pruebas, tras un ajuste del diseño tras el primer ensayo. 

Se obtuvieron diferencias significativas entre las dosis alcanzadas de bacteriófagos en el 

producto entre las plantas de procesado en España y Dinamarca, atribuidas a diferencias 

en la escala de operaciones y el diseño de las líneas. Durante la conservación, los 

recuentos de bacteriófagos se mantuvieron sin diferencias significativas entre el inicio y 

el final del período de conservación en tres de los cuatro ensayos. A pesar de no poder 

evaluar directamente la eficacia contra L. monocytogenes debido a la ausencia de 

contaminación natural en los productos, el estudio confirmó la viabilidad del uso de 

Listex P100™ en un entorno industrial. Tampoco se registraron impactos negativos en la 

calidad organoléptica del producto tratado respecto al control. Este estudio evidencia que 

la integración de Listex P100™ en procesos industriales es viable para mejorar la 

seguridad alimentaria en hortalizas de hoja listas para el consumo.  

En conclusión, los resultados obtenidos en los capítulos I-IV han permitido un 

avance en la comprensión y control del riesgo que representa L. monocytogenes en la 

industria de hortalizas de hoja listas para el consumo. La adopción de estrategias de 

control eficaces permitirá asegurar que las prácticas de producción mejoren la seguridad 

microbiológica de estos alimentos y cumplan con los requisitos regulatorios y las 

expectativas del mercado.  
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1. Listeria monocytogenes  

La bacteria patógena Listeria monocytogenes fue identificada por primera vez en 

la década de 1920 por Murray et al. (1926), y Pirie (1927), quien propuso su 

denominación definitiva en 1940 (Rocourt y Buchrieser, 2007). Originalmente nombrada 

como Bacterium monocytogenes debido a su aislamiento en conejos y cobayas con 

monocitosis, el género al que pertenece, Listeria, fue denominado en honor al cirujano 

Lord Joseph Lister, reconocido por sus contribuciones a la antisepsia (Fsihi et al., 2001). 

Desde entonces, se han descubierto otras especies dentro de este género (Figura 1), y su 

clasificación taxonómica ha evolucionado, especialmente con los avances en biología 

molecular (Ludwig et al., 2009; Nwaiwu, 2020). 

A nivel microscópico, L. monocytogenes es un bacilo grampositivo de tamaño 

reducido, con dimensiones aproximadas de 0,5 a 2,0 µm de longitud y 0,5 µm de anchura, 

y no formador de esporas. Metabólicamente, exhibe características de una bacteria 

anaerobia y aerobia facultativa (Bergis et al., 2021), aunque su crecimiento se ve 

favorecido en condiciones de microaerofilia (Bover-Cid y Garriga, 2014). Las 

propiedades bioquímicas generales se resumen en la Tabla 1 (World Organisation for 

Animal Health [WOAH], 2021), aunque hay que tener en cuenta que existen cepas que 

pueden no cumplir con todas estas características (Szymczak, 2023).  

En la clasificación intraespecífica de L. monocytogenes, se reconocen varios 

subtipos (Tabla 2). A mediados de la década de 2000, se desarrolló un método basado en 

PCR (Polymerase Chain Reaction) para el serotipado de esta bacteria, sustituyendo la  

metodología tradicional basada en antígenos flagelares y somáticos (Doumith et al., 2004; 

Seeliger y Höhne, 1979). Originalmente, las especies de este género se clasificaban en 

cuatro linajes que incluían 13 serotipos. Entre los serotipos mencionados, los tipos 1/2a,
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Figura 1. Esquema de la historia 

filogenética del género actual Listeria 

spp. 

Los rectángulos equivalen a taxones monofiléticos 
propuestos por Orsi y Wiedmann, (2016). El texto 
explica los eventos evolutivos de adquisición o 

pérdida de características genéticas que ayudan a 
definir los taxones actuales. 

Nota. Adaptado de Characteristics and distribution of 

Listeria spp., including Listeria species newly 
described since 2009 (p. 5282), por Orsi y Wiedmann, 
(2016), Foods 
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Tabla 1. Propiedades bioquímicas generales de Listeria monocytogenes. 

 

1/2b y 4b son los principales agentes causantes de enfermedades en humanos y animales. 

Con los avances en las técnicas de PCR, estos 13 serotipos se han reorganizado en seis 

genoserogrupos: IIa, IIb, IIc, IVb, IVb-v1 y L. Entre estos, IVb, IIa y IIb son los más 

relevantes en términos de patogenicidad humana (EFSA Panel on Biological Hazards  

[EFSA BIOHAZ Panel], 2018; Food and Agriculture Organization of the United Nations 

[FAO] y World Health Organization [WHO], 2022; Leclercq et al., 2011) 

Tabla 2. Clasificación de las serovariedades de Listeria monocytogenes por linajes y 

genoserogrupos. 
  

Test Reacción  

Características 

comunes entre 

Listeria spp.  

Catalasa + 

Oxidasa - 

Indol  - 

Hidrólisis de Aesculina + 

Ureasa - 

Características 

diferenciadoras de 

L. monocytogenes  

 

 

 

 

  

ß-hemolisis + 

Producción de acido L-Rhamnosa + 

D-Xilosa - 

D-Manitol - 

Reacción CAMP  S. aureus  + 

R. equi - 

Linajes Serovariedades Genoserogrupos Serovariedades 

I 1/2b; 3b; 4b; 4b(V), 

4d; 4e 

IIa 1/2a; 3a 

IIb 1/2b; 3b; 7 

II 1/2a; 1/2c; 3a; 3c, 

4h 

IIc 1/2c; 3c 

IVb 4b; 4d; 4e 

III 4a; 4b; 4c; 4ab IVb-v1 4ab; 4c; 7 

IV 4a; 4b; 4c; 4ab L 4bZ 
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1.1. Ecología  

L. monocytogenes es una bacteria con amplia tolerancia ambiental. A rasgos 

generales, se puede describir como un microorganismo psicrotrofo que muestra 

resistencia a la congelación (Bucur et al., 2018). Además, esta bacteria tiene una alta 

tolerancia al pH, la salinidad y el estrés osmótico y ácido. Las principales características 

de crecimiento se reúnen en la Tabla 3 (Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de 

L'alimentation, de L'environnement et du Travail [ANSES], 2020; Bover-Cid y Garriga, 

2014). Hay que tener en cuenta que éstas se refieren a condiciones óptimas de crecimiento 

en laboratorio, siendo más restrictivas en matrices alimentarias (FAO y WHO, 2022). 

 

 Tabla 3. Condiciones generales de crecimiento de Listeria monocytogenes. 
 

 

 

 

    aw: actividad de agua; HCl: ácido clorhídrico; NaCl: cloruro sódico. 
 

 

L. monocytogenes es una bacteria ubicua que se encuentra comúnmente en suelos, 

intestinos de animales y humanos asintomáticos, aguas y ambientes agrícolas, lo que 

favorece su transmisión a los cultivos y su entrada en la cadena alimentaria (Luque-Sastre 

et al., 2018; Schoder et al., 2022; Truong et al., 2021) (Figura 2). Este hecho, sumado a 

su resistencia ambiental, la convierten en un agente problemático en entornos industriales, 

donde puede volverse endémico y desencadenar problemas de contaminación en los 

productos finales (Center for Food Security and Public Health [CFSPH], 2017).

Condiciones de crecimiento Mínimo Máximo Óptimo 

Temperatura (ºC) -2-4 45 30-37 

pH (HCl como acidulante) 4,2-4,3 9,4-9,5 7,0 

aw (NaCL como humectante) 0,9-0,93 > 0,99 0,97 

NaCl (%en fase acuosa) < 0,5 12-16 - 
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Figura 2. Escenarios de transmisión de Listeria monocytogenes entre rumiantes, humanos, productos alimentarios y el medio 

ambiente.  
Las flechas en rojo señalan las vías de contaminación más relevantes en las cadenas de transmisión de alimentos más importantes en Europa actualmente; las flechas en verde 

señalan el papel de la excreción fecal asintomática y las flechas en naranja indican las fuentes de infección. 

Nota. Adaptado de Asymptomatic Carriage of Listeria monocytogenes by Animals and Humans and Its Impact on the Food Chain (p. 2), por Schoder et al., 2022, Foods. 
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1.2. Listeriosis: clínica, epidemiologia y patogenia 

L. monocytogenes se caracteriza por ser un patógeno oportunista, intracelular 

facultativo (Figura 3), capaz de invadir las células eucariotas y utilizar sus procesos para 

multiplicarse y propagarse pudiendo evadir la respuesta inmune sin causar un daño 

significativo a la célula huésped (Luque-Sastre et al., 2018). Este mecanismo le permite 

sobrevivir en una amplia variedad de células, pudiendo invadir y colonizar varios órganos 

en el cuerpo del hospedador (Radoshevich y Cossart, 2018).  

 

L. monocytogenes es el agente etiológico de la enfermedad conocida como 

listeriosis, reconocida por primera vez en animales de laboratorio en 1924, pero no se 

hizo evidente que afectaba a los seres humanos hasta finales de siglo (Mclauchlin, 1996; 

Murray et al., 1926). Se han descrito diferentes formas clínicas y vías de transmisión 

(listeriosis cutánea, neonatal y transmitida por alimentos) (Schlech, 2019). Por el tema 

principal de la presente tesis, resulta de interés la transmisión vía alimentaria, siendo esta 

la principal vía de propagación al humano (Koopmans et al., 2023; Osek et al., 2022) 

(Figura 4). 

Figura 3. Ciclo de infección intracelular de Listeria monocytogenes. (Luque-Sastre et 

al., 2018; Vila, 2013).  

(i)invasión de la célula huésped eucariota. Internalina (inlA); (ii) escape de la vacuola intracelular. LLO (hly) PI-

PLC (plcA); (iii) proliferación intracelular en el citosol; (iv) propagación intracelular basada en filamentos de actina 

ActA (acta); (v) diseminación a células adyacentes ActA (acta) PC-PLC (plcB)  

En negrita se resalta la enzima o proteína involucradas en cada proceso y entre paréntesis el gen o genes 

involucrados. LLO=listeriolisina O; PI-PLC: fosfatidilinositol-específica fosfolipasa C (Phosphatidylinositol -

Specific Phospolipase C); ActA; ensamblaje de actina; PC-PLC: fosfatidilicolina-específica fosfolipasa C 

(Phosphatidylcholine - Specific Phospholipase C). 

Nota. Adaptado de Antimicrobial Resistance in Listeria Species (p.42), por Luque-Sastre et al., 2018, Microbiology 

spectrum y de Vila, 2013, Listeria monocytogenes en comidas preparadas (Comunicación a Congreso. Workshop 

MRAMA. Bellaterra, Cerdanyola del Vallès, Núm. XII (2013) 

 

 

 



9 

 

Figura 4. Diagrama esquemático del ciclo de infección de Listeria monocytogenes en humanos.  

Tras la ingestión de alimentos contaminados, las bacterias atraviesan la barrera intestinal hacia el torrente sanguíneo. A través de la 

circulación portal, el microorganismo es transportado al hígado y al bazo, donde se multiplica antes de diseminarse nuevamente en el torrente 

sanguíneo. Posteriormente, el patógeno puede infectar el cerebro y la placenta o feto en mujeres embarazadas  

Nota. Adaptado de Listeria monocytogenes Pathogenesis: The Role of Stress Adaptation, (p.3) por Sibanda y Buys, 2022, Microorganisms. 
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Se desconoce la dosis infecciosa necesaria para la transmisión oral de la infección, 

pero se cree que depende de la cepa bacteriana, la matriz alimentaria y la susceptibilidad 

de la persona (Nayak et al., 2015; CFSPH, 2017). La infección puede manifestarse de dos 

formas clínicas diferentes, dependiendo de su severidad. Una forma no invasiva de la 

infección se presenta en forma de gastroenteritis, generalmente en personas sanas, sin 

factores de riesgo, cuando consumen alimentos con una concentración alta de la bacteria, 

Esta forma suele remitir sin complicaciones (Ng et al., 2023; Sim et al., 2002). Por otro 

lado, la forma invasiva de la infección resulta significativamente más grave, afectando 

principalmente a grupos poblacionales de riesgo, como mujeres embarazadas, personas 

de edad avanzada e individuos inmunocomprometidos. En estos grupos, la dosis infectiva 

requerida para desencadenar la enfermedad es considerablemente menor y la tasa de 

mortalidad es elevada 20-30% (Buchanan et al., 2017; Wilking et al., 2021).  

 

2. Métodos de detección e identificación de L. monocytogenes en alimentos 

La industria alimentaria utiliza predominantemente métodos microbiológicos 

dependientes de cultivo para la detección de patógenos transmitidos por alimentos, debido 

a su bajo coste, alta sensibilidad y capacidad para determinar cualitativa o 

cuantitativamente la presencia de microorganismos (Aladhadh, 2023). En general, estas 

técnicas son económicas, sensibles, y continúan siendo estándares para la comparación y 

validación de otros métodos (Food and Drug Administration [FDA], 2019). Sin embargo, 

presentan varias limitaciones, como la duración prolongada de los procedimientos y el 

riesgo de contaminación microbiológica (Quintela et al., 2022). Además, estas técnicas 

solo detectan células en un estado fisiológico que les permite crecer en cultivo (células 
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cultivables), omitiendo células dañadas o estresadas que pueden seguir manteniendo 

patogenicidad y representar un riesgo para la salud pública (Zhang et al., 2023).  

Para la detección y recuento de L. monocytogenes y Listeria spp, existen 

numerosos métodos que requieren del uso de diferentes tipos de medios de cultivo (Tabla 

4) (FAO y WHO, 2022). Muchos países, como los pertenecientes a la UE, utilizan o han 

adaptado los métodos de la Organización Internacional de Normalización (ISO, por sus 

siglas en inglés) para la detección cualitativa (ISO 11290-1:2017) y cuantitativa (ISO 

11290-2:2017) de L. monocytogenes en alimentos (International Organization for 

Standarization [ISO], 2017). Estos métodos de referencia han sido validados, con 

marcadas tasas de sensibilidad y especificidad, para cinco matrices entre las cuales se 

encuentran los productos vegetales (Gnanou-Besse et al., 2019). El método ISO 11290 

implica el uso de medios de enriquecimiento selectivo primarios y secundarios para 

aumentar el número de células de L. monocytogenes en la muestra, diluyendo posibles 

inhibidores y facilitando la recuperación del patógeno cuando su estado fisiológico no es 

óptimo (FAO y WHO, 2022). Estos pasos son especialmente relevantes cuando las 

muestras contienen niveles bajos del patógeno o una alta carga de microorganismos 

competidores (Augustin et al., 2016). Tras el enriquecimiento, se procede con la siembra 

en medios selectivos que promueven el crecimiento de L. monocytogenes mientras 

suprimen la comunidad bacteriana no deseada, facilitando así su detección y aislamiento 

(Lourenco et al., 2022). Las muestras presuntivamente positivas pueden ser confirmadas 

mediante pruebas adicionales, tales como análisis fisiológicos, bioquímicos, 

morfológicos, serológicos o moleculares (Wagner et al., 2021).  

Aunque estos métodos de referencia para la detección y cuantificación de L. 

monocytogenes son ampliamente utilizados en la industria alimentaria, es necesaria la 

implementación de metodologías más fiables y rápidas que faciliten el análisis de un 
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número elevado de muestras, agilizando así la gestión de incidencias para evitar que 

productos contaminados alcancen a los consumidores (Aladhadh, 2023; Fresh Produce 

Safety Center [FPSC], 2021; Ripolles-Avila et al., 2020).  

Los métodos rápidos para la detección de patógenos alimentarios suelen combinar 

una etapa de enriquecimiento previo con diversas técnicas, como baterías bioquímicas 

(Naveen Kumar et al., 2022), inmunoensayos basados en anticuerpos como la técnica de 

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) (Paramithiotis, 2023), espectrometría de 

masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization - Time-Of-Flight) 

(Alegría et al., 2024) y técnicas moleculares como PCR y qPCR (quantitative Polymerase 

Chain Reaction), que destacan por su alta sensibilidad y especificidad (Carlin et al., 2024; 

Hodzic et al., 2023). Este campo de investigación está en constante evolución con nuevas 

metodologías emergentes. La técnica basada en fluorescencia PoreGlow (Guk et al., 

2024), kits colorimétricos basados en LAMP (Loop-mediated isothermal Amplification) 

(Fiore et al., 2023) o el uso de biosensores nanofotónicos (Fernández-Blanco et al., 2023), 

son solo algunas de las recientes contribuciones a la detección de este microorganismo en 

alimentos.  

Sin embargo, las técnicas enumeradas anteriormente no permiten la 

subtipificación de L. monocytogenes, paso importante para rastrear el origen de una 

contaminación y la identificación exacta de la fuente de posibles brotes. Entre los métodos 

comunes utilizados para la subtipificación se encuentran la PFGE (Pulsed Field Gel 

Electrophoresis) o métodos basados en PCR convencional como por ejemplo, las técnicas 

MLST (Multilocus Sequence Typing) (Yoshikawa et al., 2016) o MLVA (Multiple-Locus 

Variable Number Tandem Repeat Analysis) (Andrews et al., 2023). En los últimos años, 

el avance en técnicas moleculares como la secuenciación del genoma completo (Whole 

Genome Sequencing, WGS), la metagenómica o la cuasimetagenómica, están 
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permitiendo un gran avance en la subtipificación de microorganismos patógenos en 

alimentos debido a su mayor poder discriminatorio (Lucchini et al., 2023; WHO, 2018).   

La WGS ofrece el nivel más alto de distinción entre cepas bacterianas, siendo de 

especial utilidad en seguridad alimentaria para investigar brotes transmitidos por 

alimentos e identificar el origen de la infección, ya que facilita la conexión entre muestras 

clínicas y fuentes contaminadas (European Centre for Disease Prevention and Control 

[ECDC] y European Food Safety Authority [EFSA], 2023; EFSA BIOHAZ Panel, 2019; 

Fagerlund et al., 2022). Por otro lado, la metagenómica, mediante el uso de técnicas de 

secuenciación avanzadas como es el caso de la NGS (Next Generation Sequencing), 

permite analizar la composición y función de comunidades microbianas complejas en 

muestras de alimentos y entornos relacionados, lo que posibilita el estudio de 

microorganismos que pueden no ser detectados con métodos tradicionales y el 

seguimiento de genes específicos de patógenos alimentarios (Billington et al., 2022; Hong 

et al., 2023). La cuasimetagenómica, utilizando la metodología de la metagenómica, 

permite al concentrar o enriquecer el material genético de ciertos microorganismos, un 

análisis más dirigido y eficiente de los patógenos alimentarios en muestras de alimentos 

o ambientales (Hyeon et al., 2018; Ottesen et al., 2020). Estas técnicas están siendo 

adoptadas progresivamente como herramientas clave en la vigilancia epidemiológica 

dentro de programas nacionales, investigaciones de brotes y programas de monitorización 

ambiental en instalaciones de procesado de alimentos (Lakicevic et al., 2023; Lee et al., 

2023). El avance hacia métodos rápidos está transformando la vigilancia de la salud 

pública y la detección de patógenos alimentarios, aunque persisten desafíos como la 

reducción de costes, la consecución de altas tasas de especificidad y la necesidad de 

personal especializado, que influyen en su reproducibilidad y armonización internacional 

(EFSA, 2022; FAO y WHO, 2022; Valderrama et al., 2016). 
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Tabla 4. Métodos de cultivo para la detección y recuento de Listeria monocytogenes y Listeria spp. 

 

a: se realiza cultivo directo para la cuantificación; b: Enumeración se lleva a cabo usando una combinación de MPN y cultivo directo; ALOA: Agar Listeria Ottaviani and Agosti; BAM: 
Bacteriological Analytical Manual; BLEB: Buffered Listeria Enrichment Broth ; FB: Fraser Broth; HFB: Half-Fraser Broth; FDA: Food and Drug Administration; LB: Listeria Broth; Lm: Listeria 
monocytogenes; LPM: Lithium Chloride–Phenylethanol–Moxalactam Medium; mFB: modified Fraser Broth; MOPS-BLEB: Morpholine-Propanesulfonic Acid–Buffered Listeria Enrichment 

Broth; MOX: Modified Oxford Listeria Selective Agar; OCLA: Oxoid Chromogenic Listeria agar; OXA: Oxford Medium; PALCAM Listeria Selective Agar; QL: cualitativo; QN: cuantitativo;  
R&F LMCPM: R&F L. monocytogenes Chromogenic Plating Medium; ; t: tiempo; UVM: Modified University of Vermont Broth. 

Método Tipo CE Medio diferencial/selectivo t (días) Detección Referencia  

 

ISO 11290:2017 

QL 
HFB 

FB 

ALOA 

PALCAM o OXA 
4-7 

Lm 

   Listeria spp. 
ISO, 2017 

QNa BP ALOA 3-5 

FDA/BAM 

QL 

BLEB 

Uno de: OXA, PALCAM, MOX, 

LPM 

Uno de: R&F LMCPM, 

RAPID’L.mono, ALOA, OCLA, 

CHROMagar Listeria 

4-7 

Lm Hitchins et al., 2022 

QNb 3-5 

Health Canada  

MFLP-01 
QL 

UVM 

mFB 

RAPID’ L.Mono 

PALCAM 
4-7 Lm Health Canada, 2015 

GB 4789.30 – 2016 QL     LB 
PALCAM,  

CHROMagar Listeria 
4-6 Lm 

Ministry of Health of 

People’s Republic of China, 

2016 

MFLP-74 QNa BP 

OXA y uno de los siguientes: 

ALOA, A.L. agar, BBL Chromagar 

Listeria, Brilliance Listeria Agar, 

LPM, MOX, PALCAM, Rapid 

L’Mono 

1-2 Lm 
Health Canada, 

2015 
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3. Marco legislativo de L. monocytogenes en alimentos listos para el consumo 

El marco legal relacionado con L. monocytogenes y su presencia en alimentos 

varía según el país o conjunto de países que se contemplen. En este sentido, juegan un 

papel fundamental las instituciones de seguridad alimentaria y salud pública. Agencias 

gubernamentales como la Administración de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug 

Administration, FDA) (Hitchins et al., 2022) en Estados Unidos (EEUU) o la Autoridad 

Europea de Seguridad Alimentaria (European Food Safety Authority, EFSA) (EFSA, 

2023) de la Unión Europea (UE), juegan un papel crucial en el asesoramiento para la 

creación y aplicación de normativas relacionadas con L. monocytogenes en alimentos por 

las autoridades competentes. Estas normas pueden abordar aspectos como los límites 

máximos permitidos, los procedimientos de control y muestreo, así como los requisitos 

de etiquetado (Bergis et al., 2021). 

En el informe nº38 de la última JEMRA (Joint Expert Meetings on 

Microbiological Risk Assessment) del Comité Mixto FAO (Food and Agriculture 

Organization)/OMS (Organización Mundial de la Salud, en inglés, World Health 

Organization, WHO) se estableció, dentro de la sección sobre límites regulatorios de L. 

monocytogenes en alimentos listos para el consumo (en inglés, Ready-To-Eat, RTE), la 

distinción de dos grandes grupos de países con diferentes enfoques en su legislación 

(Tabla 5) (FAO y WHO, 2022). 

En la UE, la regulación de L. monocytogenes se rige principalmente por el 

Reglamento (CE) n.º 2073/2005, que establece criterios microbiológicos aplicables a los 

productos alimenticios (15 de noviembre, 2005). Para los alimentos listos para el 

consumo que no son los destinados a los lactantes ni para usos médicos especiales, entre 
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Tabla 5. Enfoques legislativos aplicados al control de Listeria monocytogenes en 

diferentes países en alimentos listos para el consumo. 

  

los que se incluyen productos vegetales frescos, se establecen diferentes regulaciones en 

función de si pueden o no permitir el desarrollo de L. monocytogenes durante la 

conservación (Tabla 6). Asimismo, se especifican los límites de las propiedades que 

reúnen los productos que no permiten ese crecimiento: 

(i) pH ≤ 4,4 o aw ≤ 0,92. 

(ii) productos con pH ≤ 5,0 y aw ≤ 0,94. 

(iii) productos con una vida útil inferior a 5 días.  

(iv) Otras categorías de productos también pueden pertenecer a esta categoría, siempre 

que se justifique científicamente. 

Es importante tener en consideración que el marco legislativo internacional 

expuesto en relación con L. monocytogenes, centrado en la prevención y control de la 

contaminación alimentaria para proteger la salud pública, se aplica principalmente en 

países con economías desarrolladas. Por este motivo, se considera que los casos de 

Enfoque  Significado  Países Legislaciones de referencia 

Producto final, 

usos y ensayos 

de desafío  

Legislación 

diferente en 

función de si 

alimento RTE 

permite o no 

crecimiento de L. 

monocytogenes 

Países 

miembros UE, 

Canadá, 

Australia  

(i) UE: Reglamento (CE) 

n.º 2073/2005 

(ii) Australia y Nueva 

Zelanda:   Food 

Standards Australia New 

Zealand Code [FSANZ], 

2024 

Tolerancia cero No detección de L. 

monocytogenes en 

una determinada 

proporción de 

producto  

EEUU,Turquía  (i) EEUU: Food and Drugs, 

2016 

(ii) Turquía: Law nº5996 on 

Veterinary Services Plant 

Health Food and Feed, 

2010   
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listeriosis están ampliamente subestimados, sobre todo en ciertas regiones geográficas 

debido a las limitaciones de los sistemas de vigilancia implementados. En este contexto, 

hay una brecha en la estimación del número real de casos de listeriosis en América Latina, 

África y algunas zonas de Asia que reducen la posibilidad de implementar medidas de 

prevención y avanzar en la protección de la salud pública global (FAO y WHO, 2022). 

 

Tabla 6. Criterios de Seguridad Alimentaria para Listeria monocytogenes en 

alimentos Ready-to-Eat (RTE) en la Unión Europea. 

 

a En circunstancias normales, no se exige realizar pruebas regulares con respecto a este criterio para frutas y hortalizas 
frescas, enteras y no transformadas; bEste criterio se aplica si el fabricante puede demostrar, a satisfacción de la 
autoridad competente, que el producto no superará el límite de 100 UFC/g durante su vida útil; c Sobre una placa de 
Petri de 140 mm de diámetro o tres placas de Petri de 90 mm de diámetro se siembra 1 ml de inóculo.; dEste criterio se 
aplica a los productos antes de que hayan abandonado el control inmediato del explotador de la empresa alimentaria 
cuando este no pueda demostrar, a satisfacción de la autoridad competente, que el producto no superará el límite de 
100 UFC/g durante su vida útil; c: número de unidades de la muestra que pueden superar el límite; g:gramo; Lm: L. 
monocytogenes; n: número de unidades que componen la muestra; UFC: unidad formadora de colonia. 

 

Categoría de 

alimento 

Toma de 

muestrasa 

Límitesb Método 

analítico 

de 

referencia 

Fase en la que se aplica el 

criterio  

n c 

Alimentos RTE 

que pueden 

favorecer el 

desarrollo de 

Lm  

5 0 
100 

UFC/gb 

EN ISO 

11290-2c 

Productos comercializados 

durante su vida útil 

5 0 

No 

detectado 

en 25 gd 

EN ISO 

11290-1 

Antes de que el alimento 

haya dejado el control 

inmediato del explotador 

de la empresa alimentaria 

que lo ha producido 

Alimentos RTE 

que no pueden 

favorecer el 

desarrollo de 

Lma 

5 0 100 UFC/g 
EN ISO 

11290-2 

Productos comercializados 

durante su vida útil 
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4. Productos vegetales frescos listos para consumir    

El concepto de productos vegetales frescos listos para consumir en español es 

equiparable a términos anglosajones como “fresh-cut”, “ready-to-use”, “minimally 

processed” o “slightly processed (De Corato, 2019; Firdous et al., 2023). El término se 

refiere a cualquier producto vegetal fresco, o combinación de varios, que ha sido alterado 

físicamente de su estado original después de la cosecha (por ejemplo, mediante 

operaciones como el picado, troceado u otras que alteren su estructura física) sin 

someterse a un procesado adicional como escaldado o cocción, pudiendo o no someterse 

a un lavado u otro tratamiento antes de ser envasados para su uso por el consumidor (FDA, 

2009). También se puede encontrar al respecto, el concepto "productos de IV gama", en 

algunos artículos o informes de autoridades gubernamentales (Ministerio de Agricultura 

Pesca y Alimentación[MAPA]), el cual, aunque es equiparable, está cayendo en desuso 

actualmente. Los productos vegetales frescos se engloban dentro de la categoría general 

de alimentos listos para consumir (Agencia Española de Seguridad Alimentaria y 

Nutrición [AESAN], 2019), para la cual se ha resumido en el apartado anterior la 

legislación específica en materia de seguridad alimentaria en lo que se refiere a L. 

monocytogenes.  

El último Informe de Consumo Alimentario en España de 2023 (MAPA, 2024) 

informó de un aumento en la ingesta de frutas y hortalizas frescas listas para consumir 

(4,9 % más de miles de kilogramos para consumo doméstico respecto a 2022). Este sector 

se ha visto afectado los últimos años por la alta inflación, la sequía, el aumento de los 

costos de producción y la aplicación de nuevas leyes sobre residuos y envases (García, 

2023). No obstante, este sigue siendo un sector de vital importancia para la población 

cuya calidad y seguridad hay que preservar, especialmente al considerar los cambios en 
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los hábitos de vida y los beneficios de estos productos en la salud y el bienestar general  

(Ansah et al., 2018; Ziso et al., 2022).  

La calidad de los productos vegetales frescos puede ser evaluada a través de 

diversos parámetros como la composición de los gases del espacio de cabeza de los 

envases para detectar posibles signos de deterioro (Alam et al., 2021; Gil y Garrido, 

2020), la evaluación subjetiva de atributos como sabor, textura, aroma y apariencia (Abe 

et al., 2024; Baviera-Puig et al., 2021) o el análisis objetivo de los cambios en el color de 

los productos (Goisser et al., 2020; Martinez-Velasco et al., 2023). En los últimos años, 

la incorporación de sensores de gas, junto con la integración de la inteligencia artificial y 

el análisis de big data, han revolucionado el campo del análisis de la calidad de productos 

vegetales. Estas tecnologías han demostrado ser especialmente valiosas debido a su 

capacidad para detectar de manera rápida y sensible los gases asociados al deterioro de 

estos productos, lo que se traduce en una herramientas eficaz para reducir pérdidas 

económicas (Ma et al., 2023). A pesar de los avances tecnológicos, el uso de paneles de 

catadores entrenados sigue siendo una práctica ampliamente reconocida y validada por 

su eficiencia, siempre que se implemente una formación adecuada (Lozano et al., 2023). 

Además, su uso se ve complementado por la integración de softwares de análisis, que 

mejora la precisión de las evaluaciones sensoriales, introduciendo parámetros objetivos 

(Orden et al., 2019). Con el fin de lograr una evaluación más objetiva de algunos atributos 

como los cambios en el color, algunos autores emplean sistemas digitales como el Sistema 

de Visión Computarizada (Computer Vision System, CVS) (Modzelewska-Kapituła y Jun, 

2022; Palumbo et al., 2022). Estos sistemas utilizan cámaras digitales, para la captura de 

imágenes con iluminación controlada y un software especializado para el procesado de 

las mismas (Iqbal et al., 2016; Segura et al., 2017). Un paso clave de esta metodología es 

la conversión de los valores capturados a un sistema de coordenadas que permita una 
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evaluación precisa de la evolución del color de los alimentos, lo que puede indicar tanto 

el estado de madurez como el posible deterioro de los mismos (Mohi-Alden et al., 2021; 

Nguyen et al., 2022; Ratprakhon et al., 2020; Rothwell et al., 2023). 

 

5. Microbiología predictiva  

La microbiología predictiva es un área de investigación dentro de la microbiología 

alimentaria que tiene como objetivo proporcionar modelos matemáticos para predecir el 

comportamiento microbiano en entornos alimentarios (Pérez-Rodríguez y Valero, 2013). 

Algunos procedimientos que se siguen en el área de seguridad alimentaria para determinar 

la vida útil de un producto o desarrollar nuevos tipos de productos pueden implicar una 

gran inversión económica y de tiempo, este es el caso de los ensayos de desafío (Haouet 

et al., 2018). En este sentido, los modelos predictivos son una herramienta potencial para 

una mejor planificación del proceso y reducción de costes, y su utilización por la industria 

es altamente recomendable (Tarlak, 2023). En la Tabla 7 se resumen algunas aplicaciones 

de la microbiología predictiva en el campo de la seguridad alimentaria (Fakruddin et al., 

2012; Tarlak, 2023). 

La microbiología predictiva se basa en la hipótesis de que las respuestas de las 

poblaciones microbianas a los factores ambientales son reproducibles. Esto significa que, 

si entendemos cómo ciertas características del entorno afectan a los microorganismos en 

un tipo de alimento y condiciones de conservación, podemos hacer predicciones sobre su 

comportamiento en otros alimentos y entornos similares (Ross et al., 1999). Este 

conocimiento se traduce en modelos matemáticos que posibilitan la predicción del 

comportamiento de los microorganismos en los alimentos a lo largo del tiempo cuando 



21 

 

se ven sometidos a factores específicos como el pH, la aw o la temperatura (Mullan, 

2019).  

Tabla 7. Aplicaciones de la microbiología predictiva  

 

Muchos modelos existentes pueden clasificarse según criterios específicos. 

Podemos distinguir entre modelos cinéticos y modelos de probabilidad basándonos en los 

eventos microbiológicos que ocurren en determinadas condiciones. Los modelos 

cinéticos miden las tasas de respuesta, como el crecimiento o la inactivación, mientras 

Área de aplicación Ejemplos de aplicaciones 

Análisis de Peligros y 

Puntos Críticos de 

Control (APPCC) 

(i) Análisis preliminar de peligros 

(ii) Identificación y establecimiento de punto(s) crítico(s) 

de control  

(iii) Acciones correctivas  

(iv) Evaluación de la importancia de la interacción entre 

variables 

Diseño de experimentos 

(i) Determinar número de muestras a preparar  

(ii) Definición del intervalo entre muestreos 

 

Evaluación de riesgos 

(i) Evaluar riesgos potenciales de contaminación 

microbiana en productos alimenticios. 

(ii) Permiten simular diferentes escenarios relacionados 

con factores clave que influyen en la contaminación 

microbiana: 

- Condiciones ambientales específicas. 

- Parámetros intrínsecos y extrínsecos de los 

alimentos. 

- Técnicas de procesado. 

- Condiciones de conservación. 

Estudios de vida útil 

(i) Predicción del crecimiento de microorganismos 

específicos que deterioran alimentos  

(ii) Predicción del crecimiento de patógenos específicos 

en alimentos 

Investigación y 

desarrollo de productos 

(i) Efecto de la modificación de la composición del 

producto o del procesado en la seguridad alimentaria 

y el deterioro  
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que los modelos de probabilidad predicen la probabilidad de crecimiento de organismos, 

actividades metabólicas o producción de toxinas en un período determinado 

(Stavropoulou y Bezirtzoglou, 2019). También se pueden clasificar los modelos según su 

enfoque, en empíricos y mecanísticos (McMeekin y Ross, 2002). Los modelos empíricos 

describen matemáticamente un comportamiento específico observado, mediante 

ecuaciones polinómicas de primer o segundo orden y describen los datos en una relación 

matemática conveniente, es decir, son modelos de ajuste de curvas (Ferrer et al., 2009). 

En contraste, los modelos mecanísticos se centran en proporcionar comprensión de la 

dinámica de las poblaciones microbianas (Dillard et al., 2021). Otra clasificación 

importante es la que divide los modelos en primarios, secundarios y terciarios. Las 

principales funciones de estos modelos y algunos ejemplos de los mismos y referencias 

se incluyen en la Tabla 8 (Rodriguez, 2003; Whiting y Buchanan, 1992).  

Para las industrias de alimentos, resulta de gran interés el desarrollo de modelos 

terciarios ya que la combinación de representación visual, análisis estadístico y modelado 

matemático permiten obtener información para elaborar recomendaciones y directrices a 

los operadores de las mismas (Baranyi et al., 2024). En este sentido, también cabe resaltar 

que, aunque los parámetros de las ecuaciones que conforman los modelos se determinan 

inicialmente a partir de pruebas realizadas en el laboratorio, los modelos deben validarse 

preferiblemente bajo condiciones industriales, ya que se ajustan mejor a la realidad del 

comportamiento de los microorganismos en la matriz alimentaria de interés y el entorno 

de procesado estudiado (Bolívar-Carrillo, 2021; Fakruddin et al., 2012; Martino et al., 

2005).  
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Tabla 8. Principales funciones de los modelos primarios, secundarios y terciarios en microbiología predictiva.  

 

 

 

Modelo  Función   Ejemplos Referencias 

 

P
R

IM
A

R
IO

S
 

(i) Describir la evolución 

microbiana (crecimiento, 

inactivación, supervivencia) 

como una función del tiempo. 

(ii) Estimar parámetros cinéticos. 

 

1. Función de Gompertz  

2. Función de Gompertz modificada  

3. Modelo logístico  

4. Modelo de Baranyi  

5. Modelo de Monod de primer orden  

6. Modelo de Monod modificado  

7. Valores D de inactivación térmica  

8. Modelo de Whiting y Cygnarowicz  

9. Modelo lineal tres fases 

Yoon et al., 2014 

Xiong et al., 1999 

Schvartzman et al., 2014 

Girbal et al., 2021 

Diez-Gonzalez et al., 2007 

Houtsma et al., 1996 

Engstrom et al., 2021 

Whiting y Cygnarowicz-Provost, 1999 

Garthright et al., 1996 

 

S
E

C
U

N
D

A
R

IO
S

 

 

(i) Controlar factores de los 

modelos primarios al cambiar los 

parámetros cinéticos.  

(ii) Caracterizar parámetros bióticos 

y abióticos capaces de modificar 

la cinética microbiana (T, pH, aw 

etc). 
 

1. Modelo Gamma 

2. Modelo de raíz cuadrada Ratkowsky 

3. Arrhenius 

4. Polinomiales 

5. Rosso 

6. Weibull 

Gangsei et al., 2024 

Feng et al., 2024 

Fang et al., 2013 

Hashemi et al., 2019 

Baranyi et al., 2017 

Poimenidou et al., 2016 



24 

 

Tabla 8. Principales funciones de los modelos primarios, secundarios y terciarios en microbiología predictiva.  

 

 

Modelo  Función   Ejemplos Referencias 

 

T
E

R
C

IA
R

IO
S

 

(iii) Integrar modelos primarios y 

secundarios en herramientas 

informáticas  

 

1. ComBase Predictor 

2. PMP (pathogen modeling program) 

3. FDA-RISK  

4. FILTREX  

5. Food Spoilage and Safety Predictor 

(FSSP)  

6. GInaFiT  

 

7. GroPIN  

8. MicroHibro  

9. MRV, Microbial Responses Viewer  

10. PMM-Lab  

11. Sym'Previus  

https://www.combase.cc/ 

https://pmp.errc.ars.usda.gov/ 

https://www.combase.cc/index.php/en/ 

https://pmp.errc.ars.usda.gov/ 

https://www.fda.gov/food/cfsan-risk-safety-

assessments 

https://cit.kuleuven.be/biotec/software/Gina

Fit 

https://www.aua.gr/psomas/gropin/ 

https://www.microhibro.com/ 

http://mrviewer.info/ 

https://pmm-lab.com/ 

https://symprevius.eu/en/ 

https://www.combase.cc/
https://pmp.errc.ars.usda.gov/
https://cit.kuleuven.be/biotec/software/GinaFit
https://cit.kuleuven.be/biotec/software/GinaFit
https://www.aua.gr/psomas/gropin/
http://mrviewer.info/
https://pmm-lab.com/
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5.1. Modelo Gamma  

En el ámbito de la microbiología alimentaria, existen numerosos estudios que 

investigan las interacciones entre diferentes factores ambientales y el crecimiento 

microbiano, específicamente bajo condiciones de estrés (Gutiérrez-Chocoza et al., 2023; 

Martinez-Rios et al., 2019). Un enfoque para el estudio de estas interacciones es el modelo 

Gamma basado en la hipótesis propuesta por Zwietering et al., (1992; 1996) y alineada 

con la teoría de obstáculos  (Leistner y Gorris, 1995). Este modelo se basa en el supuesto 

de que los efectos sobre el crecimiento microbiano de los factores ambientales son 

independientes (cada uno de ellos constituye por sí mismo un “obstáculo”) y pueden 

combinarse mediante multiplicación para la obtención del efecto inhibitorio global 

(McMeekin et al., 1987).  

En base a la premisa descrita, el modelo Gamma permite la cuantificación del 

efecto inhibitorio de los factores ambientales en el crecimiento microbiano (velocidad de 

crecimiento u otra tasa representativa) a través de un factor Gamma adimensional (Γ) 

(Peleg et al., 2022; Serra-Castelló et al., 2022). Este modelo se representa de forma 

general por la relación entre la velocidad específica de crecimiento (μ) en la combinación 

de factores ambientales dada, y la velocidad de crecimiento en condiciones óptimas (μopt) 

y sería igual al producto de los efectos de los factores ambientales (1) (factores Gamma 

individuales) (Bolívar Carrillo, 2021; Te Giffel y Zwietering, 1999).  

(1) 𝛤 =
𝜇

𝜇𝑜𝑝𝑡
= ∏ 𝛾(𝑋𝑖)𝑛

𝑖=1  

En la ecuación (1) Xi es el factor ambiental que afecta al crecimiento microbiano 

y γ(Xi) es el factor Gamma individual atribuido a cada factor ambiental.  Los efectos de 

los factores Gamma individuales pueden ser descritos mediante modelos como el cardinal 

(Couvert el al., 2010; Ross y Dalgaard, 2003; Rosso y Robinson, 2001). Estos efectos 
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están vinculados a los valores mínimos, óptimos y máximos que permiten el crecimiento 

bacteriano para cada factor (Peleg, 2022).  

Aunque generalmente en los modelos Gamma se introducen como factores pH, 

temperatura y aw, el efecto de otros factores ambientales adicionales puede integrarse 

(Akkerman y Van Impe, 2018). Además, también puede incluirse la interacción entre los 

factores ambientales (ξ)  como un término independiente que no requiere ningún 

parámetro adicional en el modelo (2) (Austrich-Comas et al., 2022; Le Marc et al., 2002; 

Te Giffel y Zwietering, 1999). 

(2) 𝛤 = ∏ 𝛾(𝑋𝑖) ∙ 𝜉𝑘
𝑖=1  

Los valores de γ(Xi) y ξ varían de 0 (cuando el crecimiento está completamente 

inhibido por el factor ambiental) a 1 (cuando el factor o la interacción no afectan la tasa 

de crecimiento, indicando un crecimiento óptimo para el factor). Tras la aplicación del 

modelo si Γ=0, el modelo predice no crecimiento y si 1 ≥ Γ >0, el modelo predice 

crecimiento. 

En el ámbito que nos compete, este modelo es de gran interés para entender cómo 

diversos factores ambientales, como la temperatura, el pH y la aw influyen en el 

crecimiento microbiano en alimentos y otros entornos, como pueden ser las superficies 

de la línea de procesado. En este sentido, este tipo de modelos han destacado como útiles 

para realizar simulaciones basadas en los datos obtenidos de pruebas de desafío pudiendo 

reducir en algunos casos el número de pruebas necesarias, con la consiguiente reducción 

de los costes que ello implica (Bidlas y Lambert, 2008).  

Algunos estudios que aplican modelos Gamma para determinar el efecto de 

distintos factores ambientales en el crecimiento de patógenos en distintas matrices 

alimentarias se incluyen en la Tabla 9. Aunque este tipo de modelos ha sido descrito por 
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algunos de estos autores como útil para evaluar los efectos inhibitorios de distintos 

factores en matrices alimentarias sin necesidad de generar una gran cantidad de datos, 

resulta necesario su validación en cada producto particular, sin ser fácilmente 

extrapolables los resultados a otras categorías de alimentos (Pinon et al., 2004). En este 

sentido, cabe destacar que hasta hace muy poco, eran muy escasos o casi nulos, los 

estudios sobre productos vegetales frescos basados en el concepto Gamma. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

Tabla 9. Modelos secundarios basado en la hipótesis Gamma, matrices y factores de 

entrada utilizados en estudios de seguridad alimentaria. 
 

aSalmón, yogur, carne de ave cruda, carne de ave cocida, carne de cerdo salada cruda, palitos de cangrejo, crema de 
chocolat, paté, salchicha para untar cruda, carne enlatada, lengua de cerdo en gelatina. 

Matriz alimentaria Factores de entrada  Referencia 

Productos cárnicos, 

lácteos, huevos y 

productos del mara 

 

(i) Temperatura 

(ii) pH 

(iii) aw 

Pinon et al., 2004 

Leche, productos 

lácteos, 

ovoproductos y 

postres preparados 

(i) Temperatura 

(ii) pH 

(iii) aw 

(iv) ácidos orgánicos 

Pujol et al., 2012 

Pitina  (i) Temperatura 

(ii) pH 

(iii) aw 

Polese et al., 2014 

Salsa bearnesa 

comercial y puré de 

calabacín comercial 

(i) Temperatura  

(ii) pH 

(iii) aw  

(iv) ácidos orgánicos 

 

Nyhan et al., 2018 

Ensalada de pasta (i) Temperatura  

(ii) pH 
De Cesare et al., 2018 

Zumo de naranja, 

piña y sandía 

(i) Temperatura  

(ii) pH 

(iii) ºBrix  

(iv) Coeficientes del carvacrol  

- Coeficiente de reparto n-

octanol-agua (Kow) 

- Presion de vapor (PV)) 

Tchuenchieu et al., 2022 

Jamón (i) Temperatura 

(ii) pH 

(iii) aw 

(iv) ácido lactico   

Serra-Castelló et al., 

2022 

Salchichas 

fermentadas en seco 

(i) Temperatura 

(ii) pH 

(iii) aw  

(iv) Concentración de ácido láctico 

no disociado 

Austrich-Comas et al., 

2022 
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6. Estados fisiológicos de L. monocytogenes e implicaciones para la seguridad 

alimentaria en la industria de productos vegetales frescos 

En condiciones de estrés, las bacterias, incluidas las patógenas transmitidas por 

alimentos, pueden activar mecanismos de resistencia que las inducen a un estado de 

actividad metabólica reducida en el que son capaces de sobrevivir durante largos períodos 

sin replicarse, lo que les permite persistir en ciertos entornos a pesar de las condiciones 

adversas. Este estado, denominado viable pero no cultivable (VBNC), fue descubierto por 

Xu et al. (1982) y ha sido asociado con diferentes bacterias patógenas de transmisión 

alimentaria, incluida L. monocytogenes (Besnard et al., 2000). Las bacterias en estado 

VBNC pueden eventualmente volver a ser cultivables si se revierten las condiciones 

adversas, proceso conocido como "resucitación" (Pérez y Rivas, 2022). Además, en este 

estado, aunque las bacterias no se dividen, a diferencia de las células muertas, conservan 

la integridad de sus membranas y son capaces de llevar a cabo la expresión génica y 

realizar actividades metabólicas a un nivel basal (Oliver, 2010; Su et al., 2019; Zhao et 

al., 2017).  

Teniendo en cuenta las implicaciones del estado VBNC, la presencia de estas 

bacterias en los alimentos o en los entornos de producción, puede representar un problema 

significativo para la seguridad alimentaria y la salud pública debido a la posible reversión 

de este estado y la expresión de genes patogénicos (Pan y Ren, 2023; Wideman et al., 

2021). Sin embargo, existe controversia en la literatura científica sobre si las bacterias en 

estado VBNC pueden mantener su virulencia y sobre su capacidad para “resucitar”. 

Algunos estudios sugieren que los microorganismos en estado VBNC son avirulentos 

(Cappelier et al., 2007; Habimana et al., 2014; Zhang et al., 2021). Sin embargo, algunos 

autores han demostrado que ciertas bacterias patógenas (E. coli O157:H7, L. 

monocytogenes y Salmonella) en este estado pueden seguir produciendo factores de 
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virulencia y que además, pueden recuperar su capacidad de infección al volver al estado 

cultivable (Dinu y Bach, 2011; Dong et al., 2019; Highmore et al., 2018; Jayeola et al., 

2022; Van der Linden et al., 2014).  

En el contexto de la producción y procesado de productos vegetales frescos, 

factores como bajas temperaturas, uso de biocidas, estrés osmótico y variaciones de pH, 

pueden inducir el estado VBNC en L. monocytogenes (Ding et al., 2022; Zhao et al., 

2017). Algunos autores han centrado sus investigaciones en evaluar si las condiciones de 

estrés y desinfectantes utilizados en la industria hortofrutícola pueden inducir a los 

patógenos alimentarios al estado VBNC (Tabla 10). Truchado et al. (2020b; 2021) y Gu 

et al. (2020) demostraron que algunos desinfectantes, comúnmente usados en la industria 

de vegetales para mantener la calidad microbiológica del agua de lavado como es el caso 

del cloro y el ácido peracético (PAA), pueden inducir este estado en bacterias patógenas 

como E. coli y L. monocytogenes. Highmore et al. (2018) también comprobaron que el 

cloro inducía el estado VBNC en L. monocytogenes, pero también observaron que las 

células VBNC mantenían su patogenicidad, como se comprobó en los estudios de 

toxicidad realizados con el nematodo Caenorhabditis elegans. Por otra parte, Brauge et 

al. (2020) observaron que los desinfectantes habitualmente usados para limpiar 

superficies en la industria alimentaria (p.ej., desinfectantes de amonio cuaternario), 

también pueden inducir el estado VBNC en L. monocytogenes, incluso cuando se 

encuentra formando parte de biofilms. 
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Tabla 10. Estudios sobre el estado Viable pero No Cultivable (VBNC) de patógenos 

alimentarios relacionados con la industria de productos vegetales frescos. 

aLos resultados fueron hallados en agua de proceso obtenida del lavado de lechuga romana a dos ratios 20g/200 ml o 
10 g/200 mL; bLos resultados fueron hallados en dos tipos de agua de proceso obtenidos del lavado de diferentes 
productos vegetales frescos (espinaca y lechuga) con un ratio de 640 g/1400 mL; Los resultados fueron hallados en 
cuatro tipos de agua de proceso obtenida del lavado de diferentes productos vegetales frescos (lechuga, cebolla, col y 
espinaca baby) con un ratio de 1500g/1000mL; AE: agua electrolizada; HR: Humedad Relativa; T: temperatura 

 

Considerando lo expuesto sobre las bacterias en estado VBNC, es evidente que 

este fenómeno representa un reto significativo para la industria de vegetales frescos. Las 

bacterias en estado VBNC, al no poder ser detectadas por los métodos de cultivo 

tradicionales, son subestimadas por la industria, y pueden suponer un riesgo potencial 

para el consumidor final (Dong et al., 2020; Zhao et al., 2017). No obstante, todavía se 

Especie Producto inducción Referencia  

L. monocytogenes Perejil HR (47-69%) Dreux et al., 2007 

E. coli O157:H7 Lechuga romana Baja T (8ºC) Dinu y Bach, 2011 

L. monocytogenes Espinaca Cloro Highmore et al., 2018 

S. entérica serovar 

Thompson 
Espinaca Cloro Highmore et al., 2018 

L. monocytogenes Agua de lavadoa  AE Afari et al., 2019 

E. coli O157:H7 Agua de lavadoa  AE Afari et al., 2019 

E. coli O157:H7 Agua de lavadob  PAA Gu et al., 2020 

L. monocytogenes Agua de lavadob  PAA Gu et al., 2020 

S. enterica  Agua de lavadob  PAA Gu et al., 2020 

E. coli O157:H7 Espinaca Cloro Chhetri et al., 2020 

E. coli O157:H7 Agua de procesoc ClO2 Truchado et al., 2021 

L. monocytogenes Agua de procesoc  PAA Truchado et al., 2021 

E. coli O26:H11, 

O121:H19 y 

O157:H7 

Brotes de guisante Cloro Wang et al., 2023 
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necesita más información sobre los riesgos asociados a la transmisión de bacterias 

patógenas en estado VBNC en el entorno de producción de los productos vegetales 

frescos. Para abordar este desafío, también es esencial desarrollar y aplicar métodos que 

permitan detectar y evaluar de manera precisa la presencia y viabilidad de las bacterias 

en estado VBNC (Wideman et al., 2021). Mientras que el recuento en placa permite 

determinar el número de bacterias cultivables, la evaluación de la viabilidad requiere 

técnicas más avanzadas basadas en biología molecular, citometría de flujo o microscopia 

electrónica (Dong et al., 2020).  

En la literatura científica, la qPCR es utilizada habitualmente para evaluar la 

viabilidad de microorganismos, recibiendo el nombre de viability-qPCR (Viability 

Quantitative Polymerase Chain Reaction) e implica el uso de colorantes fotoreactivos, 

como el bromuro de etidio monoazida (EMA) y el bromuro de propidio monoazida (PMA 

o PMAxx). Estos colorantes, utilizados de manera individual o combinada (PEMAX™), 

junto con la técnica de qPCR, permiten la identificación y cuantificación precisa de 

células viables (Daranas et al., 2018; Nocker y Camper, 2009; Truchado et al., 2016). Los 

colorantes fotointercalantes se adhieren al ADN de las células muertas con membranas 

dañadas o comprometidas, cuando se exponen a luz visible o luz LED (Light Emitting 

Diode) de una longitud de onda específica. Esta unión impide que el ADN marcado sea 

amplificado durante la PCR posterior, lo que permite diferenciar las células muertas de 

las células viables (Fleischmann et al., 2021; Trinh y Lee, 2022). Sin embargo, hay que 

tener en cuenta que el PMA o PMAxx solo se introduce en el interior de las células 

bacterianas, cuando están muertas, y con la pared celular comprometida. Esto implica 

que, si en la muestra a analizar existen células muertas que aún mantienen su membrana 

intacta, el PMA o PMAxx no puede penetrar, lo que da lugar a una sobreestimación de la 

concentración de bacterias viables (Truchado et al., 2020). Por ese motivo, se sugiere la 
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combinación del PMA o PMAxx con otros colorantes (p. ej. EMA) capaces de 

introducirse en la célula bacteriana cuando la pared celular no está muy dañada. 

Algunos estudios han demostrado que la combinación de los colorantes EMA y 

PMA reduce la señal obtenida por amplificación del ADN de células muertas (con 

membrana intacta y dañada) y células vivas con membranas inactivas (Agustí et al., 2017; 

Codony, 2014; 2015). Este método se basa en las propiedades del colorante EMA, que se 

acumula en células inactivas que carecen de la capacidad metabólica para contrarrestar 

su absorción mediante mecanismos activos como las bombas de eflujo (Figura 5) 

(Codony et al., 2015).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa utilizada para 

evaluar la viabilidad de microorganismos. 

(i) Células de izquierda a derecha: célula muerta con membrana dañada, célula viable con membrana 
intacta y célula muerta o viva inactiva con membrana intacta, pero sin actividad. 

(ii) Penetración de PMA en células muertas con membrana dañada y unión al material genético. 
Penetración de EMA en células muertas e inactivas con membranas intactas, pero sin actividad 
metabólica, y unión del mismo al material genético. 

 

Actualmente se están investigando otros tintes fotoreactivos con potenciales 

mejoras en la penetración celular y especificidad de unión al ADN para reducir la 

presencia de posibles falsos positivos, tales como thiazole orange monoazide (TOMA) y 
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Green C-2 Azide (DyeTox13) (Cao et al., 2019; Lee y Bae, 2018). Aunque la 

disponibilidad comercial de EMA, PMA, PMAxx los ha convertido en los tintes más 

utilizados y evaluados para la detección de bacterias viables en muestras de alimentos en 

combinación con la qPCR, la combinación de estos tintes con otras técnicas de 

amplificación de ADN más sensibles y específicas, como LAMP y ddPCR digital (droplet 

digital PCR), también está siendo investigada para la detección de bacterias patógenas 

viables en muestras de alimentos (Hu et al., 2022; Lv et al., 2021). La implementación de 

los métodos de detección descritos en la industria hortofrutícola permitiría validar con 

más precisión la eficacia de las prácticas de desinfección y manejo aplicadas.  

 

7. Medidas de control de L. monocytogenes en industria  

En la industria alimentaria, L. monocytogenes genera problemas de persistencia 

en los entornos de procesado debido a su ubicuidad, su capacidad para resistir condiciones 

ambientales adversas y a prácticas de manejo inadecuadas, como la limpieza y 

desinfección deficientes, lo que aumenta significativamente el riesgo de contaminación 

alimentaria (Belias et al., 2022; Gil et al., 2024; Nogueira et al., 2023; Tuytschaever et 

al., 2023). La contaminación cruzada, que ocurre cuando microorganismos patógenos se 

transfieren de una superficie o alimento a otro, comprometiendo productos previamente 

libres de estos agentes, representa un desafío crucial para la seguridad alimentaria. Este 

problema es especialmente preocupante en los productos vegetales frescos ya que se 

consumen sin procesos de cocinado que puedan eliminar patógenos que puedan estar 

presentes, incrementándose el riesgo de brotes de toxiinfecciones alimentarias (Carstens 

et al., 2019; Jones et al., 2020; Possas y Pérez-Rodríguez, 2023).  
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Las etapas de lavado y aclarado en la industria de frutas y hortalizas frescas son 

puntos críticos donde puede ocurrir esta contaminación cruzada, particularmente si la 

calidad microbiológica del agua de lavado no se gestiona adecuadamente (EFSA 

BIOHAZ Panel, 2023; Gil et al., 2015; Gombas et al., 2017; López-Gálvez et al., 2020, 

2021). Para una correcta gestión y mantenimiento de la calidad del agua, se utilizan 

desinfectantes como el cloro y sus derivados o el ácido peracético (Petri et al., 2021). Sin 

embargo, la efectividad de estos tratamientos es limitada cuando se emplean en 

concentraciones recomendadas, pudiendo no eliminar completamente los patógenos e 

inducir el estado VBNC en los mismos, tal y como se ha sido descrito en la sección 

anterior (Truchado et al., 2021; Tudela et al., 2019). Además, en los productos vegetales, 

existe el riesgo de que la contaminación también se produzca en otras etapas del 

procesado, posteriorES al lavado, debido a la contaminación presente en el ambiente de 

procesado o del personal de la planta (Huang et al., 2020). 

Para mitigar estos riesgos, se han desarrollado estrategias de bioconservación, que 

utilizan organismos vivos o sus metabolitos, como es el caso de los bacteriófagos o los 

cultivos protectores, para el control de patógenos tanto en superficies como en alimentos 

durante las etapas de procesado y conservación (García et al., 2023; Meireles et al., 2016; 

Ölmez y Kretzschmar, 2009). En EEUU, la FDA ha aprobado estos tratamientos bajo la 

categoría GRAS (Generally Recognized as Safe), mientras que en la UE, su uso depende 

de su clasificación como aditivos o coadyuvantes tecnológicos, regulados por el 

Reglamento (CE) Nº 1333/2008 de 16 de diciembre de 2008, (Estorninho y Teixeira, 

2023, Tabla 11). En los siguientes subapartados relativos a cada grupo de estrategias de 

bioconservación en la industria alimentaria, se comentará brevemente el marco legal 

aplicable. 

 



36 

 

Tabla 11. Definiciones de aditivo y coadyuvante tecnológico recogidas en el 

Reglamento (CE) No 1333/2008 de 16 de diciembre de 2008. 

 

7.1. Bacteriófagos 

Los bacteriófagos fueron descubiertos de manera independiente por Frederick W. 

Twort en Gran Bretaña en 1915 y por Félix d'Hérelle en Francia en 1917 (Summers, 2012; 

2016). El término "bacteriófago" fue adoptado inicialmente por d'Herelle, quién observó 

que un agente no identificado en muestras de heces humanas tenía la capacidad de 

Clasificación  Definición  

 

Aditivo 

(i) Sustancias que normalmente no se consumen como alimento 

en sí mismas, ni se usan como ingredientes característicos de 

los alimentos. 

(ii) Se añaden intencionadamente a los alimentos para un 

propósito tecnológico en cualquiera de las fases de su 

elaboración. 

(iii) La adición de estas sustancias tiene como resultado que el 

propio aditivo o sus subproductos se conviertan en un 

componente de dicho producto alimenticio. 

 

 

Coadyuvante 

tecnológico 

(i) No se consume como alimento por sí mismo. 

(ii) Se utiliza intencionadamente en el procesado de materias 

primas, alimentos o ingredientes para cumplir un propósito 

tecnológico durante el tratamiento o procesado. 

(iii) Puede resultar en la presencia no intencionada pero 

técnicamente inevitable de residuos de la sustancia o sus 

derivados en el producto final, siempre que estos residuos no 

representen ningún riesgo para la salud y no tengan ningún 

efecto tecnológico sobre el producto final. 
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eliminar bacterias (Imran et al., 2023). Los 

bacteriófagos son virus que infectan y se 

replican dentro de las bacterias (Singh et 

al., 2024) y al igual que cualquier virus, 

tienen una estructura simple y están 

compuestos principalmente por material 

genético (ADN o ARN) envuelto en una 

cápside proteica (Wagh et al., 2023) 

(Figura 6). Estos virus son omnipresentes 

en la naturaleza y desempeñan un papel 

importante a nivel ecosistémico, regulando 

las poblaciones bacterianas y contribuyendo a la diversidad genética (Clokie et al., 2011; 

Puxty y Millard, 2023). Los ambientes con alta concentración de bacterias, como suelos, 

aguas residuales, cuerpos de agua y el tracto gastrointestinal de animales y humanos, son 

las principales fuentes de bacteriófagos (Elahi et al., 2021; Lin y Lin, 2019; Valente et 

al., 2021). 

Respecto al mecanismo de acción de los bacteriófagos se pueden distinguir dos 

tipos principales de ciclos (Makky et al., 2021) (Figuras 7 y 8). El desarrollo de los 

diferentes tipos de lisis depende de factores como las condiciones ambientales o la 

interacción específica entre el bacteriófago y la bacteria huésped (Campbell, 2003).  

Figura 6. Estructura de un bacteriófago  

Nota. Adaptado de Novel bacteriophage-based food 

packaging: An innovative food safety approach, (p.3) 

por Wagh et al., 2023, Coatings 

 



38 

 

 

 

 

Figura 7. Esquema del ciclo lítico de un bacteriófago  

En el ciclo lítico, el bacteriófago se adhiere a la superficie de la bacteria huésped mediante receptores específicos 
(adsorción) e inyecta su material genético en el interior de la célula (penetración). Utilizando la maquinaria celular 
de la bacteria, el material genético del bacteriófago se expresa y se replica (replicación), seguido del ensamblaje de 
nuevas partículas virales dentro de la célula bacteriana (ensamblaje). Este proceso puede causar la muerte de la 
bacteria huésped, ya que el bacteriófago libera enzimas que degradan la pared celular bacteriana, provocando la 
ruptura de la célula y liberando los nuevos bacteriófagos al medio ambiente (Luong et al., 2020) 

Figura 8. Esquema del ciclo lisogénico de un bacteriófago.  

El material genético del bacteriófago se integra en el cromosoma bacteriano y permanece latente durante varias 
generaciones hasta que se reactiva, entra en la fase lítica y produce nuevas partículas virales, causando la lisis celular. 

Cabe resaltar que existen casos de ciclos líticos sin producción de nuevos bacteriófagos, en los cuales los bacteriófagos 

causan la ruptura de la célula bacteriana sin generar nuevas partículas virales (Zhang et al., 2021). 
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Los bacteriófagos, debido a su actividad antimicrobiana y alta especificidad, son 

una herramienta tecnológica prometedora en aplicaciones médicas e industriales 

(Cristobal-Cueto et al., 2021; Elois et al., 2023). Su investigación y aplicación en el 

campo de la medicina humana, quedaron restringidas desde la década de 1940 a Europa 

del Este, debido principalmente a la llegada de los antibióticos (Estorninho y Teixeira, 

2023; Myelnikov, 2018). Sin embargo, en los últimos años han resurgido como opciones 

terapéuticas para infecciones causadas por bacterias resistentes a los antibióticos 

(Kushwaha et al., 2024). El interés en su uso en la industria alimentaria también ha ganado 

relevancia (Endersen y Coffey, 2020; Mahony et al., 2011), aplicándose en el control de 

patógenos en alimentos frescos, procesados y en la agricultura (Grath y Van Sinderen, 

2007; Summers, 2012; Villalpando-Aguilar et al., 2023). En estos contextos se emplean 

bacteriófagos de ciclo lítico y no lisogénico para su aplicación médica e industrial, 

evitando así el riesgo de transferencia a las bacterias de genes que codifiquen para factores 

de virulencia o resistencia a antibióticos (EFSA, 2009; Jorquera et al., 2015).  

En cuanto a su aplicación para reducir el riesgo asociado a la presencia de L. 

monocytogenes en productos vegetales frescos, algunos estudios han demostrado que 

estos agentes pueden reducir significativamente las células viables de este patógeno en 

productos contaminados artificialmente (Tabla 12). Algunos autores como Guenther et 

al. (2009) evaluaron la eficacia (por separado) de dos bacteriófagos por separado (A511 

y P100) (Carlton et al., 2005; Loessner y Busse, 1990) con resultados satisfactorios en 

hortalizas de hoja (lechuga y col). Ambas especies de bacteriófagos exhiben un rango de 

hospedadores amplio (aunque diferente) dentro del género Listeria (Almatar et al., 2024; 

Kawacka et al., 2020). En este sentido, la FDA recomienda el uso de agentes como los 

bacteriófagos, que tienen un espectro de acción dirigido al género Listeria, incluso en 

ausencia de detección de L. monocytogenes. Esto se debe a que la presencia de especies 
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no patógenas ya es un indicativo de prácticas de higiene deficientes y de condiciones que 

podrían favorecer el crecimiento de L. monocytogenes (Stambach et al., 2015). Otros 

autores (Byun et al., 2022; Lone et al., 2016) también encontraron resultados 

prometedores en el control de L. monocytogenes en distintas matrices vegetales como son 

el melón (Lone et al., 2016) y el apio (Byun et al., 2022), utilizando un cocktail de 

bacteriófagos. El empleo de un cocktail de bacteriófagos en lugar de la aplicación de un 

único agente, es una estrategia recomendada por Byun et al. (2022) principalmente para 

reducir la aparición de resistencias bacteriana y la frecuencia de mutaciones.  

Actualmente existen formulaciones comerciales a base de bacteriófagos frente a 

diversos microorganismos patógenos para su aplicación en alimentos e incluso entornos 

de procesado (Bumunang et al., 2023). Por ejemplo, en el caso de L. monocytogenes, 

existen formulaciones disponibles en el mercado tales como Listex P100, y ListShield 

(LMP-102) para su aplicación en alimentos destinados a consumo humano (Hyla et al., 

2022). Listex P100 es un producto de la empresa holandesa Micreos Food Safety, que 

contiene el bacteriófago P100 (EFSA BIOHAZ Panel, 2016). Por su parte, el preparado 

comercial ListShield, es producido por la empresa Intralytix, y consiste en un cocktail de 

seis bacteriófagos, diseñado específicamente para controlar L. monocytogenes en 

alimentos listos para consumir (Bren, 2007). Cada uno de estos bacteriófagos es efectivo 

contra un serotipo específico de L. monocytogenes (Sadekuzzaman et al., 2017).  

La eficacia de estas formulaciones comerciales en productos vegetales frescos ha 

sido evaluada en diversos estudios con resultados variables como puede observarse en la 

Tabla 12. Esta variabilidad de resultados es atribuida a que la eficiencia de los 

bacteriófagos depende de varios factores intrínsecos y extrínsecos como la concentración 

de bacteriófagos, la matriz alimentaria y las condiciones de conservación (Ranveer et al., 

2024).   



41 

 

En la mayoría de los estudios presentados en la Tabla 12, en los que se emplearon 

tanto bacteriófagos experimentales como formulaciones comerciales, las dosis de 

aplicación suelen estar comprendidas entre 6,0-8,0 Log10 UFP/ml. Según Guenther et al., 

(2009), es crucial usar concentraciones suficientemente elevadas de estos agentes en las 

matrices alimentarias para destruir las bacterias a través de la infección primaria, sin 

depender de la autoamplificación. Además, una alta densidad de bacteriófagos aumenta 

la probabilidad de que éstos alcancen las células objetivo (EFSA, 2009). Cuando se trata 

de formulaciones comerciales, las dosis vienen recomendadas por el fabricante y han sido 

probadas en matrices específicas, pero pueden requerir ajustes si se cambian las 

condiciones o el producto. La variabilidad observada en resultados de la literatura 

científica pone de manifiesto la necesidad de realizar más investigaciones para evaluar la 

eficacia de estas formulaciones en diferentes matrices y bajo condiciones que no sean las 

óptimas para el patógeno, sino las reales de manejo y producción de alimentos (Mahony 

et al., 2011). 

A nivel legislativo, el uso de bacteriófagos en alimentos ha sido aprobado en 

varias jurisdicciones. En 2006, la FDA aprobó ListShield y Listex (Food and Drugs, 

2011b) como aditivos para alimentos listos para consumir, siendo Listex™ el primer 

producto aprobado como GRAS recibiendo esta calificación ListShield™ años después 

(Office of Food Additive Safety, 2006, 2014). En el ámbito europeo, no existe una  

regulación específica para bacteriófagos, aunque algunos países los permiten bajo leyes 

nacionales (Costa et al., 2023). Listex P100 cuenta en la UE con una evaluación 

satisfactoria en cuanto eficacia y seguridad, realizada por el Panel de Peligros Biológicos 

(BIOHAZ) de la EFSA, en productos listos para consumir de origen animal (EFSA 

BIOHAZ Panel, 2016). En ausencia de regulaciones específicas, el uso al que se destine 

la aplicación de los bacteriófagos determina la clasificación y la legislación aplicable 
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(Estorninho y Teixeira, 2023). En España, tampoco existe una regulación específica 

vigente que aborde el uso de bacteriófagos en alimentos para prevenir la contaminación 

por patógenos y actualmente se consideran de forma general coadyuvantes de proceso 

(Bertó y Ortihuel, 2020).  

A pesar de la falta de uniformidad legal sobre la aplicación de bacteriófagos en 

alimentos, numerosas investigaciones demuestran que las preparaciones a base de estos 

microorganismos son estrategias de control de patógeno naturales, seguras y 

prácticamente libres de riesgos, siendo una opción a considerar en el ámbito de la 

seguridad alimentaria (Zia y Alkheraije, 2023).  
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Tabla 12. Estudios sobre aplicación de bacteriófagos para el control de Listeria monocytogenes en productos vegetales frescos. 

Producto 
Agente/ 

Formulación 

 

Dosisa 

 

Principales hallazgos  Referencias 

Manzana  
ListShield (LMP-

102) y LM-103   
7,7  Reducción > 0,4 Log10 UFC/muestra 7d, 10ºC Leverentz et al., 2003 

Melón  
ListShield (LMP-

102) y LM-103   
7,7  Reducción: 2,0-4,6 Log10 UFC/muestra 7d, 10ºC Leverentz et al., 2003 

Melón  
ListShield  

(LMP-102) 
8,0 

Reducción: hasta 6,8 Log10 UFC/muestra 7d, 

10ºC 
Leverentz et al, 2004 

Lechuga A511 y P100 8,5  
Prevención del crecimiento hasta en 2,0 Log10 

UFC/g 6d, 6ºC 
Guenther et al., 2009 

Col  A511 y P100 8,5  
Prevención del crecimiento hasta 3,0-4,00 Log10 

UFC/g 6d, 6ºC 
Guenther et al., 2009 

Manzana  Listex P100 8,0  Ningún efecto tras 8d, 10ºC Oliveira et al., 2014 

Pera  Listex P100 
8,0 

 
Reducción: 0,6 Log10 UFC/plug 8d, 10ºC Oliveira et al., 2014 

Melón  Listex P100 8,0 Reducción: 1,5 Log10 UFC/plug 8d, 10ºC Oliveira et al., 2014 

Lechuga  ListShield™ 8,0 UFP/g Reducción: 1,1 Log10 UFC/g en 5´ Perera et al., 2015 

a  Dosis: Log10 UFP/ml, a no ser que se especifique otra medida; d: día; Log:logaritmo; h: hora; UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de 
placas por ml; LOD: límite de detección( por sus siglas en ingles. 
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Tabla 12. Estudios sobre aplicación de bacteriófagos para el control de Listeria monocytogenes en productos vegetales frescos. 
 

 

Producto 
Agente/ 

Formulación 

 

Dosisa 

 

Principales hallazgos  Referencias 

Manzana ListShield™ 

 

6,0 UFP/g 

 

Reducción: 1,1 Log10 UFC/g 24h, 4ºC Perera et al., 2015 

Melón  ListShield™ 6,0  Reducción: 1,0 Log10 UFC/g 7d, 10ºC Hong, 2015 

Aguacate  Listex P100 6,0 Sin reducción significativa  Strydom et al., 2015 

Melón  

LinM-AG8, LmoM 

AG13, y LmoM-

AG20 

8,0 
Reducción < LOD 5d, 4°C y 12 °C Reducción: 

1,6 y 2,5 UFC/g tras 12 y 24h, 25ºC  
Lone et al., 2016 

Espinaca ListShiel 7,0 Reducción de 1,5-3,2 UFC/cm2 14 d, 4 y 10ºC Boyacioglu et al. 2016 

Tomate  Listex™ P100 8,0 Reducción: 0,5 UFC/ml 6d, 4, 10 y 25ºC Oladunjoye et al., 2017 

Zanahoria  Listex™ P100 8,0 Reducción: 2,0-2,9 UFC/ml 6d, 4, 10 y 25ºC Oladunjoye et al., 2017 

Lechuga romana ListShield™ 6,0-8,0  Reducción: 0,7 Log10 UFC/cm2 24h, 10ºC 
 Sadekuzzaman et al., 

2017 

a Dosis: Log10 UFP/ml, a no ser que se especifique otra medida;; d: día;  Log: logaritmo; h: hora; UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas 
por ml; LOD: límite de detección( por sus siglas en ingles) 
 

 

 

 

 

UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas por ml 
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Tabla 12. Estudios sobre aplicación de bacteriófagos para el control de Listeria monocytogenes en productos vegetales frescos. 

 

Producto 
Agente/ 

Formulación 

 

Dosisa 

 

Principales hallazgos Referencias 

Escarola rizada 

cortada 
Listex P100  9,3 Reducción: 2,5 UFC/g 8d (3 a 5º C + 5 a 8ºC) Truchado et al., 2020b 

Apio 
LMPC01, LMPC02, 

LMPC03 
7,0  Reducción: 2,2 Log10 UFC/g 7d, 4°C Byun et al., 2022 

Champiñon enoki 
LMPC01, LMPC02, 

LMPC03 
7,0 

Reducción: 1,8 Log10 UFC/g 7d, 4°C 

 
Byun et al., 2022 

a Dosis: log10 UFP/ml, a no ser que se especifique otra medida; d: día; Log: logaritmo; h: hora; UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas 

por ml; LOD: límite de detección( por sus siglas en ingles. 
 

 

 

 

 

UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas por ml 
LOD: limite de detección( por sus siglas en ingles) 
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7.2. Cultivos Protectores 

La primera definición de cultivos protectores fue propuesta por Lücke (1994), 

quien los describió como cultivos bacterianos añadidos a los alimentos con el fin de 

inhibir microorganismos patógenos o alterantes, prolongar la vida útil del alimento y 

mejorar su calidad sensorial. Posteriormente, el concepto de bioconservación, amplió la 

definición anterior para incluir no solo la adición de cultivos microbianos a los alimentos, 

sino también los metabolitos que producen y que tienen actividad antimicrobiana 

(Holzapfel et al., 1995; Stiles, 1996). Más recientemente, Vignolo et al. (2008), ofrecieron 

una definición que unifica los conceptos anteriores, describiendo la bioconservación 

como el uso de microorganismos antagonistas y/o sus metabolitos para inhibir 

microorganismos indeseables, con el fin de aumentar la vida útil de los alimentos sin 

alterar significativamente sus propiedades sensoriales. 

Una cepa bacteriana es considerada cultivo protector cuando reúne una serie de 

condiciones (Fischer y Titgemeyer, 2023; Souza et al., 2022):   

(v) Capacidad para inhibir microorganismos patógenos y/o causantes de deterioro. 

(vi) Estabilidad durante el proceso de fabricación del alimento (se debe garantizar la 

supervivencia durante dicho procesado). 

(vii) Actividad bajo condiciones de procesado y conservación del producto alimenticio. 

(viii) Seguridad en términos de salud pública (ausencia de citotoxicidad o de genes de 

resistencias a antibióticos). 

Las cepas bacterianas que generalmente se clasifican como cultivos protectores 

pertenecen en su mayoría a géneros que forman parte del grupo de las bacterias ácido 

lácticas (BAL), aunque no todas las BAL son cultivos protectores (Engstrom et al., 2021; 

Souza et al., 2022). Las BAL pueden definirse como un grupo de bacterias grampositivas 

que producen ácido láctico como uno de los principales productos finales de su 
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metabolismo (Batt y Tortorello, 2014). Estas bacterias han sido utilizadas desde hace 

siglos en la producción de diferentes alimentos (Sharma, 2018). No obstante, el 

reconocimiento e identificación formal de estas bacterias se atribuyen a los trabajos de 

Louis Pasteur y Ferdinand Cohn, en el siglo XIX (Berche, 2012; Drews, 2000). Cabe 

mencionar que Joseph Lister, fue el primero que, en 1878, consiguió aislar con éxito una 

cepa pura de BAL, responsable de la acidificación de la leche (Santivarangkna et al., 

2007; Sheng y Zhu, 2021). A partir del siglo XX, se promovió la producción de cultivos 

de BAL para diferentes aplicaciones industriales (Bintsis, 2018; Hansen, 2002), 

particularmente en la producción de alimentos fermentados (Abedi y Hashemi, 2020; 

Wang et al., 2021). En el contexto de la seguridad alimentaria, resulta relevante señalar 

que ciertas cepas de BAL son de gran interés por producir diferentes compuestos 

antimicrobianos. Su clasificación y mecanismos de acción se resumen en la Tabla 13 

(Fischer y Titgemeyer, 2023; Punia Bangar et al., 2022; Zhang et al., 2019). 

Las bacteriocinas constituyen las moléculas más interesantes en la acción de las 

BAL (Chen et al., 2022). Estas moléculas son pequeños péptidos, que actúan como un 

sistema de defensa de las BAL para competir por el nicho ecológico en el que residen 

(Benítez-Chao et al., 2021; Zacharof y Lovitt, 2012) mediante diferentes mecanismos 

(Darbandi et al., 2022; Rooney et al., 2020) (Figura 9). Una de las primeras bacteriocinas 

en ser descubierta y de la existe documentación de su actividad antimicrobiana es la 

nisina, en la década de 1920 (Rogers y Whittier, 1928; Whitehead, 1933). Con el tiempo, 

se han identificado y caracterizado diferentes bacteriocinas con diferentes estructuras y 

espectros de actividad. Un resumen de los principales grupos se encuentra en la Tabla 14 

(Khorshidian et al., 2021; Souza et al., 2022; Zimina et al., 2020). La clase IIa incluye 

bacteriocinas tipo pediocina con marcada actividad frente al género Listeria spp. 

(Darbandi et al., 2022; Yang et al., 2014). Este grupo es el más grande y debido a su 
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efectividad, estas bacteriocinas son de interés como conservantes alimentarios naturales 

y no tóxicos (Ibrahim, 2019; Yi et al., 2022).  

 

 

Compuestos Acción Antibacteriana 

Ácidos orgánicos 

• Reducción del pH interno de la célula. 

o Desnaturalización de enzimas, ADN y ARN. 

• Gradiente de protones  

o Inhibición de la ATP sintasa, simportadores de protones 

y motor flagelar impulsado por protones. 

Peróxido de 

hidrógeno 

• Oxidación de componentes celulares 

o Grupos tiol dentro de las enzimas 

o Oxidación proteica 

o Daño ADN 

o Desacoplamiento de cadena de transferencia de 

electrones.  

Dióxido de carbono 
• Acidificación del medio 

• Producción de metabolitos 

• Creación de un ambiente anaeróbico   

Diacetilo 
• Efecto Mutagénico 

• Estrés oxidativo 

• Daño proteico 

Aldehídos • Estrés oxidativo 

• Interacción con grupos tiol  

Bacteriocinas 
• Despolarización de la membrana 

• Efectos en la señalización y biosíntesis celular 

• Efectos en la replicación y transcripción  
  

Tabla 13. Resumen de principales compuestos antimicrobianos de las Bacterias 

Acido Lácticas (BAL) 

 

 

Tabla 14. Resumen de trabajos sobre aplicación de bacteriófagos para el control de L. 

monocytogenes en productos vegetales frescos. 
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Figura 9. Esquema del mecanismo de acción de algunas bacteriocinas.  

Formación de poros o canales en la membrana de la bacteria, lo que provoca la salida de compuestos citoplasmáticos, destruyendo el gradiente electroquímico, y causando la pérdida de iones 
lo que conduce a la muerte celular del tipo nucleasas, como las funciones DNasa y RNasa(Desoxirribonucleasa y Ribonucleasa), actuando como inhibidores de la síntesis de proteínas o la 
replicación del ADN o del tipo e tipo peptidoglucano hidrolasa: estas proteínas pueden digerir el precursor del peptidoglicano, lo que provoca la incapacidad de sintetizar peptidoglicano y la 
muerte bacteriana (Wang et al., 2021; Yang et al). 
 
Nota. Adaptado de Antibacterial activities of bacteriocins: Application in foods and pharmaceuticals (p.2), por Yang et al., (2014) Frontiers in Microbiology 
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Tabla 14. Clasificación general de las bacteriocinas según estructura.  

 

 

Aunque las bacteriocinas se pueden añadir directamente a los alimentos a nivel 

industrial, existen varios motivos que hacen preferible la adición directa del cultivo 

protector que las produce (Todorov et al., 2022). En primer lugar, la aplicación de la 

bacteriocina por sí sola, no es siempre suficiente para proporcionar protección eficaz 

contra la contaminación microbiana de los alimentos, y en algunos casos, estos péptidos 

son absorbidos por las matrices alimentarias, lo que favorece su degradación, resultando 

en una pérdida de actividad antibacteriana (Amin et al., 2023; Silva et al., 2018). Además, 

algunos autores señalan el alto coste del aislamiento, purificación y producción a escala 

industrial de estos metabolitos, lo que también limita su uso y la investigación con fines 

comerciales de nuevas bacteriocinas (Garsa et al., 2014). A esto se le debe añadir que la 

legislación alimentaria de algunas autoridades regulatorias de salud limita la aprobación 

Clase Características y subclases 

Clase I Péptidos lineales o globulares, modificados postraduccionalmente, que 

contienen lantionina, β-metil lantionina y aminoácidos deshidratados. 

Clase II Bacteriocinas 

termoestables, no 

modificadas, que no 

contienen lantionina; 

se trata de una clase 

heterogénea de 

pequeños péptidos. 

 

Clase IIa Bacteriocinas tipo pediocina 

PA-1 

Clase IIb Compuesta por dos péptidos 

Clase IIc Péptido circular 

Clase IId Péptido lineal, similar a 

pediocina, de un solo péptido 

Clase III Proteínas grandes, inestables al calor 

Clase IV Bacteriocinas complejas que llevan componentes lipídicos o 

carbohidratos. 
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de nuevas bacteriocinas como conservantes alimentarios (Silva et al., 2018; Soltani et al., 

2021).  

En la literatura, todavía son muy escasos los estudios disponibles sobre el uso de 

cultivos protectores en los productos vegetales frescos, siendo más abundantes los 

estudios realizados en productos de origen animal (Bintsis y Papademas, 2024; Cifuentes-

Bachmann y Leroy, 2015). Aunque algunos cultivos protectores han demostrado mejorar 

la seguridad y prolongar la vida útil de los productos vegetales frescos sin afectar sus 

propiedades sensoriales (Ben Said et al., 2019), su actividad frente a L. monocytogenes 

en matrices vegetales no ha sido ampliamente estudiada. En la Tabla 15 se resumen los 

resultados obtenidos en algunos estudios sobre cultivos protectores aplicados a frutas y 

hortalizas frescas frente a L. monocytogenes, mostrando una notable variabilidad en los 

diseños experimentales. En la mayoría de los casos se observa una reducción en la 

población microbiana diana. Sin embargo, al igual que ocurre con los bacteriófagos, en 

algunos casos se utiliza una única cepa de BAL (Alegre et al., 2011; Iglesias et al., 2018), 

mientras que en otros estudios se utiliza un cocktail de cepas (Siroli et al., 2015; Trias et 

al., 2008). En este sentido, algunos autores como Coelho et al. (2022), demostraron que 

el uso de dos o más cepas proporciona mejores resultados en la prevención del 

crecimiento de Listeria spp. en productos de origen animal (queso fresco) que una única 

cepa, ya que aumenta la probabilidad de producción de metabolitos con acción frente a 

este patógeno. 

Al igual que en el caso de los bacteriófagos, también existen preparaciones 

comerciales a base de cultivos protectores diseñadas para combatir Listeria spp., 

especialmente L. monocytogenes, aunque no todos ellos se han desarrollado para ser 

utilizados específicamente en matrices de origen vegetal. Entre ellos cabe destacar el 

producto Safepro, de la empresa Christian Hansen, que incluye preparaciones contra este 
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patógeno como son F-LC SafePro-F-Lc (Chr Hansen, 2024). Este producto contiene 

cepas de BAL como Lactolactibacillus curvatus capaces de inhibir L. monocytogenes 

(Ben Said et al., 2019). Otro producto a mencionar es Holdbac Listeria dairy 10D de la 

empresa DuPont, que contiene una cepa de Lactiplantibacillus plantarum (Aljasir y 

D’Amico, 2021). Autores como Truchado et al. (2020b) probaron la eficacia de SafePro 

para el control del crecimiento de L. monocytogenes en escarola rizada, con resultados 

prometedores. No obstante, la eficacia de estos productos varía debido a distintos factores 

como es el tipo de cepa, el género, la dosis de aplicación, la matriz alimentaria y las 

condiciones de conservación (Strupar et al., 2021).  

En los alimentos, los efectos antimicrobianos de los cultivos protectores y sus 

bacteriocinas que han sido probados a escala de laboratorio pueden verse comprometidos 

por factores como la inhibición por bacteriófagos, el antagonismo de otros 

microorganismos, la pérdida de la capacidad de producción de bacteriocinas o la 

desestabilización de su actividad biológica (Webb et al., 2023). Por lo tanto, es muy 

importante poder validar la eficacia de las cepas seleccionadas con alta actividad 

antilisteria en condiciones reales de utilización y en las matrices alimentarias específicas. 

En EEUU, los cultivos protectores y sus metabolitos pueden comercializarse como 

aditivos alimentarios reconocidos por la FDA (FDA, 2024), o al obtener el estatus GRAS. 

Este estatus se otorga a un microorganismo a nivel de cepa y para una aplicación 

determinada, y su aprobación es realizada por un panel de expertos (Fischer y Titgemeyer, 

2023). En la UE el uso de cultivos protectores no está regulado de forma general como 

ingredientes, aditivos o coadyuvantes tecnológicos. Al igual que ha sido mencionado 

anteriormente, la regulación depende del uso específico para el que estén destinados 

(Fischer y Titgemeyer, 2023). En 2006, el Comité Permanente de la Cadena Alimentaria 

y la Sanidad Animal (Standing Committee on the Food Chain and Animal Health, 
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SCoFCAH), propuso que los cultivos microbianos con fines tecnológico, como la 

conservación de alimentos, deberían considerarse aditivos, lo que requeriría una 

evaluación de seguridad por parte de la EFSA (DG Health and Food Safety [DG SANTE], 

2006) y la posterior autorización por la CE. La EFSA ha otorgado el estatus de QPS 

(Qualified Presumption of Safety) a muchas especies de BAL (EFSA BIOHAZ Panel, 

2024; Zheng et al., 2020) lo que facilita su aprobación por la CE y su comercialización. 
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Tabla 15. Estudios sobre aplicación de cultivos protectores para el control de Listeria monocytogenes en productos vegetales frescos. 

Producto Agente/Formulación 

 

Dosisb 

 

Principales hallazgos Referencias 

Manzana  

Leuconostoc mesenteroides (CM135, CM160, 

PM249) 

Weisella cibaria TM128 Lactococcus lactis 

ATCC11545 

5,0-9,0 

 

Inhibición del crecimiento de L. 

monocytogenes (<LOD) 2d, 25ºC. 
Trias et al., 2008 

Iceberg 

 

L. mesenteroides (CM135, CM160, PM249, 

TM128, ATCC11545) 

W. cibaria TM128 L. lactis ATCC11545 

5,0-9,0 

 

Inhibición del crecimiento de L. 

monocytogenes (<LOD) 2d, 25ºC. 

Trias et al., 2008 

 

Manzana  Lacticaseibacillus rhamnosus GG 8,0 
Reducción: 1,0 Log10 UFC/g, 30d 5 y 

10ºC 

Alegre et al., 

2011 

 

Melón  

 

L. plantarum B2 CECT 8328,  

Lactobacillus fermentum PBCC11.5 CECT 

8448 

8,5 UFC/g 
Reducción: 2,0-3,0 Log10 UFC/g 9d, 4ºC 

(con ambas cepas de BAL) 

Russo  

et al., 2014 

 

Canónigos 
L. plantarum V7B3, 

Lacticaseibacillus casei V4B4 

 

7,0 
Reducción ≈ 0,5 Log10 UFC/g con V7B3, 

pero no efecto con V4B4 tras 9d a 6ºC. 

 

Siroli et al., 2015 

Manzana 
Lactobacillus paracasei M3B6; 

 L. plantarum CIT3 

 

7,0 
Reducción de ≈ 0,5 Log10 UFC/g con 

CIT3 y ≈ 0,2 9d, 6ºC 

 

Siroli et al., 2015 

 

a Dosis: log10 UFC/ml, a no ser que se especifique otra medida; d: día;  Log: logaritmo; h: hora; UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; LOD: límite de detección( por sus 
siglas en ingles) 
 

 

 

 

 

UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas por ml 
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Tabla 15. Estudios sobre aplicación de cultivos protectores para el control de Listeria monocytogenes en productos vegetales frescos. 

 

 

Producto Agente/Formulación 

 

Dosisa 

 

Principales hallazgos Referencias 

Pera  L. rhamnosus GG 7,0-8,0 
Reducción: 3,5 Log10 UFC/g 2d, 20ºC 

Reducción: 3,0 Log10 UFC/g 10d, 10ºC 

Iglesias et al., 

2017 

 

Pera Pseudomonas graminis 10,0 

Reducción: 2,4 Log10 UFC/g 10d, 5ºC 

Reducción: 4,0 Log10 UFC/g 10d, 10ºC  

Reducción: ≈3,0 Log10 UFC/g 2d, 20ºC 

Iglesias et al., 

2018 

Escarola  L. curvatus (SafePro) 9,0 
Reducción: 0,2 – 0,4 Log10 UFC/g a 3ºC 

5d+ 5ºC 8 días 

Truchado, et al., 

2020b 

a Dosis: log10 UFC/ml, a no ser que se especifique otra medida; d: día;  Log: logaritmo; h: hora; UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; LOD: límite de detección( por sus 
siglas en ingles); ≈: aproximada 

 
 

 

 

 

 

UFC/g o ml: unidad formadora de colonia por gramo o por ml; UFP/ml: unidad formadora de placas por ml 

LOD: limite de detección( por sus siglas en ingles) 
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7.3. Ventajas, desventajas y desafíos de las técnicas de bioconservación 

El principal beneficio de los métodos de bioconservación, entre los que se incluyen 

los bacteriófagos y los cultivos protectores, es la mejora de la seguridad microbiológica 

del producto final. La protección que proporcionan en el producto final es más sostenible 

en comparación con los conservantes químicos, lo que reduce la huella ambiental 

asociada con la conservación de alimentos (Rameez et al., 2024; Garvey, 2022; Possas et 

al., 2023).  Además, la sostenibilidad de estos métodos favorece su introducción en el 

mercado, alineándose con los objetivos de desarrollo sostenible establecidos por 

numerosos países (Gymah et al., 2023).  

Estas estrategias presentan desafíos importantes en el desarrollo de nuevos agentes 

y su comercialización para su aplicación en la industria alimentaria (Tabla 16). Como se 

mencionó en los apartados 7.1 y 7.2, la eficacia y estabilidad de estos agentes dependen 

de factores ambientales, por lo que es necesario ampliar la información sobre su seguridad 

y eficacia en diferentes matrices alimentarias y condiciones de conservación (Lewis y 

Hill, 2020; Martín et al., 2022; Xiang et al., 2022; Zapaśnik et al., 2022). Además, la 

mayoría de los estudios se han realizado a nivel de laboratorio, lo que destaca la necesidad 

de investigaciones en condiciones industriales (Todorov et al., 2022). La validación 

industrial permitiría evaluar la inversión necesaria y su viabilidad en el sector 

hortofrutícola (Lewis y Hill, 2020; Mahillon, 2017; Xu et al., 2023). 
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Tabla 16. Principales beneficios y limitaciones de la aplicación de cultivos protectores y bacteriófagos como estrategias de bioconservación. 

METODOS DE BIOCONSERVACION 

 

B
a
ct

er
ió

fa
g
o
s 

    

B
A

C
T

E
R

IÓ
F

A
G

O
S

 

  

B
E

N
E

F
IC

IO
S

 

• Organismos más abundantes en la Tierra 

• Aislables de ambientes naturales 

• Agentes autorreplicantes 

• Infectan exclusivamente bacterias y tienen alta especificidad. 

• No presentan citotoxicidad en células eucariotas. 

• No afectan la microbiota natural de los alimentos. 

• No alteran las características sensoriales de los alimentos. 

• Producibles a escala industrial. 

 

 

 

 

 

 

Cristobal-Cueto et al., 

2021;  

Garvey, 2022; 

Naureen et al., 2020. 

 

L
IM

IT
A

C
IO

N
E

S
 • Inestabilidad evolutiva. 

• Riesgo de transferencia de genes de resistencia a antibióticos.  

• Riesgo de aparición de resistencia a bacteriófagos.  

• Ausencia de directrices y regulaciones definitivas en algunos países, lo que afecta su 

atractivo para las compañías. 

C
u

lt
iv

o
s 

p
ro

te
ct

o
re

s 

B
E

N
E

F
IC

IO
S

 

• Producibles a escala industrial. 

• Muchos géneros son reconocidos como GRAS y cuentan con el estatus QPS, con mínimo 

impacto en la calidad sensorial. 

• Algunas cepas mejoran el valor nutricional siendo beneficiosas para la salud del 

consumidor. 

• Algunas cepas prolongan la vida útil del producto reduciendo las pérdidas económicas por 

deterioro  

 

Ben Said et al., 2019 

  Gravesen et al., 2000 

Saarela et al., 2000 

Souza et al., 2022 

Todorov et al., 2022 

 Zapaśnik et al., 2022  

Wang et al., 2024 
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Tabla 16. Principales beneficios y limitaciones de la aplicación de cultivos protectores y bacteriófagos como estrategias de bioconservación. 
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• Producción a gran escala es económicamente costosa. 

• El espectro de actividad inhibitoria es limitado. 

• Efecto variable según la matriz alimentaria y las condiciones de uso. 

• Posible inhibición de otros cultivos beneficiosos en los alimentos. 

• Riesgo de citotoxicidad. 

• Riesgo de diseminación y transferencia de genes de resistencia a antibióticos a patógenos. 

• Potencial desarrollo de resistencia a las bacteriocinas por parte de los microorganismos 

patógenos. 

 

Ben Said et al., 2019 

  Gravesen et al., 2000 

Saarela et al., 2000 

Souza et al., 2022 

Todorov et al., 2022 

 Zapaśnik et al., 2022  

Wang et al., 2024 
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El objetivo general de la Tesis Doctoral es identificar factores determinantes del 

crecimiento y/o estado fisiológico de L. monocytogenes en alimentos vegetales frescos 

que deben ser considerados en los planes de seguridad alimentaria desarrollados en la 

industria de procesado de frutas y hortalizas frescas. Asimismo, se pretende evaluar la 

capacidad de distintas estrategias de intervención aplicables a estos productos tras el 

procesado, con el fin de controlar el crecimiento de L. monocytogenes a lo largo de su 

vida útil y analizar el posible impacto de dichos tratamientos en la calidad organoléptica 

de los productos. La consecución del objetivo principal se ha logrado mediante los 

siguientes objetivos específicos: 

 

Objetivo 1. Estudiar la susceptibilidad de diferentes tipos de productos vegetales 

frescos frente al crecimiento de L. monocytogenes y los factores críticos implicados. 

La cinética de crecimiento de este patógeno es altamente dependiente de la matriz 

alimentaria, así como de otra serie de factores extrínsecos e intrínsecos (pH, aw, 

temperatura, etc). En consecuencia, se planteó como objetivo primero evaluar la 

capacidad de crecimiento de L. monocytogenes en distintos alimentos vegetales durante 

su conservación, basándonos en datos obtenidos de la literatura científica. Además, se 

evaluó la capacidad de un modelo cinético secundario basado en la hipótesis Gamma para 

predecir el crecimiento/no crecimiento de L. monocytogenes en los productos estudiados. 

Los productos vegetales que presentaron mayor susceptibilidad al crecimiento de L. 

monocytogenes en las condiciones habituales de conservación se incluyeron en las etapas 

de trabajo posteriores, teniendo en cuenta el interés comercial y asesoramiento de los 

colaboradores industriales implicados en el proyecto.  

 



63 

 

Objetivo 2. Evaluar la contaminación bacteriana teniendo en cuenta el estado 

fisiológico de los microorganismos patógenos, durante el lavado de productos 

vegetales frescos. El lavado es una etapa clave en el procesado de frutas y hortalizas 

frescas, utilizada para eliminar restos de suciedad del material vegetal. Sin embargo, 

mantener la calidad microbiológica del agua de lavado es crítico para evitar la 

contaminación cruzada entre el agua y el producto. Los tratamientos de desinfección 

utilizados para evitar la contaminación del agua de proceso no siempre son capaces de 

inhibir completamente las bacterias, pudiendo inducir estados de latencia como el estado 

VBNC. Se analizó la capacidad de los tratamientos de desinfección comúnmente 

utilizados en la industria para inducir al estado VBNC en diferentes patógenos 

alimentarios y el riesgo de contaminación cruzada durante la etapa de lavado, así como 

la capacidad de resucitación de las células VBNC durante la vida útil de los productos 

vegetales frescos listos para el consumo. 

 

Objetivo 3. Evaluar la capacidad de diferentes tratamientos post-proceso para 

inhibir y/o controlar el crecimiento de L. monocytogenes en los alimentos vegetales 

seleccionados y su impacto en la calidad organoléptica y vida útil del producto. Se 

seleccionaron cuatro tratamientos disponibles comercialmente formulados a base de 

bacteriófagos y cultivos bacterianos productores de bacteriocinas, para su aplicación en 

los alimentos vegetales seleccionados en el objetivo 1. Se determinó su capacidad para 

controlar el crecimiento de L. monocytogenes durante la vida útil del producto, 

comparándola con las prácticas habituales de procesado en la industria post-proceso. Una 

vez seleccionados los tratamientos post-proceso más eficaces frente a L. monocytogenes, 

se evaluó su impacto en la calidad organoléptica de los productos vegetales seleccionados 

a lo largo de su vida útil. 
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Objetivo 4. Validación a escala industrial de las estrategias de intervención 

seleccionadas. El tratamiento post-proceso más eficaz obtenido del objetivo anterior 

(Objetivo 3), se utilizó en una validación industrial, con el fin de determinar su potencial 

implementación en las industrias del sector. Este objetivo se llevó a cabo parcialmente en 

las instalaciones comerciales de empresas de procesado de productos vegetales frescos de 

los colaboradores industriales (España y Dinamarca). La validación también fue necesaria 

para determinar la viabilidad de la aplicación de los tratamientos post-proceso en el 

ambiente industrial. Asimismo, se evaluaron las diferencias en los niveles de Listeria spp. 

entre el producto tratado y el control sin tratar, así como en la calidad organoléptica del 

producto vegetal también será investigado
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1. Retos de la industria alimentaria y los alimentos listos para el consumo respecto 

al riesgo de listeriosis. 

Desde finales de la década de 1960, los cambios demográficos en los hábitos de 

consumo y de producción, el cambio climático y la globalización de la cadena de 

suministro, así como la mejora de la vigilancia epidemiológica y los métodos de detección 

han incrementado el número de toxiinfecciones alimentarias (Awad et al., 2023; ECDC, 

2024; Lopez-Valladares et al., 2018; Waltner-Toews, 2019). L. monocytogenes representa 

una preocupación significativa en el sector de alimentos listos para el consumo a nivel 

global debido principalmente a su gran ubicuidad, especialmente en entornos 

relacionados con la producción primaria, y a sus características ecológicas, destacando su 

tolerancia al frio y su capacidad para crecer a temperaturas de refrigeración (Butler et al., 

2023).   

En el ámbito de los alimentos listos para el consumo, las frutas y hortalizas frescas 

son valoradas por su contribución a una dieta equilibrada, pero también pueden ser 

vehículos de microorganismos patógenos para el ser humano (Carstens et al., 2019). Para 

entender el rol que pueden ejercer estos alimentos como transmisores de enfermedades, 

cabe recordar el brote de E. coli O104 que ocurrió en Europa en 2011. Este brote estuvo 

asociado con brotes germinados y causó 3.más de 3.800 casos de enfermedad declarados, 

incluyendo 53 muertes en Alemania (Beutin y Martin, 2012; EFSA, 2011; Hu et al., 

2024).  

En relación con L. monocytogenes, los brotes de listeriosis asociados a productos 

vegetales son relativamente escasos en comparación con los vinculados a productos de 

origen animal. No obstante, en los últimos años se han reportado varias toxiinfecciones 

alimentarias causadas por L. monocytogenes relacionadas con frutas y hortalizas en 

Europa y especialmente en EEUU (Tabla 17).  
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Tabla 17. Brotes de listeriosis asociados a productos vegetales frescos en Estados 

Unidos. 

Enf: Enfermos; Hosp: Hospitalizaciones; Mts: Muertos; Estd: Estados implicados; Ret: Retirada de productos  
aNo se pudo identificar la fuente origen del brote. 
 

En Europa, no se han notificado numerosos brotes asociados a este grupo de 

alimentos en los últimos 10 años. Sin embargo, hay que destacar el brote asociado a 

ensaladas que ocurrió en Suiza entre 2013 y 2014 (Stephan et al., 2015). En este brote se 

registraron 32 casos de listeriosis, vinculados a una cepa de L. monocytogenes del serotipo 

4b. Las investigaciones revelaron que el origen del brote fue causado por las ensaladas 

listas para consumir de una empresa, la cual había detectado un problema higiénico en la 

cinta transportadora de su línea de producción. Además, aunque no está directamente 

relacionado con productos vegetales frescos, resulta relevante mencionar el brote 

asociado al maíz congelado que tuvo lugar entre 2015 y 2018, afectando a seis países 

europeos (Austria, Dinamarca, Finlandia, Hungría, Suecia y Reino Unido) (EFSA 

BIOHAZ Panel, 2020). A lo largo de los años, el brote afectó a un total de 53 personas y 

provocó 10 muertes. El patógeno fue rastreado hasta el túnel de congelación de una planta 

de alimentos congelados en Hungría. A través de la técnica de WGS, se identificó que la 

cepa de L. monocytogenes responsable pertenecía al serogrupo IVb y a la secuencia tipo 

Alimento  
Gravedad 

Año  
Enf Hosp Mts Estd Ret 

Melocotones, ciruelas y 

nectarinas 

11 10 1 7 Sí 2023 

Hortalizas de hoja 19 18 0 16 Noa 2023 

Champiñón enoki 5 5 0 4 Sí 2022 

Ensaladas RTE 18 16 3 13 Sí 2021 

Ensaladas RTE 10 10 1 8 Sí 2021 

Champiñón enoki 36 31 4 17 Sí 2020 

Ensaladas RTE 19 19 1 9 Sí 2016 

Brotes de soja  5 5 2 2 Sí 2014 

Melón Cantalupo 147  143 33 28 Sí 2011 

https://www.researchgate.net/profile/Roger-Stephan-2?_tp=eyJjb250ZXh0Ijp7ImZpcnN0UGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIiwicGFnZSI6InB1YmxpY2F0aW9uIn19
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6. Este brote también generó grandes pérdidas económicas, ya que se retiraron todos los 

productos producidos y distribuidos por la empresa involucrada en toda Europa (EFSA 

BIOHAZ Panel, 2020; EFSA y ECDC, 2018; Fay et al., 2024). 

En el último informe sobre zoonosis en la UE, se reportó una incidencia de L. 

monocytogenes del 2,6% (n=1435) en muestras de productos vegetales listos para el 

consumo. Es importante destacar que aproximadamente el 83,3% de estos datos 

provinieron únicamente de seis de los veintisiete Estados Miembros de la UE (Bulgaria, 

Hungría, Italia, Rumanía, Eslovenia y España) (ECDC y EFSA, 2023). A lo largo del año 

2024, también se registraron numerosas retiradas de productos debido al riesgo de 

contaminación por esta bacteria. En la Tabla 18 (FDA, 2024; RASFF, 2024) se presenta 

un resumen de los registros de retiradas de productos debido a la detección de L. 

monocytogenes en productos vegetales frescos producidos tanto en EEUU como en la 

UE, cuando no se han cumplido las normativas específicas de cada país o región. Desde 

el inicio de 2024, se han llevado a cabo más de una decena de retiradas de productos 

vegetales frescos, excluyendo aquellos alimentos listos para el consumo que combinan 

ingredientes de origen animal y vegetal. Esta situación no solo representa un riesgo para 

la salud pública, sino que también genera importantes pérdidas económicas y el 

desperdicio de toneladas de alimentos, lo que pone en evidencia la urgencia de 

implementar medidas de control más efectivas en la cadena de suministro alimentario. 

Los brotes registrados y las retiradas de productos por detecciones positivas demuestran 

que los productos vegetales listos para el consumo constituyen un grupo de riesgo 

considerable en términos de seguridad alimentaria. 

En este contexto, la Comisión Europea (CE) ha presentado una propuesta para 

alinear las normas de la UE sobre el nivel aceptable de contaminación por L. 

monocytogenes en ciertas categorías de alimentos listos para el consumo con el "Codex 
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Alimentarius". La propuesta contempla la modificación del Anexo I, Capítulo 1 (Criterios 

de seguridad alimentaria) del Reglamento (CE) nº 2073/2005, mencionado previamente 

(European Commission, 2024).  

Tabla 18. Ejemplos de retiradas de productos por detección de Listeria monocytogenes 

en EEUU y UE durante 2024  

Alimentos País  Fecha  

Espinaca Irlanda (origen Suecia) 05/08/2024 

Diversos productos vegetales para 

preparados y listos para el consumo 
EEUU 26/07/2024 

Jalapeños, pimientos y guisantes verdes  EEUU 26/07/2024 

Gran variedad de productos vegetales y 

ensaladas envasadas 
EEUU 

23/07/2024

  

Pepinos y ensaladas envasadas  EEUU 16/07/2024 

Espinaca y ensaladas mixtas  EEUU 27/06/2024 

Lechuga  Francia 25/06/2024 

Ensaladas envasadas Bélgica, Francia, Alemania  19/06/2024 

Ensaladas envasadas Francia  07/05/2024 

Brotes de soja  EEUU 01/02/2024 

Espinaca y ensaladas envasadas  EEUU 17/01/2024 

 

A partir del 1 de enero de 2026, se exigirá que, en los alimentos listos para el 

consumo que puedan permitir el crecimiento de L. monocytogenes, si el productor no 

puede demostrar que el crecimiento del patógeno no superará el límite de 100 UFC/g 

durante toda la vida útil del producto, se aplicará un criterio de no detección en 25 gramos 

a lo largo de toda la vida útil, y no solo mientras el alimento esté bajo el control del 

productor. Este cambio busca garantizar un alto nivel de protección de la salud pública 

desde la producción hasta la distribución de los alimentos.  

Para desarrollar protocolos estandarizados eficaces que garanticen la seguridad 

alimentaria, es fundamental fomentar la colaboración entre científicos, la industria 

alimentaria y los organismos reguladores. Aunque los estudios sobre el comportamiento 



89 

 

y control de L. monocytogenes se han centrado mayormente en productos de origen 

animal, la preocupación por su presencia en alimentos vegetales está aumentando. Esto 

se debe a que los brotes recientes de listeriosis han involucrado cada vez más a estos 

productos, lo que subraya la necesidad de investigar y controlar este patógeno en una 

variedad más amplia de alimentos (Garner y Kathariou, 2016).  

Con el fin de poder comprender los factores que favorecen el crecimiento de L. 

monocytogenes en productos vegetales a lo largo de las distintas etapas de producción, 

transporte y conservación, se necesita profundizar en los conocimientos existentes que 

sirvan a las industrias en la toma de decisiones sobre las medidas de control más 

adecuadas. Los estudios expuestos en esta tesis, que serán discutidos a continuación, han 

incrementado la información disponible sobre el tema, lo que puede contribuir a la toma 

de decisiones en el ámbito industrial para la protección de la salud pública. 

 

2. Microbiología predictiva  

Estudios previos han demostrado que no todas las matrices alimentarias permiten 

el crecimiento de L. monocytogenes en la misma medida y que las condiciones de 

conservación son factores críticos para su proliferación (Alegbeleye et al., 2022; Moreira 

et al., 2023; Van Paepeghem et al., 2024; Ziegler et al., 2019). Para determinar si un 

alimento favorece el crecimiento de un patógeno bajo determinadas circunstancias, 

existen varias metodologías. Una de las pruebas estándar más importantes para garantizar 

la seguridad alimentaria son los ensayos de desafío. Sin embargo, a pesar de su 

importancia, los ensayos de desafío requieren una considerable inversión en tiempo y 

dinero, lo que puede representar una barrera para su implementación en la industria 

alimentaria (Bergis et al., 2021; Lanni et al., 2022; Tucci et al., 2019). Como se mencionó 
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en la introducción, la microbiología predictiva ofrece herramientas eficaces que 

complementan los métodos tradicionales. Estas herramientas permiten generar 

predicciones sobre el comportamiento de los microorganismos bajo diferentes 

condiciones, sin la necesidad de realizar ensayos para cada situación específica. Esto no 

solo facilita una reducción significativa de los costos, sino que también mejora la gestión 

de riesgos microbiológicos. Al anticipar posibles problemas de seguridad alimentaria, la 

microbiología predictiva ayuda a prevenir brotes y minimizar pérdidas económicas 

derivadas de la retirada de productos a nivel industrial (Odeyemi y Bamidele, 2016). 

En el Capítulo I se presentó la aplicación del modelo Gamma para evaluar el 

comportamiento de L. monocytogenes en productos vegetales frescos. Este modelo ha 

sido utilizado por diversos autores para identificar los factores que determinan el 

crecimiento de L. monocytogenes en diferentes matrices alimentarias. Por ejemplo, Pujol 

et al. (2012) aplicaron el modelo Gamma en diversos productos de origen animal, como 

leche, productos lácteos, ovoproductos y postres preparados, utilizando 605 datos sobre 

el comportamiento del patógeno obtenidos de la literatura científica. Concluyeron que la 

estructura del modelo era adecuada para analizar datos existentes, aunque estos 

presentaran una alta variabilidad. De manera similar, en el Capítulo I se utilizaron 808 

datos de crecimiento/no crecimientos extraídos de 105 estudios sobre el comportamiento 

de L. monocytogenes en productos vegetales. Los factores de entrada considerados fueron 

el pH y la aw de los productos vegetales y la temperatura de conservación. La cantidad 

de estudios seleccionados y los datos sobre el comportamiento extraídos de la literatura, 

supera el promedio de trabajos sobre el comportamiento de L. monocytogenes en 

productos vegetales previamente publicados (Hoelzer et al., 2012; Marik et al., 2020).  

Las predicciones obtenidas mediante el modelo Gamma se compararon con datos 

empíricos descritos en la bibliografía científica, logrando un porcentaje de concordancia 
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cercano al 90,0% en algunas categorías de productos, como las hortalizas de hoja. La 

utilidad del modelo Gamma ha sido corroborada en otros estudios. De Cesare et al. (2018) 

aplicaron el modelo teniendo en cuenta como factores inhibidores temperatura de 

conservación y pH y aw de una matriz compleja (ensalada de pasta), y hallaron que el 

modelo predecía adecuadamente la cinética de crecimiento de este patógeno a diferentes 

temperaturas y condiciones de envasado, pudiendo ser aplicable a matrices similares en 

diferentes condiciones de conservación. Más recientemente, Austrich-Comas et al. (2022) 

emplearon el modelo Gamma con el fin de identificar los factores críticos que afectan el 

crecimiento de L. monocytogenes durante la producción de salchichas de pollo listas para 

el consumo. Los autores encontraron que, por un lado, la temperatura durante las etapas 

iniciales del proceso de maduración y también la aw al final de este período, eran 

determinantes en el control del crecimiento de este patógeno. Por otro lado, Serra-Castelló 

et al. (2022), utilizando el mismo modelo, pudieron identificar que la aw era el principal 

factor limitante del crecimiento de L. monocytogenes en jamón curado. Estos autores 

también pudieron identificar el valor umbral de la aw necesario para inhibir el crecimiento 

de este patógeno en el producto final, y que se puede utilizar para clasificar este producto 

como alimento listo para el consumo que no permite el crecimiento de este patógeno. 

Los resultados obtenidos en el capítulo I mostraron que, como era de preveer, la 

precisión del modelo aplicado variaba según el tipo de producto. Los diferentes 

porcentajes de concordancia obtenidos (87,5% en las hortalizas de hoja frente a 78,5 % 

en frutas), según las categorías de productos en estudio, reflejan la necesidad de ajustar 

los modelos matemáticos existentes para las diferentes matrices alimentarias, y poder 

conseguir así que las predicciones sean fiables y aplicables en los diversos contextos 

industriales (Pinon et al., 2014). En este sentido, puede ser necesario integrar otros 

factores en los modelos con el fin de que se adapten a los distintos tipos de productos. 
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Pujol et al. (2012) consideraron como factores de entrada en el modelo la temperatura, 

pH y aw, en distintos productos de origen animal pero también ácidos orgánicos como 

ácidos sórbico, acético y láctico. Por otra parte, Tchuenchieu et al. (2022), aplicaron el 

modelo Gamma para predecir la inactivación de L. monocytogenes en zumos de frutas a 

los que se añadía carvacrol. En este estudio, los factores incluidos en el modelo fueron la 

temperatura, pH, ºBrix y otros parámetros del carvacrol añadido (PV y Kow). Estos 

autores no encontraron diferencias significativas entre los valores de inactivación 

predichos y los valores reales obtenidos. Con el fin de mejorar la capacidad de predecir 

el comportamiento de L. monocytogenes en las frutas ácidas por parte del modelo 

utilizado en el Capítulo I de esta Tesis, se podrían introducir factores adicionales de 

entrada. Uno de esos factores relevantes podría ser el contenido de azúcares en las frutas, 

ya que este factor puede influir significativamente en el crecimiento microbiano (Mizzi 

et al., 2020). 

Los modelos de simulación siempre representan una simplificación de las 

condiciones reales, ya que suelen considerar un número limitado de factores en 

comparación con las numerosas variables que influyen en el crecimiento de patógenos en 

los productos alimenticios (Taiwo et al., 2024; McMeekin y Ross, 2002). No obstante, 

teniendo en cuenta la concordancia obtenida entre valores reales y predichos por el 

modelo Gamma utilizado en el Capítulo I, se puede concluir que el modelo es útil para 

asistir en el proceso de toma de decisiones relativo a la contaminación por L. 

monocytogenes en productos vegetales frescos. Aunque el modelo requiere de algunos 

ajustes para mejorar su confianza y evaluar de manera integral los factores que determinan 

el riesgo de listeriosis asociado con el consumo de estos productos, sí que fue eficaz 

identificando a las hortalizas de hoja como el grupo en el que existe un mayor riesgo de 

crecimiento de L. monocytogenes. Las investigaciones previas centradas en determinar la 
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capacidad de crecimiento de L. monocytogenes en frutas y hortalizas coinciden con los 

resultados presentados en esta Tesis. Silva et al. (2017) realizaron una revisión sistemática 

y un meta-análisis sobre un gran número de datos de prevalencia de patógenos en 

productos vegetales en tiendas minoristas de Europa. En este estudio, L. monocytogenes 

fue el patógeno con mayor prevalencia en los distintos tipos de productos vegetales. Cabe 

destacar que las hortalizas de hoja presentaron la mayor incidencia de este 

microorganismo entre todos los productos vegetales estudiados (2,2%; IC del 95,0%: 1,0-

4,7%).  

Utilizando aproximaciones diferentes, Lee et al., (2012) elaboraron una 

clasificación del riesgo entre distintos patógenos y productos vegetales frescos. En este 

estudio se utilizaron datos de la Comisión del Codex Alimentarius (CAC), así cmo de 

diferentes países desarrollados (frecuencia y gravedad de las enfermedades, frecuencia de 

consumo y probabilidad de contaminación cruzada). Si bien estos autores no estudiaron 

el riesgo por categorías de productos, si identificaron en el primer grupo de patógenos 

asociados a productos vegetales a L. monocytogenes. Por otro lado, Anderson et al., 

(2011) realizaron una evaluación de riesgos para clasificar combinaciones de patógenos 

y productos hortofrutícolas mediante información obtenida de brotes asociados a 

productos vegetales en EEUU. Aunque en este caso L. monocytogenes no se identificó 

com el principal agente, las hortalizas de hoja sí que se identificaron como un alimento 

de riesgo, concretamente, la combinación de hortalizas de hoja y E. coli O157 

enterohemorrágica (EHEC) ocupó el primer lugar en todas las interacciones del modelo 

y, en segundo lugar, S. enterica en tomates y hortalizas de hoja. Otros autores como Yang 

y Scharff (2024), desarrollaron estimaciones con el fin de conocer el impacto de la 

contaminación por distintos patógenos de las hortalizas de hoja y sus subcategorías en la 

salud pública en los EEUU. Estos autores, señalaron que hasta un 9,2% de las 
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enfermedades transmitidas por alimentos causadas por patógenos conocidos se atribuyen 

a hortalizas de hoja y que las lechugas están vinculadas a más del 75,7% de las 

enfermedades transmitidas por alimentos incluidos en este grupo.  

La utilización del modelo Gamma permitió determinar qué productos vegetales 

frescos eran más susceptibles de permitir el crecimiento de L. monocytogenes y así 

alcanzar el primer objetivo de la tesis doctoral. Cabe destacar que, para nuestro 

conocimiento, era la primera vez que se aplicaba un modelo Gamma para predecir el 

comportamiento de este patógeno en productos vegetales frescos y se comparaba con 

datos obtenidos de la literatura científica. El modelo indica claramente que las hortalizas 

de hoja son capaces de permitir el crecimiento de L. monocytogenes, pudiendo representar 

un riesgo para la población. Con el fin de determinar el riesgo real de contaminación de 

hortalizas de hoja por L. monocytogenes, también es importante determinar si existen 

operaciones en la línea de procesado de estos productos, capaces de inactivar o favorecer 

el crecimiento del patógeno. En este sentido, no solo es importante conocer los puntos 

críticos en los que la contaminación cruzada del producto puede ocurrir, sino también el 

impacto que el estado fisiológico de la bacteria puede tener en su capacidad de contaminar 

el producto vegetal. En el Capítulo II se aborda la capacidad de contaminación cruzada 

de L. monocytogenes al producto vegetal durante la etapa de lavado y si el estado 

fisiológico de la bacteria afecta su capacidad de contaminación. Si estos factores son 

relevantes, se deben tener en cuenta y, por lo tanto, incluirse en los modelos predictivos 

desarrollados para este grupo de alimentos. 
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3. Relevancia del estado fisiológico de la bacteria en su capacidad de contaminación 

a lo largo de la cadena de procesado. 

El estado VBNC representa un desafío significativo en la seguridad alimentaria 

de los vegetales listos para el consumo, ya que las células en este estado no pueden ser 

detectadas por métodos de cultivos tradicionales, pero podrían potencialmente resucitar 

durante su conservación y ser un riesgo para el consumidor (Truchado y Allende, 2020c; 

Wideman et al., 2021;Zhang et al., 2023). El estado VBNC de algunos patógenos 

alimentarios (E. coli O157; S. enterica serovar Oranienburg) podría ser el responsable de 

algunos brotes de toxiinfecciones alimentarias, sobre todo en aquellos casos en los que 

no es posible identificar el vector alimentario de la contaminación (Asakura et al., 2002; 

Makino et al., 2000; Zhao et al., 2017).  

Estudios previos han demostrado que los desinfectantes habitualmente usados en 

la industria hortofrutícola, tales como Cloro, ClO2 o PAA, pueden inducir a los patógenos 

alimentarios al estado VBNC (Gu et al., 2020; Noll et al., 2020, Highmore et al., 2018, 

Truchado et al., 2020c). Highmore et al. (2018) encontraron que 12,0 mg/L y 3,0 mg/L 

de cloro libre, inducia respectivamente, al 100% de las células de L. monocytogenes y 

Salmonella Thompson presentes en el agua, al estado VBNC. Posteriormente, Truchado 

et al. (2020c) evaluaron si algunos de los principales desinfectantes utilizados en la 

industria alimentaria y a las dosis operacionales recomendadas para mantener la calidad 

microbiológica del agua de lavado, inactivaban o inducían a los patógenos alimentarios 

(L. monocytogenes y E. coli O157:H7) al estado VBNC en diferentes tipos de agua de 

proceso de productos vegetales. Los desinfectantes y las dosis ensayadas por estas autoras 

fueron los limites previamente recomendados en guias y publicaciones cienttificas para 

cada desinfectante, cloro a 20,0-25,0 mg/L (Tudela et al., 2019), ClO2 2,0-3,0 mg/L (Food 

and Drugs, 2011a) y PAA a 80,0 mg/L (Food and Drugs, 2012) . Truchado et al. (2020c) 
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hallaron que las dosis recomendadas de PAA y ClO2, inactivaban una parte del inoculo, 

pero inducían al resto de células a un estado VBNC. Este estudio demostraba que la 

actividad antimicrobiana real de los desinfectantes a dosis recomendadas puede estar 

sobreestimada. Teniendo en cuenta estos hallazgos, se fijó como objetivo del Capítulo II, 

evaluar si las bacterias en estado VBNC presentes en el agua de lavado pueden ser capaces 

de adherirse al producto vegetal y, si una vez adheridas al producto vegetal, son capaces 

de sobrevivir y multiplicarse, representando un riesgo microbiológico para el consumidor 

de estos productos.  

Los resultados del Capítulo II indican que las células VBNC de E. coli O157:H7 

no fueron capaces de adherirse a la lechuga rallada durante el lavado o, si lo hicieron, sus 

niveles estaban por debajo del límite de detección después del lavado y durante la 

conservación (LOD: 0,7 Log10 UFC/g). Por el contrario, otros autores han observado que 

células estresadas de este patógeno conseguían adherirse a la superficie de hojas de 

lechuga (Van der Linden et al., 2014). Cabe destacar que estos autores estudiaron la 

adhesión de células estresadas, pero cultivables, y emplearon un método de inoculación 

diferente (inoculación directa "spot” en vez de lavado). Dinu y Bach (2011) detectaron 

la presencia de la verotoxina en las muestras de producto vegetal inoculado (lechuga), 

demostrando que las células en estado VBNC de E. coli O157:H7 se encontraban 

metabólicamente activas. Las diferencias observadas entre los distintos estudios 

publicados en la literatura científica pueden deberse a variaciones en las cepas bacterianas 

y los tipos de superficies de los productos, además de la dificultad para distinguir entre 

resucitación de células VBNC, células lesionadas subletalmente y el crecimiento de 

células cultivables residuales (Li et al., 2014).  

En el caso de L. monocytogenes, si se detectaron células cultivables y VBNC en 

la lechuga rallada tras 15 días de conservación a 7ºC. Estos resultados indican que las 
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células VBNC presentes en el agua de proceso pudieron contaminar el producto durante 

el lavado (Capitulo II) y que una porción de células en estado VBNC fueron capaces de 

recuperarse durante la conservación (7°C 15 días). En la misma línea, otros autores han 

encontrado que el estado VBNC de las células de L. monocytogenes es reversible. 

Highmore et al. (2018) demostraron que L. monocytogenes en estado VBNC era capaz de 

resucitar en el hospedador utilizando el modelo Caenorhabditis elegans. Asimismo, Han 

et al. (2002) observaron que las células VBNC de L. monocytogenes, inducidas tras un 

tratamiento con gas ClO₂ en pimientos verdes, pudieron recuperarse. En contraste, Dreux 

et al. (2007) observaron que las células VBNC de L. monocytogenes inducidas en hojas 

de perejil bajo condiciones secas (HR 47–69%) no lograron recuperar su capacidad de 

cultivo, incluso después de ser expuestas a condiciones húmedas (HR 100%). 

Los resultados del Capítulo II demuestran por primera vez que las células en 

estado VBNC de L. monocytogenes en agua de proceso pueden adherirse al producto 

vegetal y resucitar durante su vida útil. Pese a que los recuentos de células cultivables 

detectados tras 15 días de conservación fueron bajos y próximos al límite de detección 

(0,7 Log10 UFC/g), estos resultados indican que la presencia de estas VBNC no debe de 

ser subestimada ya que, en condiciones favorables, las bacterias pueden revertir su estado 

y potencialmente constituir un riesgo para el consumidor. Como señalan Lotoux et al. 

(2022), en la industria alimentaria, los estándares de seguridad respecto a la 

contaminación por L. monocytogenes se basan principalmente en la detección y recuento 

de células de este patógeno que se encuentran en estado cultivable. Tanto en EEUU, con 

su política de tolerancia cero, como en Europa, con criterios menos estrictos para ciertos 

alimentos listos para el consumo, estos estándares no contemplan el riesgo potencial 

asociado con las formas VBNC del patógeno. Dado que la detección de bacterias VBNC 
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es compleja, su presencia debería ser considerada en las evaluaciones de riesgo industrial 

y en la regulación sanitaria. 

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los estudios sobre la patogenicidad de 

las células de L. monocytogenes en estado VBNC tienen resultados contradictorios. 

Highmore et al. (2018) además de demostrar la capacidad de resucitación de L. 

monocytogenes en estado de VBNC en el hospedador, mediante el modelo C. elegans, 

observaron que la esperanza de vida en los nematodos inoculados se veía reducida, 

sugiriendo un mantenimiento de la virulencia por parte de estas células. Otros autores han 

detectado la expresión de factores de virulencia (hly e inlA) en células VBNC de L. 

monocytogenes inducidas por déficit nutricional (Tamburro et al., 2015; Zolfaghari et al., 

2019). Sin embargo, como destacan Wideman et al. (2021) en una revisión reciente sobre 

el estado VBNC en L. monocytogenes, todavía no se ha comprobado de manera 

concluyente que la expresión de genes de virulencia en este patógeno se traduzca 

efectivamente en patogenicidad en células en estado VBNC. Además, resultados 

contrarios han sido publicados por diversos autores que señalan que las células de L. 

monocytogenes en estado VBNC son avirulentas (Cappelier et al., 2005; Lindbäck et al., 

2010). No obstante, hay que tener en cuenta por ejemplo que pese a que Cappelier et al. 

(2007) indicaron que las células de este patógeno en este estado VBNC eran avirulentas, 

también demostraron que, al revertir al estado cultivable, estas bacterias recuperaban la 

virulencia. También hay que tener en cuenta otros aspectos vinculados a las bacterias en 

estado VBNC. En el caso de Noll et al. (2020) observaron que el cloruro de benzalconio 

no solo inducía el estado VBNC en L. monocytogenes, sino que también disminuía la 

susceptibilidad del mismo a los antibióticos.  

El hecho de que algunos estudios han demostrado que ciertas células en estado 

VBNC pueden mantener su virulencia y resucitar, subraya la necesidad de profundizar en 
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la investigación para comprender mejor bajo qué condiciones las células de L. 

monocytogenes en este estado pueden representar un mayor riesgo para la salud pública 

y la seguridad alimentaria (Osek et al., 2022; Wideman et al., 2021). 

Los resultados de los Capítulos I y II han permitido comprender que las hortalizas 

de hoja permiten el crecimiento de L. monocytogenes y que existe un riesgo real de que 

estos productos vegetales puedan contaminarse con bacterias patógenas durante el 

procesado, incluso cuando están en estado VBNC. La capacidad de las bacterias en estado 

VBNC de resucitar y multiplicarse durante la conservación, demuestra que pueden ser un 

posible riesgo para el consumidor final. Estas evidencias refuerzan la importancia de 

implementar estrategias adicionales como son los tratamientos post-proceso, que puedan 

controlar el crecimiento de L. monocytogenes a lo largo de la conservación de hortalizas 

de hoja listas para el consumo.  

 

4. Tratamientos de bioconservación post-proceso: potencial de control del 

crecimiento de L. monocytogenes en productos vegetales frescos y potencial 

aplicación industrial   

Muchos autores han recomendado la aplicación de distintos tratamientos barrera, 

que sean complementarios, y que consigan un nivel de protección mayor a la hora de 

reducir los riesgos microbiológicos en los alimentos (Mogren et al., 2018). El concepto 

multi-barrera o multi-hurdle en inglés, también se aplica en los productos vegetales 

frescos listos para consumir, utilizando múltiples métodos o tratamientos combinados 

para inhibir el crecimiento de microorganismos patógenos. En este sentido, la aplicación 

de tratamientos de bioconservación post-proceso, como el uso de cultivos protectores y 

bacteriófagos, se presenta como una barrera adicional a las medidas preventivas y de 
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control, ayudando a controlar el crecimiento de patógenos humanos como L. 

monocytogenes durante la vida útil de los alimentos (Imran et al., 2023; Webb et al., 2022; 

Barache et al., 2024).  

La aplicación de estos tratamientos post-proceso puede ser necesaria en productos 

como las hortalizas de hoja, ya que tal y como se ha demostrado, permiten el crecimiento 

de L. monocytogenes y las etapas de procesado pueden contribuir a la contaminación del 

producto final. Asimismo, L. monocytogenes puede multiplicarse durante la vida útil de 

estos productos que se transportan y conservan a temperaturas de refrigeración y que se 

consumen crudos. Además, el riesgo de multiplicación se incrementa considerablemente 

en condiciones de abuso de temperatura, situación que puede darse por errores en el 

mantenimiento de la cadena de frío, ya sea por los manipuladores o los consumidores, de 

ahí la importancia de controlar la contaminación y el crecimiento de este patógeno 

teniendo en cuenta todos los escenarios posibles (Kroft et al., 2022).  

Los Capítulos III y IV de esta tesis se centran en el uso de tratamientos de 

bioconservación post-proceso para controlar la contaminación por L. monocytogenes en 

diversos productos vegetales frescos. Tal y como se mencionó en la introducción, el 

número de investigaciones disponibles sobre el uso de bioconservantes post-proceso en 

alimentos vegetales es menor en comparación con los existentes en productos de origen 

animal, lo que convierte este campo de estudio en un área de investigación de interés 

(Amjad et al., 2024; Ranveer et al., 2024).  

En el Capítulo III se evaluó la eficacia de diferentes formulaciones comerciales 

frente a L. monocytogenes en diversas hortalizas de hoja, incluyendo lechuga romana e 

iceberg, espinaca baby y col. Se emplearon dos formulaciones comerciales a base de 

bacteriófagos (Listex P100™ y ListShield™) y dos basadas en cultivos protectores 

productores de bacteriocinas (SafePro™ y HoldBAC™). Los resultados mostraron que 
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Listex P100™ fue el tratamiento más efectivo, logrando reducciones significativas en los 

recuentos de L. monocytogenes en todas las hortalizas de hoja durante su conservación 

(reducción de hasta 2,0 Log10 UFC/g en algunos casos) en comparación con los controles 

no tratados. Aunque el resto de los tratamientos también mostraron cierta capacidad de 

control, esta fue menor y más variable según la matriz vegetal.  

En los estudios previos en los que se ha evaluado la actividad de los bacteriófagos 

contra L. monocytogenes, se han observado, en la mayoría de los casos, reducciones 

significativas del patógeno cuando se inoculaba en productos frescos. Como se señala en 

la discusión del Capítulo III, los bacteriófagos pueden ofrecer una alta especificidad para 

el género Listeria spp., L. monocytogenes o incluso serotipos o cepas especificas sin 

afectar otros microorganismos presentes en los alimentos (Ranveer et al., 2024).Sin 

embargo, esta especificidad puede resultar incluso desfavorable en algunos casos ya que 

la heterogeneidad genética entre las cepas de Listeria spp. o L. monocytogenes podría ser 

responsable de la variabilidad en la eficacia de los tratamientos con bacteriófagos 

(Kawacka et al., 2020). En este sentido, cabe recordar que la adsorción de un bacteriófago 

a la célula huésped requiere del reconocimiento de un receptor asociado a la pared celular 

bacteriana por una proteína de unión al receptor (Receptor Binding Protein, RBP) 

(Leprince y Mahillon, 2023). Este reconocimiento es específico y debe ser de alta 

afinidad, aunque los detalles moleculares de la adsorción de bacteriófagos a bacterias 

grampositivas, como L. monocytogenes, aún no se comprenden completamente 

(Bielmann et al., 2015). Una posible explicación para la menor eficacia de ciertos 

bacteriófagos podría ser la falta de afinidad en este proceso de adsorción. Por ejemplo, 

aunque el bacteriófago P100 presenta un amplio espectro de actividad frente al género 

Listeria (Kawacka et al., 2020) en un estudio donde se aplicó la formulación Listex™ en 

una planta de procesado de aguacate, solo el 26,7% de las 239 cepas de L. monocytogenes 
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aisladas fueron susceptibles al tratamiento (Strydom et al., 2015), lo que sugiere que una 

afinidad insuficiente podría haber influido en los bajos niveles de susceptibilidad. 

En el caso del Listex™ P100,antes de su aplicación como tratamiento post-

proceso, se evaluó la susceptibilidad de las cepas de L. monocytogenes seleccionadas para 

el estudio, confirmándose que todas eran susceptibles. Sin embargo, este evaluación no 

se llevó a cabo con el tratamiento ListShield. Por esta razón, la menor eficacia de 

ListShield en comparación con Listex, se puede atibuir a dos razones: 1) la utilización de 

una menor concentración aplicada del producto, en base a las por recomendaciones del 

fabricante lo que también implica una menor proporción bacteriófago/bacteria (Guenther 

et al., 2009, Iacumin et al., 2016), y 2) una menor especificidad del cocktail de 

bacteriófago a las cepas de L. monocytogenes utilizadas para la inoculación. Resultados 

similares fueron publicados por Gutiérrez et al. (2017), al comparar la eficacia de ambos 

productos en el control de L. monocytogenes en jamón curado.  

En cuanto a la actividad frente a L. monocytogenes de los cultivos protectores, otros 

estudios han evaluado la eficacia de cepas no comerciales para controlar L. 

monocytogenes y otros patógenos en hortalizas de hoja. Siroli et al. (2015), encontraron 

resultados similares a los obtenidos en el Capítulo III. Estos autores trataron canónigos 

inoculados con L. monocytogenes con una cepa experimental de L. plantarum. Esta cepa 

redujo aproximadamente en 0,5 Log10 UFC/g las poblaciones de L. monocytogenes en 

canónigos tras 7 días a 6ºC, en comparación con el control no tratado, aunque en este 

caso, al cabo de los 7 días el patógeno comenzó a crecer. Asimismo, encontraron que la 

eficacia de esta cepa dependía de la densidad del inoculo, siendo más eficaz a niveles 

mayores (a partir de 1,5 Log10 UFC/g). Otros autores como Trias et al. (2008) observaron, 

mediante el uso de cepas de Leuconostoc, una reducción significativa de L. 

monocytogenes en lechuga iceberg (< LOD: 40,0 UFC/g en lechuga) conservada a 25ºC 
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4 días. Este efecto se reducía al reducir la dosis aplicada de cultivo protector. El efecto 

contrario fue descrito por Russo et al. (2014), que al emplear un inoculo de 

aproximadamente 4,0 Log10 UFC/g de una cepa de L. plantarum (B2 CECT 8328) y otra 

de L. fermentum (PBCC11.5 CECT 8448), consiguieron inhibir el crecimiento de la 

población de L. monocytogenes en melón cortado tras 9 días a 4ºC. Sin embargo, al aplicar 

concentraciones de la solución de cultivo protector iguales o superiores a 8,0 Log10 

UFC/g, las diferencias observadas entre el producto tratado y el control eran menores, 

llegando incluso a desaparecer.  

La variabilidad observada en la eficacia de los distintos tratamientos post-proceso 

aplicados en el Capítulo III puede deberse a diversos factores como son: el tipo de agente 

de bioconservación (cultivos protectores o bacteriófagos) y cepa, las propiedades de la 

matriz alimentaria, la dosis aplicada, las condiciones de conservación y otros aspectos del 

diseño experimental (Grigore-Gurgu et al., 2024; Iacumin et al., 2016; Oliveira et al., 

2014). También es importante considerar que los mecanismos de acción de algunos de 

los tratamientos utilizados en esta tesis son bastante diferentes. Como se ha mencionado 

en la introducción, los bacteriófagos son virus que invaden selectivamente células 

bacterianas específicas, interrumpiendo el metabolismo bacteriano y causando la lisis de 

la bacteria, sin comprometer la viabilidad del microbioma del alimento, ni compitiendo 

con el mismo (Moye et al., 2018; Truchado et al., 2024). Por otro lado, los cultivos 

protectores tienen un impacto más amplio en la comunidad microbiana general, lo cual 

puede provocar una menor eficacia en su capacidad de control de patógenos en la matriz 

alimentaria causada por la competición con otros microorganismos, como cepas de BAL, 

presentes de forma natural en los alimentos (Webb et al., 2022). Los tratamientos 

aplicados en los ensayos del capítulo III, implican la adición de cepas en lugar de la 

aplicación directa de bacteriocinas. Por lo tanto, la menor eficacia de los tratamientos con 
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cultivos protectores podría atribuirse también a las condiciones de crecimiento durante la 

conservación de los alimentos, que pueden definirse como subóptimas, así como a las 

interacciones competitivas con otros microorganismos. Su eficacia limitada, en 

comparación con el tratamiento con Listex P100™, también podría deberse a la eficacia 

dependiente de la producción de bacteriocinas y su baja solubilidad, lo que puede limitar 

su difusión en las matrices alimentarias (Ennahar et al., 2000; Rendueles et al., 2022).  

Como los resultados del Capítulo III señalaron a Listex P100™ como el 

tratamiento post-proceso más prometedor para el control del crecimiento de L. 

monocytogenes en los cuatro tipos de hortalizas de hojas seleccionadas, fue necesario 

demostrar si el uso del tratamiento Listex™ podía tener algún efecto negativo en la 

calidad organoléptica de las mismas. Los resultados obtenidos demostraron que este 

tratamiento no afectaba negativamente la calidad del producto. Resultados similares a los 

presentados en este Capítulo coinciden con los descritos por Perera et al. (2015), que no 

encontraron ningún efecto negativo en la calidad organoléptica de la lechuga, cuando se 

había tratado con ListShield™. Asimismo, un estudio reciente ha demostrado que la 

aplicación de una lisina, obtenida de un bacteriófago experimental aislado para controlar 

E. coli O157:H7, tampoco alteró la calidad visual y textura de las hojas de lechuga en 

comparación con el control no tratado (Xu et al., 2021). No obstante, la mayoría de los 

estudios disponibles en la literatura científica sobre el impacto de los bacteriófagos en la 

calidad organoléptica de los alimentos se han realizado en productos de origen animal, y 

han concluido que el tratamiento con bacteriófagos no alteraba la calidad organoléptica 

de los productos (Colás-Medà et al., 2023, Volpi et al. 2023).  

Los resultados del Capítulo III permitieron concluir que el tratamiento post-

proceso con Listex P100™, aplicado a las hortalizas de hoja, puede ser una herramienta 

útil para controlar el crecimiento de L. monocytogenes en estos productos a lo largo de la 
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vida útil, sin comprometer la calidad de los mismos. Los brotes recientes de enfermedades 

transmitidas por alimentos, como los relacionados con L. monocytogenes, han destacado 

la urgencia de mejorar e implementar nuevas prácticas de control para garantizar la 

seguridad alimentaria. En este contexto, la validación es un paso crucial cuando se busca 

trasladar los resultados obtenidos en laboratorio al entorno industrial, asegurando así su 

efectividad a escala comercial. Estos estudios son fundamentales para confirmar la 

efectividad y viabilidad del tratamiento en condiciones operativas normales y su posterior 

implementación en el sector (Ceylan et al., 2021, Wason et al., 2021). La obtención de 

resultados positivos en entornos industriales facilita la transferencia del conocimiento 

obtenido a nivel académico hacia potenciales aplicaciones comerciales y 

gubernamentales (Filter et al., 2016).  

De esta forma, el Capítulo IV de la presente tesis persiguió el objetivo de validar, 

a escala industrial, la estrategia de intervención más eficaz en función de los resultados 

del capítulo III. Este trabajo permitió la confirmación de la viabilidad de la aplicación 

industrial de Listex P100™ en líneas de procesado reales de productos vegetales frescos 

en España y Dinamarca.  

En la aplicación de este tipo de formulaciones, es fundamental ajustar 

cuidadosamente todos los parámetros, como las concentraciones, tiempos de aplicación 

y procedimientos de control, ya que la eficacia de cada bacteriófago o cocktail de 

bacteriófagos depende en gran medida de las características específicas del sistema virus-

matriz alimentaria que se esté estudiando (Imran et al., 2023; Sillankorva et al., 2012). 

Por ejemplo, uno de los aspectos claves a la hora de aplicar tratamientos post-proceso es 

reducir la cantidad de agua añadida al producto final con el fin de evitar cualquier reacción 

de alteración causada por el exceso de agua. Volpi et al. (2023) aplicaron un bacteriófago 

comercial a carcasas de cerdo para controlar el crecimiento de Salmonella y observaron 
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que la optimización en la cantidad de agua aplicada era imprescindible, no solo por evitar 

la alteración del producto, sino también para hacer la producción más sostenible, con un 

menor uso de energía y agua. 

La escasez de estudios sobre la aplicación de bacteriófagos en productos vegetales 

para el control de patógenos en condiciones reales de procesado subraya la necesidad de 

realizar investigaciones en entornos industriales, con el fin de verificar si los resultados 

positivos obtenidos en laboratorio son realmente extrapolables a escenarios prácticos. La 

actividad de la membrana y los niveles de energía de las bacterias puede influir en la 

capacidad del bacteriófago para infectarlas (Bouvier y Maurice, 2011). Estos factores 

resaltan la complejidad del uso de bacteriófagos en el biocontrol de cepas bacterianas en 

entornos de procesado reales, donde las condiciones ambientales y el estado de los 

microorganismos son variables (Maurice et al., 2010; 2013). 

No obstante, la aplicación con resultados satisfactorios de Listex P100 en entornos 

industriales sugiere que el uso de tratamientos de bioconservación post-proceso con 

bacteriófagos ofrece un enfoque prometedor para abordar las potenciales 

contaminaciones por L. monocytogenes en hortalizas de hoja listas para el consumo y 

mejorar la seguridad alimentaria, pudiendo integrarse eficazmente en las líneas de 

procesado existentes, sin requerir cambios significativos en las operaciones (Truchado et 

al., 2024).  
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En base a los objetivos planteados para esta Tesis Doctoral sobre los factores 

determinantes del crecimiento y/o estado fisiológico de L. monocytogenes en productos 

vegetales frescos y las posibles estrategias de control, se ha llegado a las siguientes 

conclusiones: 

 

1. Aplicaciones de la microbiología predictiva en la industria de productos 

vegetales frescos. 

En el capítulo I se evaluó, por primera vez, el uso de un modelo Gamma para 

predecir el comportamiento de crecimiento o no crecimiento de L. monocytogenes en 

diversas frutas y hortalizas frescas, considerando algunas de sus propiedades 

fisicoquímicas intrínsecas y la temperatura de conservación durante su vida útil. Los 

resultados obtenidos a partir de los datos extraídos de la literatura científica disponible 

indicaron que el modelo aplicado proporciona predicciones satisfactorias en todas las 

hortalizas, especialmente en el grupo de hortalizas de hoja, con un elevado grado de 

concordancia entre las predicciones y los datos empíricos. Sin embargo, las predicciones 

para el grupo de frutas resultaron menos satisfactorias, particularmente en las frutas 

ácidas, debido principalmente a una sobreestimación del efecto inhibitorio del pH. El 

modelo Gamma se presenta como una herramienta potencial para la evaluación del 

comportamiento de crecimiento de L. monocytogenes en productos vegetales frescos, 

ofreciendo un enfoque estratégico para la gestión de la seguridad alimentaria en la 

industria hortofrutícola. No obstante, es necesaria una mejora continua y validación del 

modelo mediante nuevos datos empíricos para mejorar su fiabilidad y aplicabilidad, 

especialmente en el grupo de las frutas. Este modelo permitió la identificación de las 

hortalizas de hoja, grupo en el que funcionaba satisfactoriamente, como grupo de 

alimentos de mayor riesgo en cuanto al crecimiento del patógeno considerado, ya que 

siempre predecía crecimiento al introducir los diferentes factores. En los grupos de 
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alimentos con mayor riesgo, las medidas preventivas y las estrategias de intervención a 

nivel industrial deben ser exhaustivas y estar enfocadas en la reducción y control de la 

contaminación y crecimiento de L. monocytogenes. El siguiente paso de esta tesis doctoral 

fue evaluar la implicación del estado fisiológico de L. monocytogenes en etapas críticas 

del procesado de este grupo de productos vegetales para favorecer la toma de decisiones 

en cuanto a las medidas de intervención a aplicar. 

2. Estados fisiológicos de microorganismos patógenos y contaminación cruzada en 

la industria hortofrutícola. 

Los resultados presentados en el capítulo II demuestran, por primera vez, la 

contaminación cruzada durante la etapa de lavado entre las células en estado VBNC de 

L. monocytogenes presentes en el agua de lavado y el producto vegetal. Además, se ha 

demostrado la capacidad de estas células VBNC para sobrevivir y resucitar durante la 

vida útil del producto. Sin embargo, bajo las condiciones comerciales de conservación 

probadas (7 días a 4°C), la probabilidad de resucitación del estado VBNC a un estado 

cultivable de estas células y el posible crecimiento de estas durante la vida útil del 

producto fresco fue muy baja. No obstante, este hallazgo indica que la presencia de 

células de L. monocytogenes en estado VBNC en el agua de lavado debe tenerse en 

cuenta, aunque a priori su capacidad de resucitación durante el post-proceso sea baja. Los 

resultados obtenidos ponen en relieve un riesgo a tener en cuenta en el contexto de la 

contaminación cruzada a lo largo del procesado de los productos vegetales frescos y 

subrayan la necesidad de aplicar estrategias post-proceso. Estos tratamientos deben ser 

capaces de reducir el riesgo de crecimiento de L. monocytogenes durante la conservación 

en productos que permiten el crecimiento de este patógeno, como las hortalizas de hoja, 

para añadir un nivel adicional de seguridad. 
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3. Estudio de la eficacia de control de L. monocytogenes de tratamientos de 

bioconservación como estrategias post-proceso 

En el capítulo III, tras el estudio comparativo de la capacidad de cuatro 

tratamientos comerciales post-proceso, dos a base de bacteriófagos (ListShield™ y 

PhagueGuard Listex™) y dos a base de bacterias acido lácticas (SafePro®, Holdbac®), 

para controlar  el crecimiento de L. monocytogenes en hortalizas de hoja, los resultados 

mostraron que los cuatro tratamientos fueron capaces de controlar la presencia del 

patógeno inoculado en diferentes tipos de hortalizas de hoja en comparación con el 

control. Sin embargo, el tratamiento a base de bacteriófagos, PhagueGuard Listex™ 

mostró mayor eficacia en la mayoría de los productos vegetales frescos durante su vida 

útil en comparación con el control. Este tratamiento tampoco afectó a las características 

organolépticas de las hortalizas de hoja tratadas. La eficacia registrada de este tratamiento 

destacó la importancia de optimizar y evaluar métodos innovadores en la gestión de la 

seguridad alimentaria, más aún si se tienen en cuenta los brotes de listeriosis y las 

retiradas comerciales de productos vegetales asociadas a la detección L. monocytogenes. 

Para ello, es fundamental establecer una conexión entre la investigación y su aplicación 

práctica en entornos industriales para que los resultados obtenidos no queden relegados 

al ámbito académico. 

 

4. Validación industrial de un tratamiento comercial post-proceso a base de 

bacteriófagos frente a L. monocytogenes. 

La validación industrial de PhagueGuard Listex™ en la industria de productos 

vegetales se llevó a cabo mediante la optimización del método de aplicación, que incluyó 

el dispositivo y los pasos operativos del proceso. Se consiguió alcanzar la concentración 

recomendada de bacteriófagos en el producto y una distribución homogénea del mismo, 
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mediante un dispositivo que permitía aplicar mediante una fina nebulización la solución 

de Listex P100™. El tratamiento no afectó a las características organolépticas de los 

productos vegetales incluidos en este estudio (lechuga rallada).  

Se concluyó que el uso de PhagueGuard Listex™ como tratamiento post-proceso 

en la industria de hortalizas de hoja es viable en términos de consecución de la dosis 

efectiva, homogeneidad de aplicación en el producto y estabilidad de los agentes durante 

la vida útil del producto. Estos avances técnicos son cruciales para asegurar la eficacia y 

aceptación de tratamientos de bioconservación en la práctica industrial. No obstante, se 

requieren más investigaciones sobre la persistencia y estabilidad de los bacteriófagos en 

diferentes condiciones operativas y matrices vegetales durante su vida útil.  

En conclusión, todos los resultados presentados en los capítulos I-IV han 

permitido avanzar en el conocimiento sobre el comportamiento y el control del riesgo L. 

monocytogenes en la industria de hortalizas frescas listas para el consumo. Este avance 

forma parte de un enfoque holístico de la seguridad alimentaria, en el que cada etapa del 

proceso y cada innovación que se pueda introducir contribuyen a un sistema más seguro 

y eficiente para la protección de la salud pública. La adopción de estrategias adecuadas 

no solo puede mitigar los riesgos asociadas a la contaminación por L. monocytogenes, 

sino también fortalecer la confianza del consumidor en la seguridad y calidad de las 

hortalizas de hoja, cumpliendo con las expectativas de consumidores y reguladores en 

cuanto a calidad y seguridad.  
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