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Articulo de tesis

Identificacion de genes de resistencia y factores de virulencia en
Listeria spp. de origen alimentario, a partir de datos producidos
por NGS.

Juan Chiriboga !, Andrés Herrera (Tutor)?

1 Maestria en Biomedicina, Facultad de Ciencias de la Salud, UISEK; juan.chiriboga@uisek.edu.ec

Antecedentes: Listeria monocytogenes es un patégeno alimentario causante de Listeriosis, provoca una mayor mortalidad en grupos
vulnerables como ancianos, personas embarazadas o inmunodeprimidas. Aparece de forma no invasiva cuando causa una gastroen-
teritis aguda, pero si aparece de forma invasiva provoca meningitis afectando al sistema nervioso o listeriosis materno-fetal, causando
un aborto espontaneo. Los diferentes grados de patogenicidad ocurren por la presencia de factores de virulencia en locaciones cro-
mosémicas como: LIPI-1 o LIPI3. El objetivo de esta investigacion es caracterizar genes de resistencia y factores de virulencia del
Género Listeria spp. a partir de datos producidos por Secuenciacion de Genoma Completo (WGS) mediante herramientas bioinfor-
méticas para la comprension de riesgos enfocados a la contaminacion alimentaria y su transmision. Métodos: las lecturas crudas se
obtuvieron en la plataforma NCBI en la seccion SRA, mediante la plataforma Galaxy Australia se realizé un ensamblaje genémico
con: SPAdes, Quast, FASTQc, Trimmomatic; para la deteccion del resistoma bacteriano se utilizo ABRIcate y para la genotipifica-
cién se utiliz6 MLST. Resultados: Se identific a 2 muestras de L. innocua y 66 muestras de L. monocytogenes, donde el Linaje |
esta relacionado con infecciones humanas como listeriosis y un Linaje Il con la contaminacién en entornos alimentarios. El linaje |
present6 clones hipervirulentos como CC1, CC6 y CC217 por la presencia de Listeriolisina S (LLS), CC2 y CC87 presentaban genes
de LIPI-1 e internalinas. El linaje 11 tuvo al CC121 que presentaba genes de resistencia como Isa(E) y Inu(B), el CC19 presento el
gen tet(M). Conclusion: se identificd la expresion de ciertos factores hipervirulentos en clones especificos por lo cual esto permite
conocer los diferentes grados de virulencia que puede tener una misma especie bacteriana, siendo esto relevante para la vigilancia
epidemioldgica para identificar cepas de alto riesgo y la mejora de la seguridad alimentaria.

Palabras clave: Listeria monocytogenes; Next Generation Sequencing (NGS), Resistencia antimicrobiana (RAM,) Factores de viru-
lencia, Listeriosis

Abstract: Listeria monocytogenes is a foodborne pathogen that causes Listeriosis, leading to higher mortality in vulnerable groups
such as the elderly, pregnant people or immunosuppressed. It appears non-invasive form when it causes acute gastroenteritis, but if
it appears invasively it causes meningitis affecting the nervous system or maternal-fetal listeriosis, causing spontaneous abortion.
The different degrees of pathogenicity occur due to the presence of virulence factors in chromosomal locations such as: LIPI-1 or
LIPI3. The objective of this study is to characterize resistance genes and virulence factors of Listeria spp. genus from data produced
by Whole Genome Sequencing (WGS) using bioinformatics tools for understanding risks focused on food contamination and its
transmission. Methods: Raw reads were obtained from the NCBI platform in the SRA section, using the Galaxy Australia platform
a genomic assembly was performed with: SPAdes, Quast, FASTQc, Trimmomatic; ABRIcate was used to detect the bacterial resis-
tome and MLST was used for genotyping. Results: Two samples of L. innocua and 66 samples of L. monocytogenes were identified,
where Lineage | is related to human infections such as listeriosis and Lineage Il to contamination in food environments. Lineage |
presented hypervirulent clones such as CC1, CC6 and CC217 due to the presence of Listeriolysin S (LLS), CC2 and CC87 presented
LIPI-1 and internalin genes. Lineage 11 contained CC121 which presented resistance genes such as Isa(E) and Inu(B), CC19 presented
the tet(M) gene. Conclusion: The expression of certain hypervirulent factors was identified in specific clones, revealing the different
degrees of virulence in the same bacterial species, which is relevant for epidemiological surveillance to identify high-risk strains and
improve food safety.

Keywords: Listeria monocytogenes; Next Generation Sequencing (NGS), Antimicrobial Resistance (RAM,) Virulence Factors, Lis-
teriosis
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1. Introduccién

Las Enfermedades Transmitidas por alimentos (ETAS) representan una gran problematica con respecto a la salud
de las personas, debido al consumo de alimentos contaminados con agentes quimicos, fisicos y bioldgicos (bacterias,
hongos o virus) (Fernandez et al., 2021). Afectan a 1 de cada 10 personas anualmente, reportando 600 millones de
casos de personas enfermas y alrededor de 420.000 muertes, siendo igual un gran problema econémico por el consi-
derable tratamiento con antibidticos y su posible resistencia microbiana (Havelaar et al., 2015). Las bacterias relacio-
nadas con alimentos contaminados que presentan una mayor cantidad de reportes anualmente son: Salmonella spp.,
Staphylococcus spp., Escherichia coli, Bacillus cereus y Clostridium spp., de igual manera se reporta una gran canti-
dad de virus como: norovirus y rotavirus (Cortés-Sanchez et al., 2018).

En el Ecuador mediante el Sistema Integrado de Vigilancia Epidemioldgica (SIVE) perteneciente al Ministerio
de Salud Publica (MSP) se reportan casos netos de ETAS de manera constante en gacetas. Destacando patologias
causados por patdgenos alimentarios, como: Hepatitis A, Salmonelosis, Fiebre Tifoidea y otras intoxicaciones alimen-
tarias. La primera gaceta publicada del afio 2025 indica un gran nimero de casos relacionados con las ETAS en el
pais, con un total de 16 reportes de Hepatitis A, 110 de intoxicaciones alimentarias, 12 de fiebre tifoidea y paratifoidea,
4 de Shigelosis y 8 de Salmonella, siendo una gran problematica por el consumo de alimentos contaminados y rela-
cionados a la inocuidad alimentaria e higiene personal (MSP, 2025).

El Género Listeria spp. se encuentra presente en el medio ambiente, donde sus especies generan un impacto
zoonético y patogénico, actualmente presenta un nimero de 22 especies, pero existen 7 especies clasicas representa-
tivas que son: L.seeligeri, L. wishimeri, L. innocua, L. marthii, L. invanovii y L. monocytogenes; donde, se conoce que
L. ivanovii afecta a animales y L. monocytogenes tanto a animales como humanos, siendo las dos Unicas especies
patogénicas (Orsi et al., 2024). Por otro lado, L. innocua se ha reportado en personas inmunodepresivas pero no es
considerada patogena por la falta de produccion de factores de virulencia, no afecta a los humanos ni a los animales,
suele identificarse en lugares de procesamiento de alimentos o en entornos ambientales. Suele ser muy similar a L.
monocytogenes pero no presenta ciertos genes de virulencia que permiten el traspaso a través de las células epitaliales
como son: internalina Ay B (inlA, inIB) (Matto et al., 2022). Por otro lado, L. monocytogenes es de origen zoonotico,
siendo colonizadora del tracto gastrointestinal en animales, especialmente de granja, siendo un factor de diseminacién
a través de la cadena alimentaria, como el consumo de leche no pasteurizada, carne o alimentos procesados (Schoder
et al., 2022). El primer reporte de esta especie fue en el afio 1926 por el diagnéstico de un conejo con afecciones
sistémicas, que presentaban lesiones en los tejidos de sus 6rganos; posteriormente, se identificd la capacidad de infec-
tar a humanos mediante el consumo de alimentos contaminados, siendo un patégeno zoonotico relevante y el primer
caso en humanos reportado fue en el afio de 1980 (Sarr et al., 2023).

L. monocytogenes es una bacteria gram positiva, anaerobia facultativa con un diametro de 0.5 a 2 um, puede
tolerar altos niveles de salinidad como un pH de 4.6 a 9.5. Puede sobrevivir a niveles bajos de temperatura (-4°C) y
su temperatura 6ptima de crecimiento es 37°C (Osek & Wieczorek, 2023). La listeriosis se presenta de una forma no
invasiva como invasiva, esta primera se reporta como una gastroenteritis leve y provoca sintomas como: fiebre, vo-
mito, diarrea y dolor abdominal. Por otro lado, la listeriosis invasiva ocurre cuando la bacteria atraviesa la barrera
intestinal y provoca 3 manifestaciones clinicas: bacteriemia, ocurre cuando la bacteria ingresa al torrente sanguineo
produciendo un malestar general, escalofrios y fiebre alta; meningitis y encefalitis, ocurre cuando la bacteria traspasa
la barrera hematoencefalica y afecta al Sistema nervioso central, afectando principalmente a personas inmunodepri-
midas; listerioris materno-fetal, cuando la bacteria traspasa la placenta provocando aborto espontaneo y muerte fetal
(Bongiovanni et al., 2024; Wang et al., 2021). La identificacion de L. monocytogenes de manera general se realiza
con pruebas microbiologicas tradicionales y moleculares como PCR, que comprenden ciertas limitaciones al momento
de identificar linajes o complejos clonales. Asi, las pruebas microbiol6gicas requieren de medios de cultivo diferen-
ciales, donde puede existir confusion entre distintas especies por su alta similitud y se utiliza solamente para deteccion
e identificacion de esta especie (Mufioz & Rodriguez, 2021). Con los métodos moleculares existe una limitacidn,
donde deben ser realizadas por personas con experticia y los reactivos pueden resultar costosos, pero gracias a los
avances en tecnologia han aparecido técnicas que reducen estas limitaciones, como ensayos mediante MALDI-TOF
MS, LAMP y Ensayos inmunol6gicos como aglutinacién o inmunoprecipitacidn, utilizadas para el control microbio-
I6gico en alimentos (Logue & Nde, 2017)

La Secuenciacion de Proxima Generacion (NGS) abarca una gran variedad de tecnologias que secuencian una
gran cantidad de secuencias de forma masiva y paralela, siendo su principal funcion la identificacion de variantes
genéticas relacionadas a enfermedades, de esta manera se puede plantear un diagnostico, seguimiento y tratamiento
(Satam et al., 2023). Entre las tecnologias que mas se utilizan actualmente son Illumina e lon Torrent, la primera
utiliza una PCR en puente donde se unen fragmentos de ADN con oligonucle6tidos complementarios y se posicionan
en las celdas de flujo, su deteccidn se basa mediante fluorescencia. Por otro lado, lon Torrent utiliza el método de
PCR de emulsion y la deteccion se realiza mediante un i6n semiconductor (Hagar & Hassan Hagar, 2022). Las prin-
cipales aplicaciones de las NGS se enfocan tanto en la medicina como la investigacion, como lo son: diagndstico de
enfermedades genéticas moleculares como el cancer, estudio de genémica poblacional para conocer diversidades
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genéticas y su correlacion con enfermedades; por Gltimo, deteccidn de patdgenos para el andlisis filogenético como
su resistencia antimicrobiana (Hilt & Ferrieri, 2022).

La problemética de esta especie radica en que puede encontrarse de manera natural en el ambiente (agua, suelo
y heces), existiendo un riesgo muy elevado para la contaminacion de los vegetales; ya que, estos vegetales regular-
mente se les agrega fertilizantes obtenidos de las heces de animales donde pueden habitar bacterias, provocando igual-
mente el esparcimiento de antibi6ticos que son suministrados a los animales (Townsend et al., 2021). Otro punto
importante por considerar es la presencia de L. monocytogenes en industrias procesadoras de alimentos como carne o
lacteos, desde fases de almacenamiento, produccion y transporte, esto ocurre por la presencia de ciertos genes que
brindan las condiciones de supervivencia como: resistencia a bactericidas, antibi6ticos, temperaturas bajas, estrés,
entre otras (Wisniewski et al., 2022).

La resistencia antimicrobiana (RAM) es una de las principales amenazas a la salud mundial, provocando que las
infecciones sean mas complicadas de tratar. EI uso de antibi6ticos para alguna enfermedad causada por bacterias, es
considerada como la primera linea de tratamiento en una persona que presente sintomatologia de intoxicacion (Cartin
Rojas & Pascual Barrera, 2021). La problematica ocurre cuando se les da un mal uso a estos antibidticos, ya sea por
el consumo de farmacos de manera incorrecta, uso excesivo en la ganaderia o diseminacion global, provocando inefi-
cacia de los antibioticos y su limitado uso frente a afecciones que pueden ser mortales (Pilco Chicaiza & Burgos
Mayorga, 2025). En el estudio realizado por (Prieto et al., 2016) se realiz6 la evaluacion de sensibilidad mediante
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de distintos antibidticos como penicilina G, ampicilina, trimetoprima-sulfa-
metoxazol, gentamicina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol y rifampicina, presentando una alta susceptibilidad
en todos los antibidticos. También, se destaco la sensibilidad por parte de tetraciclina y su posible resistencia por la
presencia del gen tet(M).

La especie de L. monocytogenes se ha reportado que cuenta con dos mecanismos de resistencia a antibiéticos, de
manera intrinseca y de manera adquirida. La resistencia intrinseca ocurre de manera natural, ya que se encuentra
dentro de una especie bacteriana y no se encuentra relacionada directamente a exposicion a antibioticos, entre las
principales familias de antibidticos que presentan resistencia son: cefalosporinas, fluoroguinolonas (ciprofloxacino y
levofloxacino), fosfomicina, sulfonamidas y trimetoprima (Arslan & Ozdemir, 2020; Krawczyk-Balska & Markie-
wicz, 2016). Con respecto a la resistencia adquirida ocurre por la adquisicion de plasmidos o transposones mediante
mutaciones, por Transferencia Horizontal de Genes (HGT, del inglés Horizontal Gene Transfer), generando resisten-
cia a familias de antibi6ticos como tetraciclinas. De esta manera, los principales mecanismos de resistencia para que
ocurra esto, se da por procesos como la inactivacion del antibiotico, la expulsién mediante bombas de flujo o la for-
macion de biopeliculas (Michaelis & Grohmann, 2023; Rodriguez-Patifio et al., 2024). Otro punto importante por
considerar son los reportes sobre cepas de L. monocytogenes que presentan multirresistencia, como lo son: tetracicli-
nas, fluoroguinolonas y macrélidos, los principales genes adquiridos por transferencia horizontal que presentan resis-
tencia a varios antibioticos son: tet(M) como resistencia a tetraciclinas, Inu(B) que bloquea la sintesis de proteinas
siendo resistente a lincosamidas (lincomicina y clindamicina), Isa(E) permite la expulsién de antibiéticos como: es-
treptograminas, lincosamidas y pleuromutilinas (Hanes & Huang, 2022; Yan et al., 2020). Los factores de virulencia
causan dafio a un hospedero mediante colonizacion, infeccidn, invasion y regulacion del sistema inmune, esto ocurre
por la accion de proteinas y componentes estructurales, estos mismos presentan caracteristicas como: adhesion, su-
pervivencia intracelular, motilidad y diseminacion. Los genes que producen una mayor patogenicidad son: hly, plcA,
plcB, mpl, prfA, internalinas (A y B), las cuales son reconocidas por la isla de patogenicidad-1 (LIPI-1), presentes en
el ciclo intracelular (Vera et al., 2013).

Una vez mencionada la problematica, el uso de herramientas como la Secuenciacién de Genoma Completo
(WGS) permite el andlisis de informacidn genémica de un microorganismo con un alto nivel de especificidad. Por lo
cual, en este proyecto de investigacién tiene como justificacion la identificacién de plasmidos, genes de resistencia y
virulencia del Género Listeria spp., los cuales afectan a la salud de las personas. El objetivo de este estudio fue:
Caracterizar genes de resistencia y factores de virulencia del Género Listeria spp. a partir de datos producidos por
Secuenciacién de Genoma Completo (WGS) mediante herramientas bioinformaticas para la comprension de riesgos
enfocados a la contaminacion alimentaria y su transmision.

2. Materiales y Métodos

2.1. Busqueda de Bioproject e identificacion de alimentos

Primero, se realizé una blsqueda de secuencias utilizando la plataforma National Center Biotechnology Infor-
mation (NCBI) donde se buscd el Bioproject PRINA1125350 y se descarg6 los Archivos de Secuencia de Lectura
(SRA, del inglés Sequence Read Archive) a partir a Secuencias de Genoma Completo (WGS) mediante el equipo
Ilumina Novaseq X, donde los archivos correspondian a secuencias del Género Listeria spp. que fueron aisladas de
alimentos listos a consumir (RTE) en Ecuador.
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Tabla 1. Lecturas crudas de la seccion SRA.
Nlmero de acceso
1. SRX26785528 18. SRX26785511 35. SRX24963592 52. SRX24963575
2. SRX26785527 19. SRX24963608 36. SRX24963591 53. SRX24963574
3. SRX26785526 20. SRX24963607 37. SRX24963590 54, SRX24963573
4. SRX26785525 21. SRX24963606 38. SRX24963589 55. SRX24963572
5. SRX26785524 22. SRX24963605 39. SRX24963588 56. SRX24963571
6. SRX26785523 23. SRX24963604 40. SRX24963587 57. SRX24963570
7. SRX26785522 24. SRX24963603 41. SRX24963586 58. SRX24963569
8. SRX26785521 25. SRX24963602 42. SRX24963585 59. SRX24963568
9. SRX26785520 26. SRX24963601 43. SRX24963584 60. SRX24963567
10. SRX26785519 27. SRX24963600 44, SRX24963583 61. SRX24963566
11. SRX26785518 28. SRX24963599 45. SRX24963582 62. SRX24963565
12. SRX26785517 29. SRX24963598 46. SRX24963581 63. SRX24963564
13. SRX26785516 30. SRX24963597 47. SRX24963580 64. SRX24963563
14. SRX26785515 31. SRX24963596 48. SRX24963579 65. SRX24963562
15. SRX26785514 32. SRX24963595 49. SRX24963578 66. SRX24963561
16. SRX26785513 33. SRX24963594 50. SRX24963577 67. SRX24963560
17. SRX26785512 34. SRX24963593 51. SRX24963576 68. SRX24963559

* Las lecturas crudas se buscaron en la plataforma NCBI, se descargaron en un formato fastq.

2.2. Ensamblaje genémico y control de calidad.

Para el andlisis de las lecturas SRA se utilizd la plataforma Galaxy Australia, primero se descargd datasets en
formato FASTQc mediante Get Data (Galaxy Version 3.1.1+galaxyl) (Leinonen et al., 2011) dando un output de
archivos Pair-end y se realizé un filtro para trabajar con secuencias con un Average Quality de buena calidad (mayor
a 30) mediante la herramienta Trimmomatic (Galaxy Version 0.36.6) (Bolger et al., 2014), se realiz6 un control de
calidad de las secuencias mediante FASTQc (Galaxy Version 0.74+galaxyl) (Andrews, 2010). Luego, con los datos
Forward y Reverse se realizo el ensamblaje del genoma con la herramienta SPAdes (Galaxy Version 3.15.5+galaxy?2)
(Bankevich et al., 2012) y para la evaluacion de la calidad del ensamblaje se utilizé la herramienta Quast (Galaxy
Version 5.2.0+galaxyl) (Gurevich et al., 2013).

2.3. Genotipificacion bacteriana

La identificacion del tipo de secuencia (ST) se obtuvieron mediante la herramienta Multilocus Sequence Typing
(MLST) (Galaxy Version 2.22.0) (Jolley & Maiden, 2010). Para la determinacion de los Linajes y Complejos Clonales
(CC) se utilizo los archivos FASTA de cada muestra y se analizé mediante la plataforma Institut Pasteur.

2.4. Deteccion de genes de resistencia y virulencia.

Se realizd la deteccion de genes de resistencia, factores de virulencia y plasmidos mediante ABRIcate (Galaxy
Version 1.0.1) (Seemann, 2016) con una cobertura e identidad del 80%, se utilizd las Bibliotecas: Resfinder, Virulence
Factor Data Base (VFDB) y Plasmid Finder.

3. Resultados

3.1. Control de calidad para ensamblaje genémico

De las 68 muestras analizadas se determind que 66 corresponden a L. monocytogenes y 2 a L. innocua, se obtuvo
una longitud de ensamblaje promedio de 304.9508,65 y 290.2202,50 pb respectivamente, tal como se muestra en la

Tabla 2.

Tabla 2. Pardmetros de contigs de secuencias de Listeria spp.

Parametros L. monocytogenes L. innocua
N° aislados 66 2

Promedio de Longitud Total 3.049.508,65 pb 2.902.202,50 pb
Promedio de Contigs 54,48 43
N50 408.247,26 485.518,50
%G/C 37,95 % 37,47 %

* Los parametros se los obtuvo como reporte de la herramienta Quast, para indicar la calidad del ensamblaje.
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3.2. Genotipificacion de Listeria spp.

Con respecto a la diversidad genética se identificé 49 muestras que corresponden al Linaje I, 11 muestras del
Linaje I1, 2 muestras de L. innocua y 6 muestras de L. monocytogenes que no correspondian a ningdn Linaje. El tipo
de secuencia que tuvo una mayor cantidad de muestras fue ST2 con 36, como se muestra en la Figura 1.

ccl1| ETE| |st1e2s5()
coz| IS e
ccel llste()
ccs7| fste7(1)
c217| llst217()
ccio| N sT19(7)
cciz1| BlsT1214)
ccaag| [ sta4s()
ccsaz| [ stsa2(1)
o identificadol | (&)
0 5 10 15 30 35
N°aislados
Figura 1. Namero total de Tipos de Secuencia (ST), Complejos Clonales (CC) y Linajes identificados en 68 aislados
del Género Listeria spp. de alimentos del Ecuador.

Lingje |

Linnocual Linaje |l

Z

3.3. Deteccidn de genes de virulencia, resistencia y plasmidos

En la Tabla 3 se observan las distintas locaciones cromosomicas del Género Listeria spp., siendo LIPI-1 la
responsable de la invasion celular, encontrandose en la mayoria de las muestras excepto en las que correspondian a L.
innocua. Con respecto a LIPI-3, se identifico alrededor de 16 muestras que muestran genes hipervirulentos por la
presencia de la Listeriolisina S (LLS). De igual manera, se identificé una gran cantidad de internalinas, destacando su
ausencia en L. innocua. Algunas genes que participan en la interaccion con el hospedero para la invasion celular se
identifico en las 68 muestras como lo son: lap y iap/cwhA. Por Gltimo, genes que brindan nutrientes para la
supervivencia de la bacteria se identifico en la mayoria de las muestras.

Tabla 3. Componentes taxonémicos de Listeria spp. en alimentos de Ecuador.

Locacion Gen
cromosoma
LIPI-1 prfA (66), hly (66), mpl (66), plcA (59), plcB (66), actA (56)
LIPI-3 lIsA (16), lIsB (15), llsD (15), lIsG (16), llsH (16), lIsP (15), llsX (16), lIsY (15)
Internalinas inlA (66), inIB (65), inlC (65), inlF (61), inlK (66)

Resistencia al clpC (67), clpE (67), clpP (68), bsh (66), oatA (68), pdgA (68), prsA2 (67)
estrés

Interaccién con lap (68), lapB (64), IntA (66), iap/cwhA (68), vip (58), ami (13), aut (13)
hospedero

Nutrientes fbpA (68) , hpt (66), gtcA (68), IpeA (67), IplAl (67), IspA (68)
* Los valores que se encuentran dentro de los paréntesis representan el nimero total con respecto a las 68 muestras del Bioproject.

En la Tabla 4 se observa a los distintos genes de resistencia en las 68 muestras, identificando un total de 68 muestras
con el gen fosX que comprende resistencia a la fosfomicina, el cual, corresponde a una resistencia intrinseca. De igual
manera, genes de multirresistencia se las identificé en algunas muestras, como lo fueron: Inu(B) y Isa(E) resistente a linco-
samidas y clindamicinas, resistencia a la tetraciclina por el gen tet(M). Se identifico en su gran mayoria al plasmido
pLM5578 en 18 muestras, el plasmido ColRNAI-1 en 11 muestras y 2 muestras con plasmido J1776.
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Tabla 4. Genes de resistencia y plasmidos del Género Listeria spp.

Gen - Multirresistencia Plasmidos
fosX (68) Fosfomicina ColRNAI-1 (11)
Isa(E) (4) Lincomicina, Clindomicina, Dalfopristina, J1776 (2)
Pristinamicina_llA, Virginiamicina_M, Tiamulina
tet(M) (1) Doxiciclina, Tetraciclina, Minoclicina pLM5578 (18)
Inu(B) (4) Lincomicina, Clindamicina

* Los valores que se encuentran dentro de los paréntesis representan el nimero total con respecto a las 68 muestras del Bioproject.
Relacion entre Linajes y el Resistoma bacteriano

Como se puede observar en la Figura 2, hay cepas que comprenden un gran nivel de virulencia que corresponden al
Linaje I, donde todas estas cepas cuentan con genes de LIPI-3. Con respecto a genes que causan invasion celular por la
presencia de LIPI-1, el CC6 y CC217 cuentan con los 6 genes responsables de esto mientras que en el CC1 no se encon-
traron todos estos genes. De igual manera, se identificd en todas las cepas la presencia de internalinas, nutrientes y ciertos
genes que participan en la interaccion con el hospedero. Con respecto a genes de resistencia, todas las cepas presentan
resistencia a la fosfomicina y se identificé a dos plasmidos J1776.

LIPI1
LIP3
Internalinas
Estrés
Interaccion con
hospedero
Nutrientes
fosX

Isa(E)
tet(M)
Inu(B)
ColRNAI-1
J1776
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Figura 2. Mapa de calor que representa los distintos niveles de virulencia, genes y plasmidos asociados al resistoma
bacteriano del Linaje I con la presencia de LIPI-3 de L. monocytogenes.

En la Figura 3 se observa las muestras que pertenecen al Linaje I, destacando la ausencia de LIPI-3, tanto en el CC2
como en el CC87 se encontro presente todos los genes que comprende LIPI-1, causante de la invasion celular. Se identifico
en todas las cepas a las internalinas y genes que brindan nutrientes, hubo menor presencia en genes que corresponden a la
resistencia al estrés y una mayor expresion de genes de interaccion con el hospedero. Ademas, en todas las cepas hubo
solamente la resistencia a la fosfomicina, pero hubo una mayor presencia de pldsmidos como: pLM5578, ColRNAI-1 y
J1776 con respecto al CC2.
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Figura 3. Mapa de calor que representa los distintos niveles de virulencia, genes y plasmidos asociados al resistoma
bacteriano del Linaje I con la ausencia de LIPI-3 de L. monocytogenes. *Representa el nimero de muestras que son
similares y presentan la misma cantidad de genes.

En la Figura 4, se observa a las cepas que pertenecen al Linaje Il, existiendo una gran diferencia entre niveles de
virulencia. Donde, el CC19 cuenta con todos los genes de LIPI-1 como de internalinas, mientras que el CC121 no
presenta todos los genes de LIPI-1 y no existe presencia de internalinas. En ambos clones no se identifico la presencia
de genes de LIPI-3, pero si hubo la presencia de todos los genes de resistencia al estrés como la produccion de nutrientes
y hubo una mayor expresion de genes de interaccidn con el huésped por parte de CC121. Con respecto a la resistencia
antimicrobiana, en todas las cepas se identifico al gen fosX; de igual manera, se identificd solamente un gen tet(M) en
el CC19 y todas las cepas del CC121 presentaron resistencia con los genes Isa(E) y Inu(B); asi mismo, no hubo la
presencia de plasmidos.
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Figura 4. Mapa de calor que representa los distintos niveles de virulencia, genes y plasmidos asociados al resistoma
bacteriano del Linaje 1.

Con respecto a L. innocua, se observa la ausencia de genes responsables de la invasion celular como lo es LIPI-1 o
internalinas, por lo cual, se la considera no patégena. Ademas, hubo la presencia de ciertos genes que pertenecen a
LIPI-1, interaccion con el hospedero y nutrientes. Se identifico la presencia de resistencia a fosfomicina, como también
a los plasmidos ColRNAI-1y J1776.

LIPI-1

LIPI-3
Internalinas
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hospedador
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Figura 5. Factores de virulencia, genes de resistencia y plasmidos de cepas de L. innocua.

En la Figura 6, se encuentran los genes que no pertenecian a ningin tipo de secuencia o linaje por la mutacion de
algun gen housekeeping. Se identifico una gran variedad en la expresion de factores de virulencia indicando un cierto
potencial de patogenicidad; ademas, solo hubo resistencia a la fosfomicina y la presencia del plasmido ColRNAI-1.
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Figura 6. Factores de virulencia, genes de resistencia y plasmidos de cepas de L. monocytogenes a las cuales no co-
rrespondian a ningln linaje.

4, Discusién

El uso de tecnologias de secuenciacion masiva representa una herramienta fundamental para el analisis epide-
mioldgico, ya que permite la identificacion de microorganismos patdgenos de interés, genes de resistencia, factores
de virulencia y plasmidos. Su aplicacién en la vigilancia epidemioldgica facilita la deteccion de posibles brotes o
cadenas de transmisién, lo que resulta importante para la toma de decisiones en tratamientos y la prevencion de en-
fermedades (Comas et al., 2020). En esta investigacién se identificaron distintos grados de virulencia en los dos linajes
de L. monocytogenes, los cuales mostraron una relacion directa con los distintos tipos de listeriosis (invasiva o no
invasiva). Ademas, se observé una asociacion en la expresion de genes de resistencia y factores de virulencia, depen-
diendo del linaje al que pertenecian.

El tamafio promedio del genoma ensamblado de L. monocytogenes en este estudio fue de 3.049.508,65 pb, con
un promedio de contigs de 54,48 y un valor N50 de 408.247,46 pb. Por otro lado, para L. innocua se obtuvo un tamafio
promedio de 2.902.202,50 pb, con 43 contigs y un valor N50 de 485.518,50 pb. Siendo estos parametros fundamen-
tales para evaluar la calidad del ensamblaje, ya que un valor elevado de N50 y cercano al tamafio total del genoma
indica una mayor continuidad y menor fragmentacion del ensamblaje; asi mismo, un menor nimero de contigs indica
una mejor calidad del genoma ensamblado (Cortese et al., 2021).En comparacion con los estudios realizados por (Wei
et al., 2024) se reporta un tamafio gendmico promedio de 2.990.000 pb para L. monocytogenes y para L. innocua un
tamafio de 2.840.000 pb, valores similares a los obtenidos en este estudio. Los valores promedio de N50 fueron de
260.000 y 750.000 para L. monocytogenes y L. innocua, respectivamente. Otro estudio realizado por (Afrin et al.,
2025) indica haber obtenido una longitud total de 2.843.726 pb de L. monocytogenes, 31 contigs y un valor N50 de
475.872 pb, siendo valores aproximados a los obtenidos en este estudio. De tal manera, los valores obtenidos se en-
cuentran dentro de los rangos reportados bibliograficamente con respecto al tamafio del genoma, valores de N50 y
contigs.

Se identificaron los clones: CC1, CC2, CC6, CC87 y CC217, que pertenecen al Linaje I, el cual es predominante
en infecciones humanas como la listeriosis, siendo el linaje mas virulento. Asi mismo, se identificaron los clones
CC19 y CC121 que forman parte del Linaje I, generalmente asociados a la contaminacién en ambientes de procesa-
miento de alimentos, los cuales presentan una menor virulencia (Ulloa et al., 2019). En la investigacion realizada por
(Gianecini et al., 2024) utilizaron muestras aisladas de humanos y de alimentos como ensaladas, embutidos, vegetales
congelados mediante Secuenciacion de Genoma Completo (WGS). Las lecturas fueron procesadas con herramientas
bioinforméticas como: Unicycler, Quast y MLST, identificAndose clones similares a los de este estudio como: CC1,
CC2, CC6, CC121. Resaltando la importancia de WGS como herramienta para la identificacion de cepas circulantes
de L. monocytogenes con distintos grados de virulencia en muestras humanas como alimentarias. Ademas, (Orsi et al.,
2011) indica que existe una mayor distribucion del Linaje | en comparacion al Linaje 1, mencionandolo como un
problema relevante debido a su asociacién con casos clinicos humanos. E cuanto a la frecuencia de la genotipificacion,
se obtuvo un 72.05% de secuencias que pertenecen al Linaje I, un 16.18% al Linaje 1, 2.94% correspondia a L.
innocua y un 8,82% no pudo ser clasificado a ningun linaje. Asi, los resultados obtenidos indican una mayor preva-
lencia a cepas del Linaje I, concordando con su papel predominante en infecciones humanas.

La (RAM) representa una gran problematica en el tratamiento de enfermedades causadas por agentes biol6gicos,
ya que puede aumentar la tasa de mortalidad dependiendo del microorganismo involucrado. Esta resistencia se origina
principalmente por el uso inadecuado de antibidticos y por procesos evolutivos naturales de las bacterias, facilitando
su diseminacion en el medio ambiente y en entornos de procesamiento de alimentos (EFSA Panel on Biological Haz-
ards (BIOHAZ) et al., 2021). Por lo cual, el monitoreo constante de patdgenos alimentarios es importante y puede
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lograrse mediante tecnologias como las NGS, generalmente la determinaciéon del Genoma Completo para la identifi-
cacion de cepas de alto riesgo. Asi, utilizando herramientas bioinformaticas como ABRIcate y la biblioteca Resfinder,
se identificé el gen fosX en las 68 muestras analizadas, siendo un gen de resistencia intrinseco que se encuentra de
manera natural en el genoma del Género Listeria spp. (Avershina et al., 2023). También se identificaron genes con
multirresistencia a antibi6ticos, entre ellos Isa(E), tet(M) y Inu(B). El gen Inu(B) confiere resistencia a la familia de
las Lincosamidas (lincomicina y clindamicina), al interferir en la sintesis proteica de la subunidad 50S del ribosoma.
Por otro lado, el gen tet(M) otorga resistencia a antibioticos de la familia de la Tetraciclina como: Minociclina, Doxi-
ciclina y Tetraciclina, afectando la sintesis proteica. En cuanto al gen Isa(E) aunque es similiar a Inu(B), confiere
resistencia a un espectro mas amplio de antibioticos, incluyendo Dalfopristina y Tiamulina (Pacheco et al., 2020). Es
importante destacar que el tratamiento de la listeriosis se basa en el uso de antibiéticos como penicilinas de amplio
espectro como la ampicilina en conjunto con la gentamicina, siendo la combinacidn de estos betalactdmicos y amino-
glucdsidos una terapia combinada para la inhibicién de L. monocytogenes mediante la formacion de proteinas trunca-
das en el proceso de traduccién del ARNm, provocando un dafio a la membrana celular para causar una muerte celular
rapida (Ng et al., 2023).

La resistencia a los antibidticos mencionados: fos(X) tet(M), Inu(B) y Isa(E) se encuentran mediados por proce-
sos bioquimicos que permiten a L. monocytogenes evadir su accion inhibitoria y seguir infectando al hospedero. Como
el caso de fosX, este gen brinda resistencia a la fosfomicina debido a una inactivacion enzimatica de la enzima MurA,
fundamental en la sintesis de la pared celular, esta inactivacion ocurre por la hidrélisis del anillo epoxido de la fosfo-
micina. Otro mecanismo de resistencia por L. monocytogenes es la modificacion del sitio de accion del antibidtico,
caracteristico de los genes Isa(E) y Inu(B), que modifican al ribosoma 50S, esta subunidad es la responsable de impedir
la elongacion de la cadena polipeptidica, donde L. monocytogenes realiza una metilacion y reduce la afinidad del
antibiético permitiendo que continue la sintesis de proteinas. De igual manera, el gen tet(M) produce cambios en el
sitio de union ribosoma 30S, ya que este sitio es donde actda las tetraciclinas para la inhibicidn de la sintesis proteica,
evitando la unién del ARNt en el sitio A (Aminoacil-tRNA) (Conceicdo et al., 2023).

Por otro lado, los plasmidos son los encargados de transportar informacion genética y se replican de manera
independiente del cromosoma. Importantes en procesos de adaptacion y evolucion de las bacterias, ya que pueden
portar genes de resistencia a antimicrobianos, factores de virulencia, produccion de bacteriocinas o biofilms (Beceiro
et al., 2012). En este estudio, se identifico la presencia del plasmido pLM5578 en 18 muestras, este plasmido com-
prende alrededor de 79 genes que favorecen la supervivencia en ambientes con altas concentraciones de metales pe-
sados. Entre ellos, destacan los genes cadA y cadC que brindan resistencia al Cadmio (Baldry, 2010). Dentro de este
plasmido se destaca también la presencia del gen proW, que permite la resistencia al estrés osmético al regular los
niveles de salinidad y prevenir la desecacion de la bacteria. No se han relacionado genes de resistencia a antimicro-
bianos en este plasmido, ya que su funcion principal es la supervivencia en entornos con condiciones de alta salinidad
o0 elevada concentracion de metales pesados (Kragh & Truelstrup Hansen, 2020). También se identific el plasmido
J1776 en una muestra de L. monocytogenes y otra en L. innocua, este plasmido confiere genes de resistencia a agentes
antimicrobianos como el amonio cuaternario, el cual es utilizado para la desinfeccion en la industria alimentaria, como
lo es el gen bcrABC (Mangele et al., 2024). Por ultimo, se identifico en 11 muestras el plasmido ColRNAI-1, que a
diferencia de pLM5578 y J1776, no contiene genes de resistencia a antibi6ticos o al estrés, pero si puede funcionar
como vector en la diseminacion de elementos genéticos maéviles entre bacterias. Este plasmido se encuentra princi-
palmente en bacterias gram negativas como: Klebsiella pneumoniae, Citrobacter europaeus y Morganella morganii;
por lo cual, se podria considerar que su presencia en cepas de L. monocytogenes ocurrié mediante mecanismos de
transferencia horizontal de genes como: conjugacion, transformacién o transduccién (Sugita et al., 2021).

A través de los mapas de calor se identifico la variabilidad genética entre los distintos linajes, asi mismo los tipos
de secuencia (ST) y complejos clonales (CC), los cuales estan directamente relacionados con un nivel alto o bajo de
virulencia segun el linaje al que corresponden. En el Linaje | se observo una gran diferencia entre los distintos com-
plejos clonales, siendo CC1, CC6 y CC217 los clones mas virulento debido a la presencia de LIPI-3. Por lo cual,
dentro del mismo linaje, el CC2 y CC87 no presentan genes de LIPI-3. Otra diferencia clave es la distribucién de los
genes de LIPI-1: mientras que en CC1 no se detectaron en su totalidad, los clones CC2 y CC87 si estuvieron presentes,
los cuales son indispensables para la invasion celular en un hospedador (Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). Se co-
noce que los genes de LIPI-3 se encuentran altamente conservados en ST1, lo que coindice con los resultados de esta
investigacion y respalda la consideracion de ser las cepas mas virulentas (Lakicevic et al., 2022). A pesar de pertenecer
al Linaje I, los clones CC2 y CC87 no presentan genes de LIPI-3, atribuyéndose a razones evolutivas y filogenéticas
para su supervivencia en el medioambiente. Igualmente son virulentas por la presencia de genes de LIPI-1 e interna-
linas, lo que demuestra que dentro de un mismo linaje pueden existir distintos grados de virulencia (Muchaamba et al.,
2022). Con respecto a las secuencias del Linaje 1l se identificaron dos clones: CC19 y CC121, ambos carecian de
genes de la LIPI-3, mientras que el clon CC19 contaba con todos los genes de LIPI-1, CC121 no los tenia en su
totalidad y lo mas relevante es que no contaba con internalinas, por lo cual se la consideran cepas menos virulentas,
ya que este Linaje estd asociado mas con su prevalencia en entornos alimentarios (Quereda et al., 2021).
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De igual manera, se identific6 a L. innocua que es una especie muy similar a L. moncytogenes en morfologia y
genética, su diferencia radica en la ausencia de factores de virulencia en su genoma. Por lo cual, la falta de genes de
LIPI-1, LIPI-3 o internalinas, hacen que esta especie no patogénica no pueda cumplir con su potencial virulento. En
esta investigacion se identificd en la muestra de mortadela la presencia de algunos genes que pertenecian a LIPI-3,
pero no se la puede considerar virulenta especialmente por no tener al gen prfa, que es el encargado de regular los
genes de LIPI-1; también, no puede existir una invasion celular por la ausencia de internalinas (Veraet al., 2013). La
variabilidad en la virulencia de L. monocytogenes se debe a la estructura genética de cada linaje y la presencia de
genes especificos; por lo cual, algunos linajes estan adaptados para sobrevivir en el medio ambiente o en entornos
alimentarios, otros han evolucionado para causar infecciones en humanos; asi, los clones que presentan LIPI-3 han
sido asociados con brotes severos de listeriosis humana en poblaciones vulnerables. Segun (Gianecini et al., 2024), su
estudio reporté una mayor prevalencia de ST1, mencionando que esto ocurre por su capacidad de persistencia y adap-
tacién en el hospedador. Un estudio similar realizado por (Daza Prieto et al., 2024) indica la prevalencia de LIPI-3 en
clones hipervirulentos como ST1 obtenidos en diferentes industrias; también, identificaron que el ST121 no portaban
a genes de LIPI-3, siendo similares a los clones reportados en este estudio.

La identificacion de microorganismos patégenos permite garantizar la seguridad alimentaria, con el gran avance
de la Secuenciacion masiva se puede identificar a fondo el resistoma bacteriano de microorganismos presentes en
alimentos y sus fuentes de contaminacion, conociendo su papel en la cadena alimentaria y donde presentan una mayor
prevalencia, esto permite implementar un monitoreo y control para una deteccion precisa de microorganismos poten-
ciales con resistencia antimicrobiana (Hernandez et al., 2020). Esta investigacion utilizé lecturas obtenidas a partir de
Secuenciacion de Genoma Completo para realizar un ensamblaje genémico y lograr determinar todos los genes que
se encuentran presentes en un microorganismo patogeno a partir de alimentos listos a consumir, donde el consumo de
estos alimentos contaminados con bacterias puede causar un impacto a la salud de la persona como lo es el caso de la
listeriosis. De tal manera, el uso de las técnicas de Secuenciacion Masiva permite conocer un panorama sobre la
presencia de genes de resistencia, permitiendo asi la toma de decisiones al momento de tratar algin paciente y evitar
el uso de estos antibidticos.

5. Conclusiones

Las herramientas bioinformaticas permitieron ensamblar genomas y aplicar controles de calidad en las secuen-
cias a partir de datos obtenidos mediante Secuenciacion de Genoma Completo (WGS), para la deteccion de genes de
resistencia, factores de virulencia, plasmidos e identificacion de diversidad genética mediante genotipifacion. Siendo
esto muy importante para la deteccién de cepas de interés para reportar posibles brotes que afecten a la salud por el
consumo de alimentos contaminados.

La principal problemética de L. monocytogenes es su alta mortalidad que se encuentra enfocada a grupos vulne-
rables, la listeriosis puede ser de manera invasiva 0 no invasiva, siendo esta primera la mas problemética por su
diseminacion mediante el torrente sanguineo. Por lo cual, mediante bibliografia se conoce que esta listeriosis invasiva
ocurre por la presencia de factores de virulencia que pertenecen a locaciones cromosémicas como: LIPI-1, LIPI-3 e
internalinas. Asi, en este estudio se identifico la presencia de estos factores considerando a LIPI-3 como la mas hiper-
virulenta por la presencia de la proteina Listeriolisina S (LLS).

Se identifico cierta relacion entre los Linajes de L. monocytogenes con la expresion de genes de resistencia y
factores de virulencia, siendo el Linaje | el mas virulento relacionado con infecciones humanas como la listeriosis,
debido a la presencia de factores de virulencia de LIPI-3 como también internalinas, presentes en CC1, CC6 y CC87.
Por otro lado, el Linaje Il es menos virulento por la ausencia de LIPI-3 y el CC121 igualmente tenia la ausencia de
internalinas, este Linaje se asocia a la contaminacion en entornos alimentarios, encontrandose a los CC19 y CC121,
identificAndose también genes de resistencia como tet(M) en CC19 y genes como: Isa(E) y Inu(B) en CC121.

Por ultimo, los resultados obtenidos son de gran importancia para la seguridad alimentaria y salud publica, evi-
denciando cepas de L. monocytogenes en alimentos con un potencial de causar infecciones severas, especialmente en
poblaciones vulnerables. La deteccién de cepas que portan LIPI-3 indican la implementacion de estrategias como
protocolos de desinfeccion en la industria, para prevenir brotes de listeriosis. Destacando profundizar la caracteriza-
cidn genética para conocer los factores que influyen en su diseminacién en el medio ambiente.
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Anexos

Tabla Al. Obtencidn de los tipos de secuencia (ST) de 62 aislados del Género Listeria spp.

Secuencia (ST) N°
abcZ (3), blgA1l (1), cat (1), dapE (1), dat (3), Idh (1), IhkA (3) 1 9
abcZ (1), blgAl (1), cat (11), dapE (11), dat (2), Idh (1), IhkA (5) 2 36
abcZ (3), blgA1l (9), cat (9), dapE (3), dat (3), Idh (1), IhkA (5) 6 1
abcz (7), blgAl (1), cat (4), dapE (14), dat (3), Idh (39), IhkA (4) 87 1
abcZ (7), blgAl (6), cat (8), dapE (8), dat (6), Idh (37), IhkA (1) 121 4
abcz (1), blgA1 (9), cat (1), dapE (3), dat (7), Idh (5), IhkA (3) 217 1
abcZ (7), blgA1l (49), cat (19), dapE (6), dat (1), Idh (24), IhkA (1) 378 7
abcZ (3), blgA1l (1), cat (1), dapE (329), dat (3), Idh (1), IhkA (3) 1625 1
abcZ (65), blgA1l (62), cat (40), dapE (33), dat (45), Idh (170), IhkA (53) 448 1
abcZ (80), blgAl (74), cat (85), dapE (99), dat (53), Idh (207), IhkA (69) 542 1

* Los diferentes (ST) corresponden a la especie patdgena L. monocytogenes, excepto las dos Gltimas que corresponden a la especie

L. innocua.

Tabla A2. Estadisticas de la evaluacidn de la calidad del ensamblaje genémico.

N° #contigs Longitud total N50 %G/C
1 17 3028374 481042 38,87
2 13 2994268 560754 37,91
3 13 2927994 541036 37,96
4 10 2868654 1455330 38,12
5 19 2937350 463309 37,82
6 31 3048748 260918 37,84
7 13 2931430 476470 37,83
8 35 2983288 298845 37,82
9 13 2927840 540927 37,96
10 15 2927844 524915 37,96
11 17 2937003 476359 37,82
12 14 3018767 520874 37,74
13 15 2927484 524622 37,95
14 27 3040079 308239 37,83
15 38 3081031 295240 37,81
16 26 3050959 295241 37,85
17 10 2936337 1496278 37,83
18 36 3114131 331003 37,77
19 35 3005389 560755 38,03

20 20 2959648 521514 37,89

21 57 3130211 331003 37,88

22 40 2954940 476359 37,96

23 66 3012221 295241 37,99

24 44 3076513 423916 37,98
25 48 2941130 308237 38,04
26 80 3049736 295241 38,21
27 38 3052126 261197 37,86
28 39 3089617 295914 37,83
29 27 2961697 521514 37,91
30 159 3148586 308239 38,24
31 32 3057386 254683 37,9
32 71 3037872 407703 38,12

33 70 3060139 296960 37,86
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34 72 3080830 367643 38,26
35 66 3085549 295241 38,05
36 26 2998650 331004 37,82
37 326 3308277 308239 38,26
38 47 3087548 295240 37,85
39 85 3050802 308239 38,24
40 21 2955836 521514 37,89
41 59 3043533 331004 37,95
42 30 2965305 521514 37,92
43 94 2985204 513670 37,96
44 17 2949361 476446 37,81
45 63 3020355 296902 38,04
46 15 2901062 500302 37,88
47 25 3048991 331004 37,82
48 44 3027928 295241 37,96
49 68 3123635 331004 38,02
50 636 4904134 24453 37,73
51 53 2985146 124441 37,89
52 39 2991468 295240 37,86
53 28 3051693 331004 37,84
54 72 3092961 261197 38,09
55 35 3089634 237524 37,79
56 45 3093529 295914 37,86
57 45 3011629 260746 37,93
58 38 3004907 521514 37,98
59 65 3017038 261139 38,04
60 22 2933891 476447 37,84
61 43 2993679 295241 37,87
62 26 2884611 509352 37,43
63 29 3064383 423916 37,88
64 61 3044876 308241 38,1
65 67 3090456 331004 38,07
66 39 3052478 295240 37,89
67 33 2993979 386285 37,88
68 60 2919794 461685 37,5
Tabla A3. Diversidad bacteriana de Listeria spp. mediante genotipificacién.

N° Tipo de alimento Especie Acceso Linaje CcC ST
1 Pollo crudo L.monocytogenes SRX26785528 | Ccc1 1
2 Pollo crudo L.monocytogenes SRX26785527 | CC1 1
3 Ensalada de col morada L.monocytogenes SRX26785526 ] CC121 121
4 Réabano, ensalada de tomate L.monocytogenes SRX26785525 N.I. N.I. N.I.

Pepinillos, zanahoria, lechuga,
5 tomate, ensalada de cebolla L.monocytogenes SRX26785524 1l CC19 378
6 Carne molida cocida L.monocytogenes SRX26785523 | CC2 2
7 Cebolla picada L.monocytogenes SRX26785522 ] CC19 378
8 Salsa de chile picante L.monocytogenes SRX26785521 | cc2 2
9 Salsa de chile picante L.monocytogenes SRX26785520 1 CC121 121
10 Salsa de chile picante con mani  L.monocytogenes SRX26785519 ] CC121 121
Salsa de chile picante con L.monocytogenes SRX26785518
11 semillas 1 CC19 378
12 Salsa de chile picante L.monocytogenes SRX26785517 I CC1 1
13 Salsa de chile picante con mani  L.monocytogenes SRX26785516 1 CC121 121
14 Salsa de chile picante con mani  L.monocytogenes SRX26785515 | CC2 2
Salsa de chile picante con papas L.monocytogenes SRX26785514
15 y cebollas | cc2 2
16 Ensalada de vainita y tomate L.monocytogenes SRX26785513 | cc2 2
17 Tomate y ensalada de cebolla L.monocytogenes SRX26785512 1 CC19 378
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18
19
20

21
22
23

24

25

26
27
28
29

30
31
32
33
34
35

36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48

49
50

51
52
53
54
55
56
57
58

59
60

61
62
63
64

Ensalada de repollo

Ensalada de tomate y cebolla
Tomate y ensalada de cebolla
Tomate, cebolla y ensalada de
pepinillo

Salsa de chile picante
Ensalada de lechuga y tomate
Salsa de chile picante con
semillas

Salsa de chile picante con ce-
bolla

Lechuga, tomate y ensalada de
zanahoria

Mayonesa

Ensalada de chile picante
Tomate, ensalada de cebolla
Ensalada de chile picante con
mani

Cebolla picada

Ensalada de chile picante
Ensalada

Lechuga picada

Tomate

Salsa de chile picante con
pepinillos y cebollas

Tomate y ensalada de cebolla
Tomate y ensalada de cebolla
Ensalada

Mayonesa

Tomate y ensalada de cebolla

Ensalada de chile picante con
cilantro

Tomate y ensalada de cebolla
Ensalada de chile picante
Remolacha

Hielo

Tomate y ensalada de cebolla
Hielo

Ensalada de col morada y za-
nahoria

Ensalada de remolacha
Ensalada de chile picante con
mani

Salsa de chile picante
Ensalada de chile picante
Salsa

Ensalada de brocoli y zanahoria
Tomate y ensalada de cebolla
Mango en rodajas

Mayonesa

Salsa de chile picante con ce-
bolla

Salsa de chile picante

Salsa

Mortadela

Salsa de chile picante
Cebolla picada

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.innocua

L.monocytogenes
L.monocytogenes

SRX26785511
SRX24963608
SRX24963607
SRX24963606

SRX24963605
SRX24963604
SRX24963603

SRX24963602

SRX24963601

SRX24963600
SRX24963599
SRX24963598
SRX24963597

SRX24963596
SRX24963595
SRX24963594
SRX24963593
SRX24963592
SRX24963591

SRX24963590
SRX24963589
SRX24963588
SRX24963587
SRX24963586
SRX24963585

SRX24963584
SRX24963583
SRX24963582
SRX24963581
SRX24963580
SRX24963579
SRX24963578

SRX24963577
SRX24963576

SRX24963575
SRX24963574
SRX24963573
SRX24963572
SRX24963571
SRX24963570
SRX24963569
SRX24963568

SRX24963567
SRX24963566
SRX24963565
SRX24963564
SRX24963563

N.1.

N.1.

N.1.

L.innocua

N.1.
|

CC2
CC1
N.I.

CC2
CC19
CC2

N.I.

CC2

CC2
CC2
CC2
CC1

Cc2
CC2
CC1

CC6
CC2

CC2
CC2
CC2
CC2
CC1
N.I.

CC1
ccar
CC19

CC2

cca17

Ccc2

CC2

CC2
N.I.

CC2
Cc2
Cc2
CC2
Cc2
Cc2
CC2
CC1

CC2
CC19
CC2
CC448
N.I.
CC2

1625
N.1.

378

N.1.

NODNEFEDNDN PN DN

P NN DNDN

N.1.

87
378

217

N.1.

P NN DNDNDNDDNDN

2
378

2
448
N.1.

2
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65
66
67
68

Embutido

Ensalada de tomate y lechuga
Lechuga

Ensalada de lechuga

L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes
L.monocytogenes

SRX24963562
SRX24963561
SRX24963560
SRX24963559

| Ccc2

| cc2

| CC1
L.innocua CC542

P NN

542




		2025-04-26T22:05:38-0500


		2025-04-28T11:59:52-0500
	UISEK
	Tesis


		2025-04-28T17:21:09-0500
	JORGE PATRICIO ESPINOSA ESPINOSA




