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RESUMEN

Listeria monocytogenes es un patégeno con gran importancia en la industria alimentaria debido a
su capacidad para persistir en ambientes de procesado y contaminar alimentos listos para el
consumo. Ademas, es capaz de causar listeriosis en humanos, una enfermedad poco frecuente, pero
con una elevada mortalidad, especialmente en los grupos de poblacién mas vulnerables. Por ello,
es muy importante caracterizar aislados de L. monocytogenes procedentes de distintos tipos de
industrias alimentarias mediante la secuenciacién de su genoma completo para estudiar su relacion
genética e identificar genes relacionados con resistencia antimicrobiana, tolerancia a biocidas,
formacidon de biofilms y persistencia. En este proyecto se trabajé con 112 aislados de
L. monocytogenes de distintos origenes e industrias para identificar los tipos de secuencias (ST)
predominantes, analizar la relacidn filogenética entre cepas y estudiar genes de interés presentes
en sus genomas. Para lograrlo se realizé la extraccion de ADN de las muestras, se secuenciaron
mediante la tecnologia de Oxford Nanopore Technologies y se usaron distintas herramientas
bioinformaticas para analizar y comparar todos los genomas. Los andlisis permitieron identificar los
ST predominantes en los sectores estudiados y detectar genes de interés con una distribucion
variable entre los aislados. Gracias a los datos aportados en este trabajo, se concluyé que la relacién
genética entre los aislados estuvo mds asociada con el ST que con su industria de procedencia. Sin
embargo, seria conveniente ampliar el tamafio muestral y realizar andlisis fenotipicos y/o
transcriptdmicos para determinar si la presencia de los genes identificados se corresponde con
resistencia, tolerancia a biocidas, formacion de biofilm o persistencia.

PALABRAS CLAVE

Gendmica, contaminacidn microbioldgica, brote, patdgenos, biobanco.



RESUM

Listeria monocytogenes és un patogen amb gran importancia en la industria alimentaria degut a la
seua capacitat per a persistir en ambients de processat i contaminar aliments preparats per al
consum. A més, es capac de causar listeriosis en humans, una malaltia poc freqiient, perd amb una
elevada mortalitat, especialment en els grups de poblacié6 més vulnerable. Per aix0, es molt
important caracteritzar aillaments de L. monocytogenes procedents de diversos tipus d’industries
alimentaries mitjancant la sequenciacié del seu genoma complet per a estudiar la seua relacié
genetica i identificar gens relacionats amb resisténcies antimicrobianes, tolerancia a biocides,
formacié de biofilms i persistencia. En aquest projecte es va treballar amb 112 aillats de
L. monocytogenes de diversos origens i industries per a identificar els tipus de seqiiencia (ST)
predominants, analitzar la relacid filogenetica entre les soques y estudiar gens d’interés presents
als seus genomes. Per aconseguir-ho es va realitzar I'extraccié de ADN de les mostres, es van
seqienciar mitjangant la tecnologia de Oxford Nanopore Technologies i s’utilitzaren diverses
ferramentes bioinformatiques per analitzar i comparar tots els genomes. Els analisis van permetre
identificar els ST predominants als sectors estudiats i detectar gens d’interés amb una distribucio
variable entre els aillats. Gracies a les dades aportades en aquest treball, es va concloure que la
relacid genetica entre els aillats va estar més associada amb el ST que amb la industria de
procedéncia. Pero, seria convinent ampliar la mesura mostral i realitzar analisis fenotipics y/o
transcriptomics per a determinar si la presencia dels gens identificats es correspon amb resisténcia,
tolerancia a biocides, formacié de biofilms o persistencia.
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ABSTRACT

Listeria monocytogenes is a pathogen of great significance in the food industry due to its ability to
persist in processing environments and contaminate ready-to-eat foods. Furthermore, it is capable
of causing listeriosis in humans, a rare but highly fatal disease, particularly amongst the most
vulnerable population groups. It is therefore very important to characterise L. monocytogenes
isolates from different types of food industries by sequencing their whole genomes in order to study
their genetic relationships and identify genes associated with antimicrobial resistance, biocide
tolerance, biofilm formation and persistence. In this project, 112 isolates of L. monocytogenes from
different sources and industries were analysed to identify the predominant sequence types (ST),
analyse the phylogenetic relationships between strains and study genes of interest present in their
genomes. To achieve this, DNA was extracted from the samples, sequenced using Oxford Nanopore
Technologies, and various bioinformatics tools were employed to analyse and compare all the
genomes. The analyses made it possible to identify the predominant STs in the sectors studied and
to detect genes of interest with variable distribution amongst the isolates. Based on the data
presented in this study, it was concluded that the genetic relationship between the isolates was
more closely associated with the ST than with their industry of origin. However, it would be
advisable to increase the sample size and carry out phenotypic analyses to determine whether the
presence of the identified genes corresponds to resistance, tolerance to biocides, biofilm formation
or persistence.
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Relacién del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

Alto Medio Bajo No procede

ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X

ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpia y saneamiento X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante X
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X

ODS 10. Reduccion de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X

ODS 12. Produccion y consumo responsables X

ODS 13. Accién por el clima X

ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas X
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

El TFG se alinea con el ODS 3 (salud y bienestar) porque se basa en el estudio de un patégeno
alimentario como es Listeria monocytogenes que produce la listeriosis. Esta enfermedad es poco
comun, pero tiene una elevada gravedad clinica. Para conocer mejor la diversidad genética de las
cepas presentes en la industria alimentaria es necesario realizar la caracterizacién de aislados
mediante secuenciacidon de genoma completo o whole genome sequencing (WGS). Esta tecnologia
también permite detectar caracteristicas relacionadas con las resistencias, la virulencia y la
adaptacion a la industria. Toda esta informacién es de gran utilidad para mejorar la vigilancia
epidemioldgica y prevenir brotes alimentarios. De esta forma se contrinuye a garantizar la seguridad
alimentaria de los productos, protegiendo sobre todo a los grupos de poblacién mas vulnerables.

El trabajo se relaciona con el ODS 9 (industria, innovacion e infraestructuras) por el uso de la
tecnologia WGS sobre muestras procedentes de la industria alimentaria. Esta tecnologia ofrece una
mayor resolucién en la identificacidn y comparaciéon de cepas que los métodos clasicos para
encontrar similitudes genéticas y genes relacionados con la virulencia, resistencia antimicrobiana,
resistencia a biocidas o formacién de biofilms. Esta aproximacion incorpora innovacién tecnoldgica
al analisis microbioldgico. Asi se consigue mejorar la vigilancia, trazabilidad y control de
contaminaciones persistentes o recurrentes.

El TFG también se asocia al ODS 12 (produccién y consumo responsables), ya que se trata de un
problema de seguridad alimentaria que favorece la contaminacién cruzada, la retirada de
productos, las pérdidas econdmicas y el riesgo sanitario para el consumidor. La caracterizacién
genémica de aislados de diferentes sectores industriales permite conocer qué cepas estan
presentes, detectar posibles diferencias entre industrias y estudiar factores genéticos asociados a
persistencia, resistencia o adaptacion. Esta informacion puede servir de base para mejorar los
programas de higiene, vigilancia ambiental y control preventivo, favoreciendo una produccién
alimentaria mas segura y responsable.
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1.1. Importancia de Listeria monocytogenes. Brotes y gravedad

Listeria monocytogenes (Murray, Webb & Swann) Pirie, es uno de los patégenos mas relevantes en
seguridad alimentaria por su transmisidn a través de los alimentos y por la gravedad clinica de la
listeriosis (Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). Esta enfermedad es menos frecuente que otras
infecciones alimentarias, como la salmonelosis y la campilobacteriosis (causadas principalmente
por bacterias de los géneros Salmonella Lignieres, y Campylobacter Sebald & Véron,
respectivamente), pero presenta una elevada letalidad, situada habitualmente entre el 20%y el 30%
(Finn et al., 2023). Su capacidad para mantenerse en el ambiente, contaminar alimentos durante o
después del proceso de elaboracidon y multiplicarse en refrigeracién explica su interés para las
autoridades sanitarias y la industria alimentaria (Zhao et al., 2026).

Microbiolégicamente, Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, no esporulado, anaerobio
facultativo y de pequefio tamafio (sus células tienen 0,4-0,5 um de didmetro y 0,5-2,0 um de
longitud) (Unrath et al., 2021). Su material genético se caracteriza por un bajo contenido en GC
(entre el 36% y el 42%) y forma parte del filo Firmicutes Gibbons & Murray (Unrath et al., 2021).
Dentro de este filo, pertenece a la familia Listeriaceae y al género Listeria Pirie. En este género
también se incluyen otras especies de interés, como Listeria ivanovii Seeliger et al., Listeria innocua
Seeliger, Listeria welshimeri Rocourt & Grimont, Listeria seeligeri Rocourt & Grimont y Listeria
marthii Graves et al. (Unrath et al., 2021). Crece en un amplio intervalo de temperatura (desde los
0 °C hasta los 45 °C) y pH (entre 4,3 y 9,6). También es capaz de soportar concentraciones de
salinidad elevadas, como 10% de NaCl, o valores reducidos de actividad de agua cercanos a 0,9
(Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). Su fisiologia le permite adaptarse al estrés y sobrevivir en
ambientes naturales, en alimentos y en superficies industriales. De esta forma, consigue
mantenerse en la cadena alimentaria y en alimentos refrigerados, salados, acidos o minimamente
procesados en condiciones que para otros microorganismos no son favorables (Unrath et al., 2021;
Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). Dado que se trata de un microorganismo psicréfilo, las
temperaturas de refrigeracion favorecen su multiplicacion y sobrevive a temperaturas de
congelaciéon, pudiendo tener consecuencias graves para la seguridad alimentaria conociendo los
métodos de conservacion actuales (Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).

Listeria monocytogenes es una bacteria ubicua que se encuentra en suelo, agua, vegetacion,
animales, explotaciones ganaderas, materias primas, ambientes urbanos y plantas de procesado
alimentario. Sin embargo, las prevalencias varian segun la zona, la estacién y el método de deteccion
(Fagerlund, Idland, et al., 2022). La prevalencia en el suelo varia desde 0,7% hasta un 45% y en el
agua de los rios y lagos se sitla entre el 10% y el 62% (Fagerlund, Idland, et al., 2022). Esta amplia
distribucion ambiental favorece su entrada en la cadena alimentaria y ayuda a explicar por qué
resulta dificil garantizar su ausencia total en alimentos que no han sido sometidos a tratamientos
letales para la bacteria (Fagerlund, Idland, et al., 2022; Unrath et al., 2021).

Desde el punto de vista gendmico, Listeria monocytogenes presenta un genoma bacteriano
pequeio y compacto de entre 2,8 y 3,2 Mbp. En un estudio basado en 322 aislados alimentarios,
los genomas analizados presentaron entre 2748 y 3243 secuencias codificantes de proteinas, lo que
refleja cierta variabilidad entre cepas (Ji et al., 2023). Su genoma se organiza en un cromosoma
circular que contiene genes esenciales para el metabolismo, la multiplicaciéon bacteriana y la
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supervivencia, junto con regiones variables que pueden incluir islas gendmicas, profagos, plasmidos
y genes relacionados con virulencia, adaptacion al estrés, tolerancia a biocidas o resistencia
antimicrobiana (Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Mafuna et al., 2021; Wiktorczyk-Kapischke et al.,
2023). Tras la secuenciacidn, una cepa estudiada en Corea del Sur presentd un cromosoma circular
de 2.933.635 pb, con 2913 genes, de los cuales 2824 correspondian a secuencias codificantes (Lee
et al., 2023).

El desarrollo de las herramientas gendmicas ha sido clave para lograr la taxonomia actual que
organiza el género Listeria en 21 especies que se dividen en dos grandes grupos: Listeria sensu
stricto y Listeria sensu lato (Unrath et al., 2021). La especie mas relevante para la salud humana es
L. monocytogenes, que pertenece al primer grupo. Esta clasificacién es de gran utilidad porque
permite situar a L. monocytogenes dentro de un contexto evolutivo mds amplio y diferenciarla de
especies con menor importancia clinica o alimentaria (Unrath et al., 2021). La propia especie de
L. monocytogenes se divide a su vez en cuatro linajes evolutivos principales (1, Il, lll y IV), siendo los
linajes | y Il los mas importantes en salud publica y seguridad alimentaria (Fagerlund, Idland, et al.,
2022). El linaje | se relaciona con enfermedad humana y brotes e incluye los serotipos 1/2b, 3b, 4b,
4d, 4e y 7, mientras que el linaje Il estd mas presente en alimentos, materias primas y ambientes de
procesado e incluye los serotipos 1/2a, 3a, 1/2cy 3c (Ji et al., 2023; Mafuna et al., 2021). Pese a la
gran cantidad de serotipos descritos, la mayoria de las infecciones humanas (mas del 95%) se
asocian a los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b (Truchado et al., 2022).

Para estudiar con mas precision la poblacion bacteriana se desarrollé una clasificacién mediante
Multilocus Sequence Typing (MLST). Esta técnica consiste en analizar siete genes constitutivos
(housekeeping) para asignar un tipo de secuencia (sequence type) (ST) a cada aislado. Los ST
relacionados se agrupan en complejos clonales (CC) (Stessl et al., 2021). Estos cddigos representan
distintos niveles de clasificacion: el ST identifica un perfil genético concreto, mientras que el CC
agrupa perfiles relacionados y, por tanto, indica un nivel mas amplio de parentesco clonal. En
estudios basados en secuenciacién de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) también
pueden emplearse cédigos de mayor resolucidn, como el cluster type (CT), obtenido mediante
métodos como core genome multilocus sequence typing (cgMLST). De esta forma se consigue
diferenciar aislados muy préximos dentro de un mismo ST o CC. En estos sistemas de clasificacion,
los nimeros que acompanan a cada cédigo funcionan como identificadores de perfiles genéticos
concretos, pero no tienen significado biolégico por si mismos sino que sirven para nombrar y
comparar cepas de forma estandarizada (Fernandez-Martinez et al., 2022; Wang et al., 2026).

Dentro del linaje 1, los complejos clonales CC1, CC2, CC4 y CC6 se han asociado con hipervirulencia
y mayor frecuencia a enfermedad humana. En el linaje Il, destacan los complejos clonales CC9 y
CC121 por aparecer de forma repetida en alimentos y plantas de procesado (Fagerlund, Wagner, et
al.,, 2022; Lucchini et al., 2023). Esto demuestra que no todas las cepas presentan el mismo
comportamiento, ya que algunas se asocian mas con el ambiente clinico y otras tienen mejor
adaptacion al industrial (Fagerlund, Idland, et al., 2022; Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Mafuna et
al., 2021; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).

En los productos listos para el consumo o ready to eat (RTE) es donde mas preocupa la presencia
de Listeria monocytogenes porque se consumen sin ninguna etapa posterior de tratamiento térmico
que pueda eliminar el patégeno. Se incluyen carnes loncheadas, patés, productos cdarnicos
procesados, quesos blandos, pescados ahumados, ensaladas preparadas, vegetales congelados
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consumidos sin coccién suficiente y hongos enoki (Lakicevic et al., 2023; Tessa et al., 2025; Zhao et
al.,, 2026). En Estados Unidos, una evaluacion de riesgo concluyd que el 90% de los casos de
listeriosis se debian al consumo de carnes listas para el consumo y que el 60% de estos casos eran
consecuencia de la contaminacion durante la manipulacidn y el loncheado en establecimientos
minoristas (Stasiewicz et al., 2015).

En Europa se ha descrito una tendencia ascendente de la listeriosis desde 2008, con la excepcién de
2020, posiblemente influida por la infranotificacién durante la pandemia del SARS-CoV-2. En Espafia
también se ha observado un aumento progresivo segun los registros de hospitalizacién desde 1997,
especialmente en personas mayores de 65 afios, grupo en el que la tasa pasé de 0,5 casos por
100.000 habitantes en 1997 a casi 3 casos por 100.000 habitantes en 2015 (Fernandez-Martinez et
al., 2022). Los brotes de listeriosis muestran la dimensién real del problema. El brote de Sudafrica
de 2017 y 2018 es uno de los ejemplos mds graves, demostrando que la contaminacidn persistente
en una planta de produccion tiene consecuencias muy graves cuando el alimento afectado se
distribuye a gran escala (Lakicevic et al., 2023; Unrath et al., 2021). Este brote estuvo relacionado
con productos carnicos procesados listos para el consumo y causé 1060 casos confirmados y
216 muertes, con una letalidad aproximada del 27%. Después de realizar el andlisis molecular se vio
que el 91% de los casos estaban vinculados al ST6 (Lakicevic et al., 2023; Unrath et al., 2021). En
Espafia destaca el brote de listeriosis asociado a carne mechada en Andalucia en 2019, para el que
se emitid la alerta sanitaria el 15 de agosto y se relaciond con el consumo de carne mechada de la
marca “La Mecha” (Centro de Coordinacién de Alertas y Emergencias Sanitarias, 2019). El brote
ocurrié entre julio y octubre de 2019 y se identificaron 207 casos confirmados y 3059 casos
probables de listeriosis. En Sevilla se dieron el 78,7% de los casos confirmados, hubo 3 muertes y
un total de 141 pacientes (el 68,1%) hospitalizados. De las 34 mujeres embarazadas que estaban
afectadas, 5 abortaron (Fernandez-Martinez et al., 2022). El brote estuvo causado por una cepa que
pertenece al serogrupo IVb y se clasifica como ST388, CC388 y CT8466 (estos cddigos se
corresponden con distintos niveles de tipado molecular dentro de la misma cepa). Otro aspecto
relevante de este brote fue la gran utilidad que mostré el WGS, ya que permitié confirmar que la
cepa responsable del brote estaba presente en 189 muestras humanas y en 87 relacionadas con la
investigacion (Fernandez-Martinez et al., 2022).

Los brotes no ocurren Unicamente en productos cdrnicos. En los ultimos anos ha aumentado la
preocupacién por vegetales congelados y hongos enoki como vehiculos de Listeria monocytogenes
(Truchado et al., 2022; Zhao et al., 2026). En Inglaterra se ha observado que alrededor del 10% de
los vegetales congelados analizados en restauracidn y establecimientos minoristas estaban
contaminados con esta bacteria (Tessa et al., 2025). En relacién con los hongos enoki, un estudio
realizado en China analizd 144 cepas procedentes de productos comercializados en 24 provincias.
Los aislados pertenecian a los linajes | y I, y los complejos clonales predominantes fueron CC8,
CC87, CC14 y CC5. El 81,9% de los aislados se clasificaron como virulentos o hipervirulentos (Zhao
et al., 2026). El mismo trabajo recoge datos de la Food and Drug Administration (FDA) de Estados
Unidos con tasas de contaminacidn del 43% en hongos enoki importados de Corea del Sury del 15%
en productos procedentes de China entre 2021 y 2023 (Zhao et al., 2026). En Europa, un brote
multinacional relacionado con maiz y otros vegetales congelados entre 2015 y 2018 causé 53 casos
y 10 muertes, y se relaciond con una planta de procesado en Hungria (Truchado et al., 2022). Este
caso muestra que la congelacidon no elimina el riesgo de contaminacion.
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La listeriosis se presenta como una infeccidn gastrointestinal leve en personas sanas, con sintomas
como fiebre, diarrea, nduseas, vémitos y malestar general. Sin embargo, en poblacién vulnerable
evoluciona hacia formas invasivas graves (Lecuit, 2020; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). En estos
casos, Listeria monocytogenes puede atravesar la barrera intestinal, diseminarse por via sanguinea
y alcanzar drganos o tejidos como el sistema nervioso central o la placenta. Las manifestaciones
clinicas mas importantes incluyen septicemia, meningitis, encefalitis, meningoencefalitis e
infecciones materno-fetales (Lecuit, 2020; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). En mujeres
embarazadas, la infeccion puede cursar con sintomas leves en la madre, pero producir efectos
graves en el feto, como aborto, muerte fetal, parto prematuro o infeccion neonatal (Finn et al.,
2023). Los principales grupos de riesgo son mujeres embarazadas, recién nacidos, personas
mayores y pacientes inmunodeprimidos. Un estudio realizado por Zhao en 2026 recoge una tasa de
0,66 casos por 100.000 habitantes en la UE y 0,28 por 100.000 en la poblaciéon general
estadounidense. Esta cifra asciende a 3,73 por 100.000 en embarazadas y a 1,33 por 100.000 en
mayores de 70 afios (Zhao et al., 2026). L. monocytogenes es un patégeno de alto impacto por sus
cifras de hospitalizacion y mortalidad, que se sitian en el 94,1% y el 22,1%, respectivamente (Zhao
et al., 2026).,significativamente superiores a las cifras de otras zoonosis comunes como las de
Salmonella (26,9% de hospitalizacién y 0,7% de mortalidad) o Campylobacter (19,9% de
hospitalizacién y 0,4% de mortalidad(Zhao et al., 2026). Segun informes oficiales europeos, en 2024
L. monocytogenes fue la zoonosis con mayor porcentaje de hospitalizaciones (97,3%) y muertes
(15,6%) tanto en casos asociados a brotes como en infecciones no relacionadas con brotes (EFSA &
ECDC, 2025). La listeriosis también genera un impacto econdmico importante. A los costes sanitarios
derivados de la hospitalizacion y del tratamiento de los pacientes se suman las pérdidas asociadas
a la contaminacion persistente de productos y ambientes de procesado (Finn et al., 2023). En la
industria alimentaria, la presencia de L. monocytogenes puede obligar a retirar productos del
mercado, paralizar lineas de produccidn, cerrar instalaciones de forma temporal y asumir pérdidas
comerciales y reputacionales. Se ha estimado que las retiradas de productos asociadas a
L. monocytogenes suponen en Estados Unidos un coste anual de entre 1,2 y 2,4 mil millones de
ddlares, mientras que el coste anual de la enfermedad se ha estimado en 2,6 mil millones de délares
(Finn et al., 2023; Stasiewicz et al., 2015).

La capacidad patégena de Listeria monocytogenes se basa, en gran parte, en su habilidad para
entrar en las células del hospedador, sobrevivir en su interior y propagarse directamente hacia
células vecinas (Lecuit, 2020; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). En las primeras fases de la
infeccion, las internalinas InlA e InIB favorecen la adhesidn y la invasién de células no fagociticas.
Tras la entrada celular, la bacteria consigue escapar del fagosoma mediante la accién de la
listeriolisina O, codificada por el gen hly, y de fosfolipasas como PIcA y PlcB. Una vez libre en el
citoplasma, puede multiplicarse y emplear la proteina ActA para inducir la polimerizacién de actina,
lo que le permite desplazarse dentro de la célula y extenderse a células adyacentes (Schiavano et
al., 2022; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). Esta estrategia limita la exposicion extracelular del
patogeno y dificulta su eliminacidn por mecanismos humorales. Muchos de estos genes se
organizan en islas de patogenicidad: LIPI-1 contiene genes esenciales para el ciclo intracelular, como
prfA, plcA, hly, mpl, actA y plcB, LIPI-3 codifica la listeriolisina S y LIPI-4 se ha asociado con clones
hipervirulentos y con infecciones del sistema nervioso central y de la placenta (Mafuna et al., 2021;
Schiavano et al., 2022; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).
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Este comportamiento intracelular condiciona la respuesta del huésped, ya que tras atravesar la
barrera intestinal la bacteria alcanza érganos como el higado, donde intervienen macréfagos y se
reclutan monocitos como parte de la respuesta inflamatoria (Lecuit, 2020).

El tratamiento de la listeriosis invasiva se basa habitualmente en antibidticos B-lactdmicos,
especialmente ampicilina, penicilina o amoxicilina, a menudo combinados con gentamicina en casos
graves (Mangele et al.,, 2024; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). En pacientes alérgicos a
B-lactamicos, el trimetoprim se considera una alternativa terapéutica (Wiktorczyk-Kapischke et al.,
2023). En un estudio con 24 aislados de carne y productos cérnicos, todos los STs portaban genes
intrinsecos como fosX, lin, norB y mprF, relacionados con resistencia a fosfomicina, lincosamidas,
quinolonas y péptidos catidnicos. Sin embargo, no se detectaron genes de resistencia frente a los
antibioticos de primera linea empleados para tratar la listeriosis (Mangele et al., 2024).

La eficacia del tratamiento depende, en gran parte, de que la enfermedad se identifique pronto y
de que el antibidtico elegido sea el correcto desde el primer momento. En un estudio con
229 pacientes con bacteriemia o meningitis por Listeria monocytogenes, la mortalidad a los 30 dias
fue del 39,7% en los pacientes que recibieron un tratamiento inadecuado y del 13,3% en los tratados
de forma adecuada desde el principio (Thgnnings et al., 2016). En otro estudio mas reciente, la
terapia combinada con gentamicina se asocié a una menor mortalidad a 90 dias, con un 10% en el
grupo tratado con gentamicina frente al 60% en el grupo tratado con monoterapia (Sutter et al.,
2024). El retraso en el diagndstico o una eleccidn inicial incorrecta del antibiético empeoran el
prondstico, mientras que el diagndstico precoz y el tratamiento adecuado aumentan las
posibilidades de una evolucién favorable.

1.2. Persistencia en la Industria Alimentaria

La persistencia de Listeria monocytogenes en la industria alimentaria es uno de los principales
desafios para su control. Se considera persistencia la deteccidn repetida de una misma cepa, o de
cepas genéticamente muy relacionadas, en una instalaciéon durante meses o afos (Fagerlund,
Wagner, et al., 2022). Esta situacién puede deberse a la supervivencia real del microorganismo en
un nicho ambiental, pero también a reintroducciones repetidas desde materias primas,
proveedores, personal, utensilios o zonas externas. Conviene distinguir entre ambas posibilidades,
ya que si se trata de una cepa residente la estrategia dptima a seguir pasa por localizarla y eliminar
el reservorio dentro de la planta, mientras que en una reintroduccion recurrente la clave recae en
revisar flujos, proveedores, barreras higiénicas y puntos de entrada (Bardsley et al., 2024; Fagerlund,
Wagner, et al., 2022; Stasiewicz et al., 2015).

La capacidad de supervivencia de Listeria monocytogenes se debe a su tolerancia al estrés
ambiental, pudiendo resistir frio, salinidad, pH &acido o alcalino, desecacidn y exposicidon a
determinados biocidas. También posee una serie de genes de respuesta al estrés que favorecen su
adaptacion a condiciones subdptimas (Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Wiktorczyk-Kapischke et al.,
2023). Estas caracteristicas son especialmente importantes en plantas alimentarias, donde hay
zonas frias, superficies humedas, restos organicos, equipos dificiles de desmontar y gradientes de
concentracidn de desinfectantes. Por ello, si la limpieza y desinfeccién no elimina completamente
la materia organica y la contaminacidon microbiana o no alcanza determinados nichos, la bacteria
puede sobrevivir y volver a contaminar el ambiente (Finn et al., 2023; Unrath et al., 2021).
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Resulta de gran utilidad diferenciar entre cepas transitorias, residentes y pervasivas. Las cepas
transitorias aparecen de forma puntual y suelen desaparecer tras la limpieza y desinfeccion, las
residentes se detectan repetidamente en la misma instalacién durante meses o afios y las pervasivas
aparecen en distintas plantas o sectores, lo que puede reflejar clones especialmente adaptados o
diseminaciéon a través de materias primas y cadenas de suministro. Esta diferenciacion es
importante porque una contaminacion puntual no se controla igual que una cepa establecida en
una instalacion (Bardsley et al., 2024; Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Stasiewicz et al., 2015; Tessa
et al., 2025).

La persistencia en entornos de produccion alimentaria se ve favorecida, entre otros aspectos, por
la capacidad que tiene Listeria monocytogenes de formar biofilms (Finn et al., 2023; Unrath et al.,
2021). Estos no son siempre visibles y pueden formarse sobre materiales como acero inoxidable,
plastico, vidrio, caucho o superficies de equipos. Un biofilm es una comunidad de microorganismos
adheridos a una superficie y rodeados por una matriz extracelular que los protege frente a
condiciones adversas, desinfectantes y tratamientos antimicrobianos (Finn et al., 2023). La matriz
extracelular puede contener ADN extracelular, proteinas, exopolisacaridos y acidos teicoicos (Finn
et al, 2023). En condiciones reales, los biofilms suelen ser comunidades mixtas donde
L. monocytogenes convive con otros microorganismos. Esta convivencia modifica la estructura de la
matriz y aumenta la tolerancia frente a desinfectantes o desecacién. El proceso de formacion de un
biofilm consta de distintas etapas (Figura 1). Se inicia con una adhesién, que puede ser reversible
en la fase mas inicial, y progresa hacia una unién mas estable, volviéndose irreversible. A
continuacidn, se forman microcolonias, las bacterias se organizan para formar la matriz extracelular
y el biofilm crece de forma vertical hasta convertirse en un biofilm maduro. Finalmente, a partir de
un biofilm maduro, pueden liberarse pequefios fragmentos que pueden contaminan el propio
alimento o colonizar otras superficies empezando de nuevo el proceso (Finn et al., 2023).
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Figura 1. Proceso de formacidn de un biofilm.

Nota: (a) Adhesidn inicial. (b) La adhesidn se vuelve mas fuerte e irreversible. (c) Formacion de microcolonias.
(d) Biofilm maduro. (e) Algunas células se dispersan, vuelven al estado plancténico y pueden colonizar nuevas
superficies. (Finn et al., 2023).

Sin embargo, la formacién de un biofilm no implica necesariamente que una cepa sea persistente,
ya que, aunque algunos estudios han observado una mayor formacién de biofilm en cepas
persistentes, hay otros que no encuentran diferencias claras frente a cepas transitorias (Fagerlund,
Wagner, et al., 2022; Unrath et al., 2021). La persistencia debe entenderse como un fenémeno
multifactorial en el que intervienen la cepa, la presencia de genes de respuesta al estrés, la
tolerancia a biocidas, los pldsmidos, la humedad, la materia organica, el disefio de la planta y la
eficacia de la limpieza y desinfeccidn (Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Mafuna et al., 2021).
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En cuanto a la tolerancia a desinfectantes, se han descrito genes, como bcrABC, qacH, emrE, mdrL
o Ide, asociados a resistencia frente a compuestos de amonio cuaternario (Mafuna et al., 2021;
Mangele et al., 2024). En un estudio con 143 aislados, bcrABC aparecié en 55 de ellos, un 38%, y
ermC, en 58 de ellos, un 40% (Mafuna et al., 2021). Esto no significa que los desinfectantes sean
ineficaces, pero si que su aplicacidn incorrecta, las concentraciones subletales o la presencia de
biofilms favorecen la supervivencia de clones adaptados.

Los reservorios industriales mas frecuentes suelen localizarse en zonas himedas, frias o dificiles de
higienizar, como drenajes, suelos, cintas transportadoras, cortadoras, cdmaras frigorificas, tuneles
de congelacidn, ruedas de carros, carretillas elevadoras, calzado del personal y utensilios de limpieza
(Bardsley et al., 2024; Tessa et al., 2025). Por ello, la contaminacidn afecta a superficies de contacto
directo y también a puntos periféricos de la planta que actian como fuentes recurrentes de
contaminacion. Segun el estudio realizado por Tessa en 2025, en una planta de patata congelada, la
mayoria de los aislados de L. monocytogenes formaban un mismo clister por cgMLST. Este resultado
apoyaba una persistencia de al menos tres afios en torno al tinel de congelacion. El estudio sefiald
como posibles vehiculos de transmision el calzado de los empleados y las ruedas de un carro de
herramientas (Tessa et al., 2025).

Esta persistencia también se relaciona con determinados clones adaptados al ambiente industrial.
Por ejemplo, en el sistema alimentario noruego, un estudio de tres décadas en industrias carnicasy
de salmdén mostré una amplia presencia de clones persistentes y pervasivos, especialmente CC121,
CC7, CC8 y CC9. Estos clones se asociaron con plasmidos y determinantes relacionados con la
resistencia a metales pesados, biocidas y otros mecanismos de supervivencia al estrés (Fagerlund,
Wagner, et al., 2022).

La persistencia de Listeria monocytogenes tiene consecuencias directas para la industria
alimentaria, ya que favorece la contaminacion cruzada entre lotes y provoca retiradas de producto,
aumento de costes analiticos, limpiezas extraordinarias, paradas de produccion, modificaciones en
equipos y pérdida de confianza del consumidor (Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Stasiewicz et al.,
2015). La deteccidn repetida de Listeria spp. en una instalacion también afecta a la reputacion de la
empresa, especialmente si se asocia a fallos de control o a un brote alimentario (Finn et al., 2023).

1.3. Importancia de la Vigilancia

La vigilancia microbioldgica es esencial para controlar Listeria monocytogenes en la cadena
alimentaria (Bardsley et al., 2024; Lakicevic et al., 2023; Stasiewicz et al., 2015). Su funcidén es
detectar la presencia del patégeno y comprender donde aparece, con qué frecuencia, qué cepas
estan implicadas y qué relacidn existe entre aislados de distintos puntos. En este caso, analizar solo
el producto final resulta insuficiente, ya que un resultado negativo en un lote no descarta la
presencia de un reservorio ambiental en la planta capaz de contaminar productos posteriores. Por
este motivo, los programas de vigilancia deben incluir tanto muestreos de producto como
muestreos ambientales (Bardsley et al., 2024; Lakicevic et al., 2023; Lucchini et al., 2023; Manqgele
et al., 2024; Stasiewicz et al., 2015).

En la industria alimentaria, es importante muestrear superficies de contacto directo con alimentos,
como cintas, mesas, cuchillas o cortadoras, pero también superficies sin contacto directo con
alimentos, como suelos, drenajes, ruedas, cdmaras y zonas hiumedas. Los resultados de los analisis
deben interpretarse junto con informacidn sobre limpieza y desinfeccién, mantenimiento, disefio
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de equipos, flujos de personal, historial de positivos y proveedores. Un positivo aislado no tiene el
mismo significado ni gravedad que un patrdén repetido en el mismo punto o con la misma cepa
(Bardsley et al., 2024; Lucchini et al., 2023; Stasiewicz et al., 2015; Tessa et al., 2025; Truchado et
al., 2022).

La vigilancia epidemioldgica complementa la vigilancia industrial. En el momento que aparece un
brote es necesario relacionar casos humanos con alimentos, lotes, plantas de procesado y aislados
ambientales (Lakicevic et al., 2023; Stasiewicz et al., 2015). Para ello se combinan informacidn
epidemioldgica, trazabilidad, analisis microbioldgicos y comparacion molecular de cepas. En
listeriosis, esta investigacion suele ser especialmente compleja, porque el periodo de incubacion es
largo y los casos aparecen separados en el tiempo y en el espacio. Por este motivo, las herramientas
gendmicas han adquirido un papel central, ya que este tipo de herramientas son clave para obtener
datos epidemioldgicos (Lakicevic et al., 2023; Luth et al., 2021; Stasiewicz et al., 2015).

El control de Listeria monocytogenes se apoya en un marco normativo europeo basado en la
responsabilidad del operador, la trazabilidad, la higiene alimentaria y los procedimientos de
autocontrol. El Reglamento (CE) n2 178/2002 (Parlamento Europeo y Consejo de la Unién Europea,
2002) establece los principios generales de la legislacién alimentaria y la trazabilidad, mientras que
el Reglamento (CE) n? 852/2004 (Parlamento Europeo y Consejo de la Unidn Europea, 2004) exige
la aplicacién de procedimientos basados en el APPCC. Por su parte, el Reglamento (CE)
ne 2073/2005 (Comision de las Comunidades Europeas, 2005) fija los criterios microbioldgicos
aplicables a los alimentos, incluyendo criterios especificos para L. monocytogenes en alimentos
listos para el consumo. Este Ultimo ha sido reforzado por el Reglamento (UE) 2024/2895 (Comisidn
Europea, 2024), que modifica el criterio aplicable a productos RTE capaces de favorecer el
crecimiento de L. monocytogenes y desplaza la atencién hacia el cumplimiento del limite de
100 ufc/g durante toda la vida util del alimento.

El cambio mas relevante para este trabajo es el Reglamento de Ejecucién (UE) 2025/179 (Comisidn
Europea, 2025), aplicable a partir del 23 de agosto de 2026, ya que introduce la recogida,
secuenciacién y transmision de datos moleculares en investigaciones de brotes de transmision
alimentaria. Este reglamento contempla la secuenciacion del genoma completo de aislados de
patdgenos alimentarios asociados o sospechosos de estar asociados a brotes, entre ellos Listeria
monocytogenes. Cuando estén disponibles y la autoridad competente lo solicite, los operadores
alimentarios deberan aportar los aislados o los resultados de WGS generados en sus propias
investigaciones. Por ello, existe un interés creciente por parte de las industrias alimentarias en
caracterizar las cepas de L. monocytogenes presentes en sus propias plantas. Conocer esta
diversidad genética permite identificar fuentes habituales de contaminacién, diferenciar cepas
residentes de contaminaciones puntuales y mejorar los protocolos de higiene, vigilancia ambiental
y control preventivo.

1.4. Nuevas Tecnologias de Vigilancia

La vigilancia de Listeria monocytogenes ha evolucionado desde métodos fenotipicos y técnicas
moleculares de menor resolucién hacia enfoques gendmicos. Inicialmente, el serotipado permitié
clasificar aislados mediante antigenos somaticos y flagelares. Aunque sigue siendo util para una
primera aproximacién, su capacidad discriminatoria es limitada, ya que dos cepas del mismo
serotipo pueden ser genéticamente muy diferentes (Lakicevic et al., 2023; Stessl et al., 2021).
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La electroforesis en gel de campo pulsado o pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) fue durante afios
una técnica de referencia en vigilancia molecular. Esta consiste en digerir el ADN bacteriano con
enzimas de restriccién y separar fragmentos grandes mediante un campo eléctrico que cambia de
direccién. El resultado es un patrén de bandas que funciona como una huella molecular. La PFGE
fue util para comparar aislados y detectar agrupaciones. Sin embargo, esta técnica presenta una
serie de limitaciones, ya que requiere una ejecucidn técnica cuidadosa, tiene problemas de
reproducibilidad entre laboratorios y no siempre distingue cepas estrechamente relacionadas
(Lakicevic et al., 2023; Stessl et al., 2021).

El tipado de secuencias multilocus o multilocus sequence typing (MLST) supuso un avance
importante porque se basa en secuencias de genes housekeeping. En Listeria monocytogenes, el
esquema clasico analiza siete genes de entre 399 y 537 pares de bases (Stessl et al., 2021). A cada
combinacion de alelos se le asigna un sequence type y los que estan relacionados se agrupan en
complejos clonales. Este método mejord la comparabilidad entre laboratorios y permitié estudiar
la estructura poblacional de la especie. Sin embargo, al analizar solo siete genes, no siempre tiene
suficiente resolucion para investigar brotes complejos o diferenciar persistencia de reintroduccion
en una planta industrial (Stasiewicz et al., 2015; Stessl et al., 2021).

La aparicion de la secuenciacion de nueva generacion cambid este escenario. Este avance dio lugar
a distintas plataformas de secuenciacion, entre las que destacan lllumina, Oxford Nanopore
Technologies (ONT) y Pacific Biosciences (PacBio). Todas ellas permiten obtener informacion
gendmica a gran escala, pero su fundamento técnico es diferente. lllumina se basa en la
secuenciacion por sintesis de fragmentos cortos de ADN, generando lecturas cortas y muy precisas.
PacBio secuencia moléculas individuales de ADN en tiempo real y produce lecturas largas. ONT
detecta los cambios de corriente eléctrica que se producen cuando una molécula de ADN atraviesa
un nanoporo, lo que permite obtener lecturas largas en tiempo real mediante dispositivos portatiles
como MinlON, empleado en este trabajo (Biggel et al., 2024; Luan et al., 2024). Estas diferencias
influyen en la precision, el coste, el tiempo de andlisis, la portabilidad y la capacidad para cerrar
genomas o resolver plasmidos y regiones repetitivas (Biggel et al., 2024; Luan et al., 2024).

Las tecnologias de secuenciacién de genoma completo o whole genome sequencing (WGS)
permiten secuenciar grandes cantidades de ADN de forma rdpida y a un coste cada vez menor.
Aplicadas a patégenos alimentarios, permiten estudiar el genoma completo de los aislados y
compararlos con una resolucién mucho mayor que los métodos tradicionales. Actualmente es
posible analizar simultdneamente el parentesco gendmico, los genes de virulencia, los genes de
resistencia, la tolerancia al estrés, los pldsmidos, los profagos vy las islas gendmicas (Lakicevic et al.,
2023; Stessl et al., 2021; Unrath et al.,, 2021). Esta tecnologia se ha consolidado como una
herramienta central para la vigilancia de Listeria monocytogenes y sus ventajas son claras: mayor
resolucion que PFGE y MLST, posibilidad de comparar aislados a escala internacional, identificacién
de genes relevantes y apoyo a la investigacion de brotes (Lakicevic et al., 2023; Liuth et al., 2021;
Stessl et al., 2021). El WGS permite saber si dos aislados son proximos o si solo comparten un
serotipo o ST frecuente. También permite reconstruir rutas de transmision dentro de una planta,
identificar reservorios y diferenciar cepas residentes de contaminaciones transitorias (Bardsley et
al., 2024; Lakicevic et al., 2023; Stasiewicz et al., 2015; Unrath et al., 2021).

El flujo de trabajo del WGS comienza con la obtencion de ADN bacteriano de calidad a partir de un
cultivo puro. Después se preparan las librerias y se secuencia el material genético en plataformas
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como lllumina, Oxford Nanopore o PacBio (Biggel et al., 2024; Luan et al., 2024; Stessl et al., 2021).
Illumina genera lecturas cortas con alta precisién y se emplea de forma habitual en vigilancia
rutinaria. Oxford Nanopore y PacBio producen lecturas largas, Utiles para cerrar genomas, resolver
plasmidos y estudiar regiones repetitivas. La eleccién de la plataforma de secuenciacidon depende
del objetivo del estudio, del coste, del tiempo disponible y de la infraestructura bioinformatica,
teniendo cada una ventajas y limitaciones (Biggel et al., 2024; Luan et al.,, 2024). Tras la
secuenciacién, los datos deben someterse a un control de calidad, ensamblaje o mapeo, anotacion
y anadlisis comparativo. Este analisis bioinformatico es critico, ya que un genoma de mala calidad,
una referencia inadecuada o criterios de filtrado distintos afectan a la interpretacion (Biggel et al.,
2024; Luan et al., 2024; Stessl et al., 2021). Por tanto, la estandarizacion es uno de los grandes retos
pendientes de la vigilancia gendmica, sobre todo en brotes multinacionales donde los datos
proceden de distintos laboratorios y deben compararse de forma fiable (Lakicevic et al., 2023; Lith
et al, 2021).

Entre los métodos de comparacion gendmica destacan el tipado de secuencias multilocus del
genoma nucleo o core genome multilocus sequence typing (cgMLST), el tipado de secuencias
multilocus del genoma completo o whole genome multilocus sequence typing (wgMLST) y el analisis
de polimorfismos de un solo nucleétido o single nucleotide polymorphisms (SNPs) (Lakicevic et al.,
2023; Lath et al., 2021). El cgMLST compara alelos de genes conservados del genoma nucleo,
mientras que el wgMLST amplia el andlisis al conjunto del genoma (incluyendo también genes
accesorios). El wgMLST puede aportar mayor resolucion en determinados estudios
epidemioldgicos, aunque también puede ser mds sensible a diferencias en la calidad del
ensamblaje, la anotacidn y el esquema usado (Angelo et al., 2017; Lakicevic et al., 2023). En Listeria
monocytogenes, se han propuesto distintos esquemas de cgMLST, entre ellos el de Ruppitsch,
basado en 1.701 loci, y el del Institut Pasteur/Moura, basado en 1.748 loci. Para estos esquemas se
han propuesto umbrales de <10 alelos y <7 alelos, respectivamente, en el contexto de agrupaciones
relacionadas con brotes (Lakicevic et al., 2023). La correlacién entre esquemas cgMLST es muy
elevada, con valores entre 0,97 y 1,0 (Liith et al., 2021), lo que facilita la comparacién de resultados
entre laboratorios cuando los analisis estan armonizados. El analisis de SNPs ofrece una resoluciéon
mayor, pero depende mucho del genoma de referencia y del flujo bioinformatico utilizado. En un
estudio con 494 aislados de Listeria monocytogenes, el uso de un genoma de referencia especifico
permitié detectar hasta 3,9 veces mas diferencias genéticas que el uso de una referencia general
(Luth et al., 2021). Esto demuestra que la eleccion del método modifica la interpretacion de la
distancia genética. Es por esto que los umbrales deben manejarse con cautela y siempre
interpretarse junto con el contexto epidemioldgico, temporal y ambiental (Stasiewicz et al., 2015;
Wang et al., 2026).

El WGS identifica determinantes genéticos relacionados con virulencia, resistencia y adaptacion
ambiental. En el estudio mencionado anteriormente de hongos enoki, la clasificacién basada en
LIPI-1 a LIPI-4 e inlA permitio clasificar el 81,9% de los aislados como virulentos o hipervirulentos
(Zzhao et al., 2026). En el estudio de Corea del Sur, la cepa del brote portaba 64 genes de virulencia
(Lee et al., 2023). Otros estudios de caracterizacién gendmica han identificado determinantes
asociados a la tolerancia a biocidas, la adaptacion al estrés osmatico y acido, la resistencia a metales
pesados vy la resistencia antimicrobiana (Ji et al., 2023; Mafuna et al., 2021; Manqele et al., 2024).
Por tanto, el WGS sirve, entre otros, para comparar cepas y para valorar su potencial de
supervivencia en la cadena alimentaria.
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1. INTRODUCCION

El WGS no sustituye a la epidemiologia clasica porque dos aislados muy préximos gendmicamente
pueden proceder de una fuente comun, pero también de un clon ampliamente distribuido. Una
cepa persistente también es capaz de acumular pequeiias diferencias con el tiempo. Por eso, los
datos gendmicos deben interpretarse junto con fechas, lugares, lotes, rutas de produccion,
proveedores, historial de limpieza y desinfeccién y resultados ambientales. La secuenciacién aporta
resolucidn, pero la interpretacidén siempre necesita contexto en forma de metadatos (Lakicevic et
al., 2023; Luth et al., 2021; Stasiewicz et al., 2015).

La estandarizacidn de los analisis también condiciona la comparacién entre laboratorios. Diferentes
laboratorios suelen emplear esquemas cgMLST distintos, genomas de referencia diferentes,
programas de ensamblaje diversos o criterios de filtrado no equivalentes, lo que afecta a los
resultados. La posibilidad de comparar datos entre métodos facilita el intercambio de informacién
y reduce la necesidad de repetir andlisis completos, algo especialmente importante en brotes
suprarregionales o internacionales. Por esta razén, la estandarizacion de los analisis resulta
necesaria (Luth et al., 2021).

Esta nueva aproximacion en la vigilancia alimentaria tiene una importancia directa en la industria.
Con la entrada en vigor del Reglamento de Ejecucion (UE) 2025/179, sera cada vez mas Gtil disponer
de informacién propia sobre los aislados de Listeria monocytogenes presentes en las plantas de
produccidn. Caracterizar las cepas de L. monocytogenes propias de cada instalacion sera clave para
identificar las posibles fuentes de contaminacién habituales, detectar posibles contaminaciones
puntuales y optimizar los protocolos de higiene. También puede servir como apoyo en estudios
posteriores de trazabilidad. Este trabajo se centra en la obtencién y caracterizacién gendmica de
aislados industriales de L. monocytogenes, con el fin de aportar informacidn sobre su diversidad y
sobre genes de interés relacionados con virulencia, resistencia y adaptacion al ambiente de
procesado.
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2. OBJETIVOS

2. OBIJETIVOS

e Identificar cepas de Listeria monocytogenes via secuenciacién de genoma completo (WGS)
predominantes en cada sector de la industria alimentaria, a partir de aislados.

e Comparar distintas cepas de Listeria monocytogenes aisladas en cuanto a diferencias
gendmicas y distancia filogenética.

e Caracterizar genes de interés en los genomas de cada una de las cepas de Listeria
monocytogenes.

e Generar un biobanco de genomas de Listeria monocytogenes segun el tipo de industria
alimentaria.
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3. MATERIALES Y METODOS

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Origen de los Aislados y Condiciones de Bioseguridad

Las muestras procedian de industrias alimentarias externas de diferentes sectores: lactea, cérnica,
pesquera, avicola, hortofruticola, heladera y panadera/repostera. Estas muestras fueron remitidas
para el andlisis de una posible presencia de Listeria monocytogenes. Las que dieron positivo en PCR
se confirmaron después en placa, para lo cual se usé el COMPASS® Listeria Agar (Biokar Diagnostics,
n.d.) como medio cromogénico selectivo y diferencial para la deteccién de L. monocytogenes. Su
formulacién combina nutrientes, factores de crecimiento, sustratos cromogénicos y componentes
selectivos que favorecen el crecimiento de Listeria spp. Para confirmar que se trataba de
L. monocytogenes, las colonias tenian que verse de color azul verdoso y rodeadas por un halo opaco.

El estudio se centrd Unicamente en aislados positivos confirmados de Listeria monocytogenes y no
se incluyd ninguna muestra negativa, ya que el objetivo no fue evaluar la presencia o ausencia del
microorganismo en las industrias, sino caracterizar gendmicamente las cepas disponibles. Se
analizaron 112 aislados de L. monocytogenes, distribuidos entre industria lactea (37), carnica (28),
pesquera (20), avicola (15), hortofruticola (9), heladera (2) y panadera/repostera (1), para poder
comparar aislados procedentes de distintos sectores alimentarios y estudiar si la variabilidad
gendmica observada estaba relacionada con la industria de origen, el ST, los clados filogenéticos o
la presencia de genes de interés.

Todos los trabajos de manipulacién de los aislados de Listeria monocytogenes se realizaron en
cabina de bioseguridad tipo Il, empleando material estéril y siguiendo las normas habituales de
bioseguridad para microorganismos de grupo de riesgo 2, de acuerdo con lo establecido en el Real
Decreto 664/1997 (Ministerio de la Presidencia, 1997).

3.2. Renovacion de Cultivos

Una vez seleccionados los aislados, las colonias confirmadas se incubaron en tubos Eppendorf con
1 mL de caldo LEB, empleado como medio de enriquecimiento selectivo para Listeria spp. Este
medio esta compuesto por peptona, extracto de levadura, cloruro de litio, citrato férrico aménico,
cloruro sdédico, polimixina y antimicrobianos quinoldnicos (Oxoid, n.d.).

Para renovar los cultivos, se centrifugaron a 8.000 g en una centrifuga Digicen 21R (Orto Alresa, n.d.)
durante 3 minutos, descartando el sobrenadante y resuspendiendo el pellet en un tubo Falcon con
5 ml de LEB. Después se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Esto se hizo para aumentar la biomasa
bacteriana disponible y conseguir una cantidad suficiente para la posterior extraccién de ADN.

3.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN gendmico se realizé con el zymoBIOMICS™ DNA miniprep kit (Zymo Research,
2023). Asi se pudo obtener el ADN microbiano purificado y libre de inhibidores para aplicaciones
posteriores (PCR o secuenciacidn).

Se centrifugaron los tubos Falcon a 5.000 g durante 5 minutos, después se descartd el sobrenadante
y se resuspendid el pellet con 750 ul de tampdn de lisis (ZymoBIOMICS™ Lysis Solution) para
transferir el contenido a un tubo (ZR BashingBead™ Lysis Tubes) con microperlas de ultra alta
densidad de 0,1 y 0,5 mm. Este se mezcld bien en el multi-vértex Biosan V-32 (Biosan, n.d.) por
10 minutos, que permitio la agitacién simultanea de varios tubos para su homogeneizacion.
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A continuacion, estos tubos se centrifugaron a 10.000 g durante 1 minuto para separar las
microperlas de la muestra. Se transfirieron 400 ul del sobrenadante a un tubo con filtro (Zymo-
Spin™ IlI-F Filter) colocado dentro de un tubo de recoleccién de 2 ml y se centrifugaron a 8000 g
durante 1 minuto. En esta centrifugacion el lisado filtrado quedo recogido en el tubo de recoleccion,
por lo que se descartd el tubo con filtro.

Al liquido filtrado se le afiadieron 1.200 pl de tampdn de unién (ZymoBIOMICS™ DNA Binding Buffer)
al ADN y se mezcld bien. Se transfirieron 800 ul de esta mezcla a una columna (Zymo-Spin™ IICR
Column) situada en un tubo de recoleccién nuevo y se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto. Se
descartd el filtrado y se repitid el proceso con lo que quedaba de la mezcla anterior. De esta forma
el ADN quedd retenido en la columna.

En esta columna se afiadieron 400 pl de un tampdn de lavado (ZymoBIOMICS™ DNA Wash Buffer
1), se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto y se descarto el filtrado del tubo de recoleccidn. Se
repitié el proceso dos veces mas, pero con otro tampén de lavado (ZymoBIOMICS™ DNA Wash
Buffer 2), primero con 700 pl y luego con 200 pul. Después, la columna se colocd en un tubo
Eppendorf, se afiadieron 100 ul de agua libre de nucleasas (ZymoBIOMICS™ DNase/RNase Free
Water), en el centro de la columna y lentamente, y se centrifugd a 10.000 g durante 1 minuto para
eluir el ADN.

Paralelamente, se colocé un tubo con filtro (Zymo-Spin™ III-HRC Filter) en un tubo de recoleccién
nuevo al que se le afiadieron 600 pl de una soluciéon (ZymoBIOMICS™ HRC Prep Solution) para
acondicionar el filtro. Para que esto fuera posible se centrifugd sin la muestra a 8000 g durante
3 minutos.

Finalmente, el ADN eluido se transfirid a la columna hidratada situada en un nuevo tubo Eppendorf,
se centrifugd a 16.000 g durante 3 minutos, se descarto la columna y se guardd la muestra en el
congelador a -20 °C para realizar la posterior secuenciacion.

3.4. Cuantificacion de ADN

Después de la extraccidon, fue necesario determinar la concentracién de ADN de las muestras para
seleccionar el protocolo de preparacion de librerias mas adecuado, segln si era necesaria una
amplificacion por PCR o no. Para ello, se usé el fluorimetro de sobremesa Qubit™ 4 Fluorometer
(Thermo Fisher Scientific, 2021) y el Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 2022).
Durante la medicidn se trabajé con la menor exposicidn posible a la luz porque los reactivos
empleados eran fotosensibles.

El primer paso fue preparar la solucidn de trabajo (Qubit™ working solution) que era una dilucién
1:200 del reactivo (Qubit™ dsDNA BR Reagent) en el tampdn (Qubit™ dsDNA BR Buffer). El reactivo
es una solucién concentrada 200X en DMSO.

Antes de la primera medicidn era necesario preparar dos estandares de concentracién conocida
para la correcta calibracion del equipo. El Qubit™ dsDNA BR Standard #1 tenia una concentraciéon
de 0 ng/ pLy el Qubit™ dsDNA BR Standard #2 de 100 ng/ uL. Ambos estaban disueltos en tampdn
TE (una mezcla de Tris y EDTA). Estos se prepararon afadiendo 10 pl de cada estandar en un tubo
de Qubit y 190 ul de la solucidn de trabajo preparada previamente.

Luego se depositaron 199 ul de la solucion de trabajo en tantos tubos de Qubit como muestras
habia y a cada uno se le afadié 1 ul de la muestra correspondiente. Después se homogeneizarony
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se dejaron incubar 2 minutos a temperatura ambiente. Una vez transcurrié el tiempo de incubacion,
se procedié a medir los dos estdndares y, a continuacién, las muestras una por una. El limite se
establecié en 20 ng/ul. Las muestras cuya concentracion fue superior a este valor no requirieron
pasar por la PCR, pero el resto si.

3.5. Preparacion de Librerias sin Amplificaciéon por PCR

La preparacion de librerias sin amplificacién por PCR se realizé mediante el kit SQK-RBK114.24 de
Oxford Nanopore Technologies (Oxford Nanopore Technologies, 2025). Este protocolo se empled en
las muestras que presentaban una concentracién de ADN igual o superior a 20 ng/ul, ya que permite
preparar la libreria de forma rapida mediante la fragmentacion del ADN vy la incorporacién de
cddigos de barras, sin necesidad de una etapa previa de amplificacion.

Al conocer la concentracion de ADN de la muestra (previamente medida en el Qubit), se prepararon
200 ng de ADN gendmico de cada muestra en tubos de PCR y se ajustd el volumen en cada uno
hasta 10 ul con agua libre de nucleasas. Después se afiadié 1,5 ul de cada cddigo de barras (Rapid
Barcode Primers) a las muestras para poder identificarlas en la libreria. Los tubos se incubaron en
el termociclador SimpliAmp™ Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, n.d.) con un ciclo de
2 minutos a 30 °C y 2 minutos a 80 °C para que el ADN se fragmentase y los cddigos de barras se
incorporasen. Luego se enfriaron con hielo y se centrifugaron con la minicentrifuga MC7000 (LBX
Instruments, n.d.).

A continuacidn, se mezclaron todas las muestras ya codificadas en un tubo Eppendorf (se puso la
misma cantidad de cada muestra) y se afiadié el mismo volumen total de perlas magnéticas
(AMPure XP Beads) para retener el ADN y eliminar impurezas. El tubo se incubd durante 10 minutos
y a temperatura ambiente en un agitador orbital, mientras se preparaban 2 ml de etanol al 80% en
agua libre de nucleasas. Tras los 10 minutos, se centrifugd el tubo con la libreria y se colocd en una
gradilla magnética para que las perlas unidas al ADN quedasen retenidas en la pared del tubo y asi
poder retirar el sobrenadante. Después se lavaron las perlas con 1 ml del etanol preparado
previamente sin deshacer el pellet y se retiré todo el etanol restante (esto se realizé dos veces). El
tubo se centrifugd y se colocé en la gradilla magnética para eliminar cualquier resto de etanol. Se
dejo secar el pellet (sin que llegase a agrietarse), se quitd el tubo de la gradilla magnética y se
resuspendio el pellet con 15 pl de Elution Buffer para separar el ADN de las perlas magnéticas. El
tubo se incubd durante 10 minutos a temperatura ambiente, se colocd en la gradilla magnética y se
pipeted el ADN eluido a otro tubo Eppendorf nuevo para cuantificarlo por Qubit (tal y como se ha
explicado anteriormente). Paralelamente, se diluyd en otro tubo Eppendorf el Rapid Adapter con
Adapter Buffer (1,5 ul del primero y 3,5 ul del segundo).

Finalmente, se transfirieron 11 ul de la libreria a un tubo Eppendorf y se anadié 1 ul del Rapid
Adapter diluido anteriormente. Esto se mezcld y centrifugd para terminar incubandolo 5 minutos a
temperatura ambiente. La libreria se guardé en hielo hasta el momento de carga.

3.6. Preparacion de Librerias con Amplificacion por PCR

La preparacion de librerias con amplificacidon por PCR se realizd6 mediante el kit SQK-RPB114.24 de
Oxford Nanopore Technologies (Oxford Nanopore Technologies, 2026). Este protocolo se aplicé en
aquellas muestras con una concentracion de ADN inferior a 20 ng/ul, ya que incluye una etapa de
amplificacion que permite obtener suficiente material para la posterior secuenciacién. Las
amplificaciones por PCR se realizaron con el termociclador previamente mencionado.
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Al conocer la concentracion de ADN de la muestra (previamente medida en el Qubit), se prepararon
5 ng de ADN gendmico de cada muestra en tubos de PCR y se ajusté el volumen en cada uno hasta
3 ul con agua libre de nucleasas. A cada uno de estos tubos se le afiadié 1 ul de Fragmentation Mix
para fragmentar el ADN gendmico y generar moléculas adecuadas para la amplificacion por PCR y
la unidn de los cédigos de barras. Todos los tubos se incubaron en el termociclador 2 minutos a
30 °Cy 2 minutos a 80 °C. Después se enfriaron con hielo.

Posteriormente, se afadieron 11 pul de agua libre de nucleasas, 10 ul de cddigo de barrasy 25 pul de
LongAmp Hot Start Tagq 2X Master Mix (contiene Tag DNA polimerasa, tampdn de reaccidon, Mg?*,
dNTPs y otros componentes esenciales para la PCR) a cada tubo. Los tubos se centrifugaron vy,
después, se amplificaron en el termociclador. Se usé un ciclo habitual de PCR que constaba de una
desnaturalizacién inicial de 3 minutos a 95 °C, seguida de dieciséis ciclos de 15 segundos a 95 °C,
15 segundos a 56 °C y 6 minutos a 65 °C, y que terminaba con una extension final de 6 minutos a
65 °C. La reaccion se incubd a 4 °C hasta que se afiadio el EDTA (4 ul) para detener la reaccién de
amplificacion. Tras una incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, se cuantificé al Qubit 1 pl
de cada muestra.

Conociendo la concentracién de cada muestra tras la amplificacidn, se junté la misma cantidad de
ADN gendmico de todas las muestras en un tubo Eppendorf. A este tubo se le afiadieron las perlas
magnéticas resuspendidas en una proporcion del 0,6X respecto al volumen total de la libreria y se
mezclaron con la pipeta. Esto tuvo como objetivo retener el ADN y eliminar las impurezas presentes.
El tubo se incubd durante 5 minutos en un agitador orbital. A partir de aqui, el procedimiento
empleado fue exactamente el mismo que en la preparacién de librerias sin amplificaciéon por PCR
que se describe con detalle en el apartado anterior.

3.7. Secuenciacion de las Librerias

Una vez preparadas, las librerias obtenidas mediante ambos protocolos se secuenciaron siguiendo
el mismo procedimiento general (Oxford Nanopore Technologies, 2025, 2026). Cada libreria,
formada por un nimero variable de muestras, se cargd de forma independiente en la celda de flujo
(Figura 2) correspondiente y se secuencid en el dispositivo MinlON mediante el software MinKNOW.
Este programa permitié controlar el estado de los poros de la celda de flujo, configurar la
secuenciacion, monitorizar el proceso en tiempo real y generar los datos brutos necesarios para el
analisis posterior. Durante la carga de la libreria se evité la formacién de burbujas porque estas
pueden dificultar la distribucion homogénea de la muestra en la celda de flujo y reducir el nimero
de poros disponibles para la secuenciacion.

SpotON
sample port

Priming port — _ ) - | FBG598086

Figura 2. FLO-MIN114 de Oxford Nanopore Technologies.

Para poder cargar la libreria en la celda de flujo, primero se preparé en un tubo Eppendorf la mezcla
de cebado o priming mix que consistia en 1170 pl de Flow Cell Flush, 5 ul de albimina sérica bovina
(BSA) a 50 mg/ml y 30 ul de Flow Cell Tether. Una vez preparada la mezcla, se situd la celda de flujo
en el dispositivo MinlON correctamente y se realizdé un recuento de poros con el software MinKNOW
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para comprobar el estado de la celda de flujo. A continuacidn, se abrié la cubierta del priming port
y con una pipeta automatica ajustada a 200 pul se aspird desde el priming port un pequefio volumen
de tampdn para eliminar cualquier burbuja de aire presente (con la pipeta insertada en el priming
port se gird la rueda de la pipeta hasta aspirar un pequefo volumen de tampdn). Después se
cargaron 800 pl de la mezcla de cebado, previamente preparada, evitando la formacion de burbujas
en la celda de flujo y se esperd 5 minutos. Al mismo tiempo se prepard en un tubo Eppendorf la
mezcla de secuenciacién o sequencing mix que constaba de 37,5 ul de Sequencing Buffer, 25,5 pl de
Library Beads y los 12 ul de la libreria de ADN gendmico.

Una vez transcurridos los 5 minutos, se abrid la cubierta del SpotON sample port y se anadieron
200 ul de la mezcla de cebado en el priming port (de la misma forma que antes, evitando las
burbujas). Luego se mezclé la libreria de ADN con la pipeta y se afiadieron los 75 pl de la mezcla de
secuenciacion en el SpotON sample port gota a gota (observando que entraban por completo en la
celda de flujo). Finalmente, se cerraron las cubiertas del priming port y del SpotON sample port y se
cubrid la celda de flujo con el protector de luz.

En el software MinKNOW se selecciond el kit usado para la preparacién de las librerias (SQK-
RBK114.24 o SQK-RPB114.24, segun el caso) y se inicié la secuenciacion.

3.8. Anadlisis Bioinformatico

Los archivos resultantes de la secuenciacion fueron archivos POD5, que contenian la sefial eléctrica
registrada cuando las moléculas de ADN atravesaban los poros de la celda de flujo. El andlisis
bioinformatico se inicié con el proceso de basecalling, mediante el cual esta sefial se convirtié en
secuencias de bases nucleotidicas y se obtuvieron archivos FASTQ con las lecturas y sus valores de
calidad. Este paso se realizé con Dorado Basecaller v2.0.0-win64 (Oxford Nanopore Technologies,
n.d.-b), empleando el modelo de alta precisidn (sup) para obtener lecturas mas fiables a partir de la
sefial registrada. Se aplicd un umbral minimo de calidad de Q-score 12 para descartar lecturas de
baja calidad que pudieran interferir en el ensamblaje posterior. Ademads, no se realizo el recorte de
adaptadores, cebadores ni cédigos de barras en Dorado, con el objetivo de mantener el mismo
procesamiento inicial para todas las muestras antes de continuar con los analisis posteriores.

Los FASTQ se procesaron con el programa EPI2ZME v5.4.0, mas concretamente con el flujo de trabajo
Bacterial & Fungal Genomes v2.0.2 (Oxford Nanopore Technologies, n.d.-a). Asi se pudieron
procesar las lecturas de cada muestra y se obtuvieron distintos archivos con informacién
relacionada con el ensamblaje, la anotacién o la caracterizacidn de los aislados. Los archivos de
salida mas destacados fueron los FASTA comprimidos (medaka.fasta.gz), los archivos de anotacion
generados por Bakta (Schwengers et al.,, 2021) (bakta.gff3 y bakta.gbff), los archivos de
alineamiento (bam y bam.bai) y los resultados de tipado molecular (mlst.json). Todos estos archivos
se organizaron en carpetas individuales para cada muestra.

Desde los archivos mlst.json se extrajeron los ST (tipo de secuencia) de cada muestra y se integraron
en una tabla de metadatos que incluia el identificador de las muestras y el tipo de industria de las
que procedia cada una de ellas. En algunos aislados no fue posible asignar ningun ST, por lo que se
registraron como “sin ST asignado” y se codificaron como STNA en los archivos de trabajo. Se calculé
la frecuencia de cada ST para las diferentes industrias y se consideré predominante el ST con mayor
numero de aislados en cada sector. De esta forma se consiguid identificar los perfiles predominantes
en cada sector industrial. Se optd por analizar la distribucidn segun los ST porque constituyen una
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clasificacidn estandarizada y ampliamente empleada, que facilita la comparacion de los resultados
con otros estudios y permite diferenciar perfiles alélicos concretos. Los complejos clonales agrupan
varios ST relacionados, por lo que proporcionan un menor nivel de detalle para describir la
diversidad de los aislados (Stessl et al., 2021; Tessa et al., 2025).

Los archivos bakta.gff3 se emplearon como entrada en el programa informatico Panaroo (Tonkin-
Hill et al., 2020), que permitié construir el genoma central (core genoma) del conjunto de cepas,
generar la matriz de presencia/ausencia génica y obtener el alineamiento del core genome. El
alineamiento del core genome se usé para construir arboles filogenéticos con el programa IQ-TREE
(Minh et al., 2020), los cuales se visualizaron mediante Itol (Letunic & Bork, 2024). En esta
plataforma se afiadieron etiquetas sobre la industria de procedencia y los ST de cada aislado, para
estudiar si la agrupacién de las cepas estaba relacionada con el sector industrial de origen o con la
estructura clonal de los aislados.

La proximidad genética entre cepas también se estudid mediante matrices de distancias SNP
generadas con la herramienta snp-dists (Seemann, 2026) a partir del alineamiento del core genome.
Para poder visualizar las distancias genéticas entre aislados con una mayor facilidad se generaron
distintos mapas de calor, entre los que destacan los mapas ordenados por clados gendmicos,
industria y ST, asi como la matriz de distancias SNP entre ST. A partir de la matriz completa de
distancias SNP se calcularon la distancia minima, mediana y maxima entre aislados para el conjunto
total de comparaciones, dentro de un mismo ST, entre ST diferentes, dentro de una misma industria
y entre industrias.

La matriz de presencia/ausencia génica generada por Panaroo se empled para realizar un analisis
exploratorio de asociacion entre genes accesorios e industria de procedencia mediante la
herramienta Scoary (Brynildsrud et al., 2016). Para ello, se generd una tabla de rasgos binarios a
partir de los metadatos de cada aislado, en la que cada industria se evalué como una variable
independiente. De esta forma, cada sector se comparo frente al resto de aislados. Este andlisis
permitié identificar genes accesorios asociados o enriquecidos en determinados grupos
industriales. Los resultados se filtraron considerando genes con p-valor ajustado por Benjamini-
Hochberg < 0,05, diferencia de frecuencia 2 0,20, presencia en al menos tres aislados de la industria
y anotacion funcional interpretable.

Los perfiles de resistencia antimicrobiana y tolerancia a biocidas se analizaron con AMRFinderPlus
(Feldgarden et al., 2021)a partir de los ensamblajes en formato FASTA (medaka.fasta.gz). Para cada
aislado se registraron los genes detectados y se generd una tabla resumen que incluyé el
identificador de muestra, la industria de procedencia, el ST y los genes asociados a resistencia
antimicrobiana o tolerancia a biocidas. Posteriormente, estos resultados se resumieron por
industria para comparar la distribucion de los genes detectados entre sectores industriales.

Los genes relacionados con la formacién de biofilms, persistencia, estrés, tolerancia a biocidas y
virulencia se estudiaron mediante una busqueda dirigida de genes candidatos en los archivos de
anotacién generados por Bakta. Se prepard una lista de genes de interés que a partir de genes
descritos previamente en estudios sobre biofilms, persistencia, respuesta a estrés, adaptacién a
ambientes de procesado y virulencia en Listeria monocytogenes. La lista incluyd los genes Imo0444,
Imo0445, Imo0446, Imo0447, Imo0448, 1in0464, 1in0465, agrA, agrB, agrC, agrD, luxS, sigB, bapl,
inlL, inlA, actA, flaA, degU, diItA, ditB, dItC, dItD, comK, recO, Imo2504, gadT, Imo1798 y Imo1799
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(Bombelli et al., 2026; Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Mafuna et al., 2021; Tessa et al., 2025; Unrath
et al., 2021; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023). La presencia o ausencia de estos genes se registro
para cada aislado y se integrd con la informacién de industria y ST.

Finalmente, se generd una tabla de biobanco gendmico que integrd la informacién principal de cada
aislado. Esta tabla incluyd el identificador de muestra, la industria de procedencia, el ST, el clado
filogenético, los genes relacionados con resistencia antimicrobiana o tolerancia a biocidas, los genes
relacionados con la formacion biofilms/persistencia y las observaciones principales. De esta forma,
se organizd una coleccién de genomas de L. monocytogenes clasificada segun el tipo de industria
alimentaria de origen.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados de Secuenciacidon Genética

Los 112 aislados de Listeria monocytogenes incluidos en el estudio pudieron secuenciarse
correctamente mediante tecnologia Nanopore. Las principales estadisticas de calidad de los
ensamblajes se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Estadisticas de calidad de los ensamblajes.

Parametro N2 muestras| Minimo Mediana Media Maximo
Tamafio ensamblaje (kb) 112 602,30 2.990,12 3.086,45 6.458,03
Numero contigs 112 1,00 3,00 11,50 211,00
N50 del ensamblaje (kb) 112 24,76 2.154,51 2.080,96 3.122,81
Contig mas largo (kb) 112 75,94 2.177,42 2.157,02 3.122,81
Porcentaje GC (%) 112 36,90 37,96 37,88 38,24
Cobertura media (x) 112 9,15 53,51 68,44 200,23

Nota: N50 indica la longitud para la cual el 50 % del genoma ensamblado esta contenido en contigs de ese
tamafio o mayores. Un contig es una secuencia continua de DNA formada al ensamblar lecturas solapadas. La
cobertura se refiere al nUmero medio de veces que se ha leido cada posicién del genoma.

Los ensamblajes presentaron una mediana de 3 contigs, un N50 mediano de 2.154,51 kb y una
cobertura media mediana de 53,51x. El contenido GC mostré poca variacidn entre las muestras, con
una mediana del 37,96 %. Estos resultados mostraron unos valores acordes a los trabajos
mencionados anteriormente (Ji et al., 2023; Unrath et al., 2021; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).
También indicaron una buena continuidad y una cobertura adecuada en la mayoria de los
ensamblajes, aunque un nimero reducido de ensamblajes presentd valores extremos de cobertura,
tamafo o fragmentacién. Dado que estos pudieron anotarse y procesarse correctamente, no se
considerd necesario excluirlos Unicamente por estas diferencias. Ademas, tras el basecalling y el
procesamiento bioinformatico, todas las muestras generaron archivos validos para los analisis
posteriores. Por ello, los 112 aislados se incluyeron en los andlisis posteriores. Los valores
individuales de cada aislado se recogen en el Anejo I.

4.2. Distribucidn de ST por Industria

Se identificaron los perfiles gendmicos predominantes en las diferentes industrias alimentarias
analizadas mediante la distribucidon de los tipos de secuencia (ST) de los aislados de Listeria
monocytogenes. Los datos que se obtuvieron en este andlisis se muestran en la Tabla 2.

En el total de los 112 aislados predomind el ST9 con un total de 15 muestras (13%), seguido del ST
sin asignar (12%). El ST predominante en la industria lactea fue el ST570, presente en 7 de los
37 aislados (19%). En la industria carnica destacé el ST9, también con 7 aislados, pero esta vez sobre
28, por lo que representa un porcentaje mayor (25%). En la industria pesquera, el ST mas frecuente
fue el ST121, presente en 4 aislados de un total de 20, lo que supone un 20%. En el caso de la
industria avicola se identificaron dos ST mas comunes, el ST9 y el ST121, ambos detectados en 3 de
los 15 aislados (20% cada uno). En la industria hortofruticola destacé de forma clara el ST392 con
un 44%, siendo identificado en 4 de las 9 muestras. En las industrias heladera y panadera y repostera
destacaron como predominantes los ST1047 y ST391, respectivamente. Estos dos ultimos resultados
se interpretaron como casos aislados sin robustez estadistica, dado que el reducido tamaiio
muestral no permite establecer patrones generales.
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Tabla 2. Distribucion de tipos de secuencia (ST) por industria alimentaria.

ST N2 de | N2 de aislado | Porcentaje |Porcentaje de

Industria . aislados del ST dentro de la | aislados sin

RIECeminante total |predominante| industria ST asignado
Lactea ST570 37 7 19% 5%
Cérnica ST9 28 7 25% 21%
Pesquera ST121 20 4 20% 0%
Avicola ST9 15 3 20% 27%

ST121 15 3 20%

Hortofruticola ST392 9 4 44% 11%
Heladera ST1047 2 100% 0%
Panadera y repostera ST391 1 1 100% 0%
Total ST9 112 15 13% 12%

En la Ultima columna de la Tabla 2 se puede observar que no fue posible asignar ST a todos los
aislados, pero estas muestras se mantuvieron en el analisis porque la ausencia de ST asignado no
implica un fallo de secuenciacidn, sino una limitacidn en la asignacion del perfil MLST. Destacan los
elevados porcentajes de aislados sin asignar en las industrias carnica y avicola. La asignacién de un
ST requiere identificar un alelo valido para cada uno de los siete genes incluidos en el esquema 'y
combinar estos alelos en un perfil concreto (Stessl et al., 2021). La no asignacién podria deberse a
loci incompletos en el ensamblaje o a alelos o perfiles que todavia no estan incluidos en la base de
datos, lo que podria indicar un ST no descrito previamente (Fagerlund, Idland, et al., 2022;
Stasiewicz et al., 2015). Para confirmarlo, seria necesario revisar los perfiles alélicos y compararlos
con una version actualizada de la base de datos BIGSdb-Lm del Instituto Pasteur (Fagerlund, Idland,
et al., 2022).

Estos resultados muestran que, aunque en los distintos sectores se identifiquen ST predominantes,
no se puede afirmar que exista una asociacidn exclusiva entre un ST y una Unica industria, ya que la
distribucion no es significativa. Ademas, hay ST compartidos entre sectores, como ST9 y ST121, por
lo que determinadas cepas de L. monocytogenes pueden encontrarse en distintos entornos
alimentarios. La predominancia de ST9 en el conjunto de muestras, en la industria carnica y en el
sector avicola, coincide con estudios previos en alimentos, productos cdrnicos y cadenas de
procesado de aves (Ji et al., 2023; Wang et al., 2026). Del mismo modo, ST121 se ha descrito en
productos y ambientes de procesado de pescado, lo que concuerda con su predominancia en la
industria pesquera (Biggel et al., 2024). La presencia de ambos ST podria relacionarse con
mecanismos de adaptacion al estrés industrial, mientras que las diferencias observadas para ST570,
ST392, ST1047 y ST391 podrian deberse al origen de las muestras o a las caracteristicas de cada
instalacion.

Por otra parte, las muestras incluidas en ST9 o ST121 no tienen por qué tener un caracter
hipervirulento. En otros estudios se detectaron alteraciones en numerosos aislados pertenecientes
a estos ST, que podrian reducir su capacidad de invasién (Ji et al., 2023; Zhao et al., 2026). Tampoco
pueden considerarse inocuos, ya que su presencia y permanencia en ambientes industriales pueden
favorecer la contaminacién de alimentos y la exposicién de los consumidores. Por este motivo, la
estructura genética de las cepas se evalué también mediante el andlisis filogenético basado en el
core genome y el estudio de las distancias SNP.
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4.3. Analisis Filogenético Basado en el Core Genome

A partir del alineamiento con el genoma central (core genoma) de todas las muestras se construyd
un arbol filogenético para poder estudiar la relacién genética entre los distintos aislados. Este arbol
se muestra en la Figura 3 y se anota de forma conjunta la industria de procedencia (circulo interno)
y el ST (circulo externo) de cada aislado. De esta forma se podra evaluar si la agrupacion de las cepas
sigue un patrén relacionado con la industria o con el ST. Los arboles anotados de forma separada se
incluyen en los Anejos Il y IIl.
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Figura 3. Arbol filogenético basado en el core genome de los aislados de L. monocytogenes con anotacién de
industria y ST.

Nota: La proximidad visual entre aislados en la disposicién circular no implica necesariamente una mayor
cercania genética, ya que la relacién entre cepas se interpreta a partir de la estructura de las ramas, los nodos
compartidos y la longitud de las ramas.

En el arbol filogenético presentado en la Figura 3 se puede observar que los aislados no se
agruparon de forma estricta en funcidn de su procedencia, ya que en algunos casos muestras de
una misma industria aparecieron en clados diferentes del drbol y otras con distinta procedencia
estaban situadas en un clado comun.
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Sin embargo, considerando los ST la agrupacion fue mucho mas coherente y clara. La mayoria de las
cepas con ST asignado se agruparon en zonas proximas del arbol, al mismo tiempo que coincidian
con los clados terminales definidos por las ramas que compartian un nodo comun. Este patrén
indica una fuerte relacidon genética entre aislados que pertenecen al mismo ST. Los aislados que
aparecen dispersos en el arbol son los que carecen de un valor ST asignado, ya que no representan
ningun tipo de secuencia definido.

Por tanto, el analisis filogenético basado en el core genome refuerza la idea de que la estructura
genética de los aislados estd mas relacionada con el ST y los clados gendmicos que con la industria
de origen. Esta agrupacion resulta coherente, ya que el ST se define a partir de caracteristicas
genéticas, mientras que el tipo de industria no tiene por qué predecir toda la diversidad gendmica,
aunque no puede descartarse su influencia. Este resultado coincide con el articulo de Mafuna et al
de 2021, donde los aislados también se agruparon principalmente segun el ST y no segun la
procedencia (Mafuna et al., 2021). En el estudio llevado a cabo por Fagerlund, Wagner, et al, de
2022 se identificaron aislados muy préximos genéticamente en fabricas diferentes, lo que muestra
que el tipo de industria no siempre determina la agrupacion genética (Fagerlund, Wagner, et al.,
2022). Aun asi, la interpretacion del arbol debe completarse con el analisis de distancias SNP, ya que
este permite cuantificar con mayor precision la proximidad genética entre aislados.

4.4. Distancias SNP entre Aislados

Para complementar el analisis filogenético, se calcularon las distancias SNP entre aislados a partir
del core genome. De esta forma se pudo cuantificar con mas precision la proximidad genética entre
las cepas y comparar los patrones observados segun ST, clado filogenético y tipo de industria. Estos
resultados se resumen en la Tabla 3 y se ilustran como mapas de calor en las Figuras 4,5, 6y 7.

Tabla 3. Resumen de distancias SNP entre aislados de L. monocytogenes.

. < . . SNP SNP SNP
Tipo de comparacion N2 comparaciones ;. . g
minimo mediana maximo

Todas las comparaciones 6216 0 6063 10965
Dentro del mismo ST 307 0 3 115
Entre ST diferentes 4544 522 6080 10962
Dentro de la misma industria 1376 0 6038 10951
Entre industrias 4840 0 6068 10965

Nota: SNP minimo indica la menor distancia SNP observada entre dos aislados dentro de cada tipo de
comparacion. SNP mediana corresponde al valor central de las distancias SNP entre todos los pares
comparados. SNP maximo indica la mayor distancia SNP observada entre dos aislados dentro de cada
categoria.

Atendiendo al conjunto de todas las comparaciones, se observaron distancias SNP muy variables
que iban desde 0 hasta 10965 SNPs, con una mediana de 6063. Esta amplitud refleja la diversidad
genética existente entre las cepas analizadas.

Al separar las comparaciones segun el ST (dentro del mismo y entre diferentes), se observaron
diferencias mas claras. Entre los aislados del mismo ST, la mediana fue de 3 SNPs, con un minimo
de 0y un maximo de 115. Sin embargo, entre muestras con distintos ST se calculé una mediana de
6080 SNPs, con un minimo de 522 y un maximo muy cercano al del total de las comparaciones. Esta
diferencia tan grande indica que los aislados pertenecientes al mismo ST fueron mucho mas
préoximos genéticamente que aquellos pertenecientes a ST distintos.
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Un aspecto relevante fue el valor de SNP minimo observado entre ST diferentes (522 SNPs),
mientras que en el resto de las comparaciones fue de 0 SNPs. Esto indica que incluso los aislados
mas proximos de ST distintos mostraron una distancia genética considerable, es decir, no se
observaron aislados muy préximos genéticamente que pertenecieran a ST diferentes. Los valores
minimos de 0 SNPs observados en algunas de las comparaciones correspondieron a aislados del
mismo ST. Esto no implica que se tratara del mismo aislado, sino que no presentaron diferencias en
las posiciones analizadas del core genome y fueron indistinguibles mediante este andlisis.

Las distancias segln el tipo de industria fueron inferiores, ya que en las comparaciones dentro de
una misma industria hubo una mediana de 6038 SNPs y en las comparaciones entre industrias la
mediana fue de 6068 SNPs. La similitud entre ambos valores refuerza la idea de que la proximidad
genética entre aislados no estuvo determinada principalmente por el sector industrial de origen.

El mapa de calor agrupado por clados genémicos permitié visualizar de forma clara la estructura
genética del conjunto de aislados (Figura 4). En esta representacion, las lineas delimitan clados
definidos a partir de las distancias SNP, mientras que la anotacién de color indica el ST de cada
aislado. Los bloques oscuros situados en la diagonal reflejan grupos de aislados con baja distancia
SNP entre si, lo que indica una mayor proximidad genética dentro de cada clado, y los bloques claros
representan grupos de aislados con una elevada distancia SNP.
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Figura 4. Mapa de calor de distancias SNP entre aislados agrupados por clados
gendomicos y anotados segtn ST.

El mapa de calor permitié observar relaciones de proximidad entre algunos clados. En la segunda
mitad de las comparaciones, se aprecian bloques oscuros fuera de la diagonal principal, lo que indica
que determinados clados y ST presentaron distancias SNP menores entre si en comparacién con
otros grupos mas alejados. Este patréon coincide con lo observado en el arbol filogenético, donde
varios ST se situaban en nodos proximos, sugiriendo una mayor proximidad genética.

La anotacidn por ST mostré una agrupacidn casi completa de los aislados con el mismo tipo de
secuencia. En varios casos, los clados estuvieron formados mayoritariamente por aislados del
mismo ST, pero algunos incluian varios ST. Los aislados sin ST asignado aparecieron mas dispersos y
no se interpretaron como un grupo clonal definido.
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El mapa de calor ordenado por industria (Figura 5) permitié visualizar las distancias SNP entre
aislados agrupandolos segln su sector de procedencia y las lineas separan los diferentes tipos de
industria. Se observaron bloques oscuros de baja distancia SNP dentro de algunas industrias, lo que
indica la presencia de aislados genéticamente préximos dentro de un mismo sector, pero también
aparecieron bloques claros que indicaban aislados genéticamente alejados dentro de una misma
industria. En las comparaciones entre industrias también se observé una gran variedad de distancias
SNPs, apareciendo bloques genéticamente cercanos fuera de la diagonal. Aun asi, estos bloques no
siguieron un patrén homogéneo ni mostraron una coincidencia completa entre industrias distintas.
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Figura 5. Mapa de calor de distancias SNP entre aislados ordenados segun la industria de procedencia.

En cambio, el mapa de calor ordenado por ST (Figura 6) las lineas separan los distintos tipos de
secuencia. Este mostré una agrupacién mas definida y los bloques con menor distancia SNP fueron
mucho mas consistentes dentro de un mismo ST. Las principales excepciones correspondieron a los
aislados sin ST asignado, que no formaron un grupo definido. Ademas, fuera de la diagonal principal
se observaron bloques de proximidad genética entre determinados ST. A diferencia de lo observado
en el mapa ordenado por industria, donde las relaciones de baja distancia aparecian de forma
parcial entre sectores, en este caso algunos tipos de secuencia completos mostraron distancias SNP

bajas frente a otros ST concretos.
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Figura 6. Mapa de calor de distancias SNP entre aislados ordenados segtn ST.
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En los Anejos IV y V se adjuntan el mapa de calor ordenado segun la industria de procedencia sin
lineas y el mapa de calor ordenado segun ST, respectivamente.

La matriz de distancias SNP entre ST (Figura 7) permitié resumir estas diferencias de forma mas
sencilla. En esta representacion se observd que, aunque los ST son grupos diferenciados, algunos
tipos de secuencia presentaron distancias SNP muy bajas entre si, indicando una elevada
proximidad genética entre determinados ST. Este patrén coincide con lo observado en el arbol
filogenético y en el mapa de calor ordenado por ST, donde algunos ST completos aparecian préoximos
a otros ST concretos.

Estos resultados coinciden con estudios anteriores en los que los aislados pertenecientes a un
mismo ST presentaron distancias SNP reducidas, aunque no fueron necesariamente idénticos. En
un articulo cientifico publicado en 2021 se observaron diferencias maximas de 2 a 41 SNPs dentro
de distintos ST (Mafuna et al., 2021), mientras que en otro de 2026 se registraron distancias de
entre 0y 379 SNPs entre aislados del mismo ST (Zhao et al., 2026). Por tanto, la mediana de 3 SNPs
observada en este trabajo confirma la gran proximidad genética dentro de los ST y el maximo de
115 SNPs muestra que también existe diversidad interna.

El amplio intervalo observado en el conjunto de las comparaciones también fue similar al descrito
en el estudio de Lith et al en 2021, donde las distancias alcanzaron hasta 12.694 SNPs (Luth et al.,
2021). Estos valores absolutos no se pueden comparar directamente porque pueden variar seguin
el método, el genoma de referencia y las posiciones incluidas en el alineamiento. La deteccion de
aislados muy préximos dentro de una misma industria y entre industrias diferentes concuerda con
estudios que identificaron genomas estrechamente relacionados en distintos puntos de una cadena
de procesado o incluso en instalaciones diferentes (Fagerlund, Wagner, et al., 2022; Wang et al.,
2026).
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Figura 7. Matriz de distancias SNP entre tipos de secuencias (ST).

Estos resultados confirman que el ST constituye una clasificacién genética consistente para
diferenciar los principales grupos de aislados. Sin embargo, no refleja toda la variabilidad del core
genome, ya que se observaron distancias SNP entre aislados del mismo ST y algunos no pudieron
asignarse a ningun tipo de secuencia.
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4.5. Genes Accesorios Asociados a la Industria

El andlisis de genes accesorios mediante Scoary permitié identificar genes asociados o enriquecidos,

es decir, presentes con mayor frecuencia en determinados tipos de industria. Cada industria se

evalué como una variable independiente y se comparo frente al resto de aislados.

Tabla 4. Genes accesorios asociados a industrias alimentarias segun el andlisis con Scoary.

. .. . Diferencia de | Odds | ° ajl.xsta.d 9
Industria Gen Anotacidn funcional . . | (Benjamini-
frecuencia ratio
Hochberg)
Avicola group_1095 | Integrasa [bacteridfago A118] 0,45 12,71 | 0,02580
Avicola radD Helicasa RadD de reparacién del ADN 0,32 48,00 0,02580
Avicola group_4158 | Proteina fagica de la familia HK97 gp10 0,32 48,00 | 0,02580
Avicola group_6769 | Proteina RadA de reparacion del ADN 0,27 inf 0,02580
Avicola group_5999 | Proteina FliR de biosintesis flagelar 0,27 inf 0,02580
, Proteina de membrana YvjA de la familia .
Avicola group_5576 UPEO750 0,27 inf 0,02580
Avicola gacH Transportador SMR de eflujo de 0,27 inf | 0,02580
compuestos de amonio cuaternario QacH
Avicola group_ 1285 2.—C-met|I-D—er|tr|toI 2,4-ciclodifosfato 0,27 inf 0,02580
sintasa
Avicola group_1195 | 2 - metil-D-eritritol 4-fosfato 0,27 inf | 0,02580
citidililtransferasa
Avicola group_8279 | " roteina con dominio de union al origen 0,46 8,89 | 0,02580
de replicacién plasmidica
Avicola group_6779 | Proteina CopG 0,46 8,89 0,02580
Avicola group_ 6048 tEir;ilr;a de recombinacién plasmidica de 0,46 8,89 0,02580
Avicola emrC Subunidad de membr.ana ext.erna del 0,46 8,89 0,02580
transportador de eflujo multidroga EmrC
Pesquera group_7602 | Proteina con dominio DUF2481 0,39 60,67 0,01054
Pesquera group_ 9055 !Drotelna con dominio de transcriptasa 0,38 3000 | 0,02363
inversa
Hortofruticola | group_6081 | Proteina Lin1083 0,83 inf 0,00084
Hortofruticola | group_7193 | Proteina con dominio hélice-giro-hélice 0,65 101,00| 0,00084
Hortofruticola | group_146 |- roteina de superficie de la familia BspA 0,65 101,00| 0,00084
con repeticiones ricas en leucina
Hortofruticola | group_6071 | N-acetiltransferasa 0,56 inf 0,00084
Hortofruticola | group_3854 | Proteina con dominio DUF2481 0,56 inf 0,00084
Hortofruticola | group_3784 | Proteina fagica 0,56 inf 0,00084
Hortofruticola | group_1059 | Proteina con dominio HTH tipo Cro/C1 0,79 inf 0,00301
Hortofruticola | group_6074 | PlyA006 0,55 127,50| 0,00414
, Proteina con dominio de canal de
Hortofruticola | group_3381 protones MotA/TolQ/ExbB 0,54 63,13 0,00912
Hortofruticola | group_2428 (l;/(lee:_arlsproteasa de zinc FtsH dependiente 0,54 63,13 0,00912
Hortofruticola | group_1122 | ADN polimerasa dependiente de RNA 0,54 63,13 | 0,00912
Hortofruticola | group_329 |Proteina con dominio peptidasa S8/S53 0,54 63,13 | 0,00912

Nota: El valor infinito (inf) aparece cuando el gen no se detecta en ningln aislado del grupo de comparacién

(el resto de las industrias), por lo que la odds ratio no puede expresarse con un valor numérico finito.
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La tabla completa de Scoary se adjunta en el Anejo VI. Para confeccionar la Tabla 4 se seleccionaron
Unicamente los genes que cumplieron los siguientes criterios de filtrado:

- p ajustado por Benjamini-Hochberg < 0,05, porque el analisis evalué multiples genes de
forma simultdnea y este ajuste se basa en el control de la tasa de falsos descubrimientos. El
p-valor sin ajustar puede aumentar el riesgo de falsos positivos, mientras que la correccion
de Bonferroni puede resultar demasiado restrictiva (Noble, 2009).

- Diferencia de frecuencia 2 0,20, con el objetivo de seleccionar genes cuya presencia fuera
relevante desde el punto de vista biolégico.

- Presencia en al menos tres aislados de la industria, para evitar que la asociacién estuviera
muy condicionada al pequefio tamafio muestral.

- La odds ratio se utilizé como medida de fuerza de asociacién.

- Significado bioldgico, se seleccionaron aquellos genes que ya se encontraban anotados.

Las industrias avicola y hortofruticola fueron en las que aparecid un mayor nimero de genes
enriquecidos, seguidos de la industria pesquera. Para el resto de las industrias no se encontraron
genes accesorios que superasen todos los criterios. Este resultado indica que la presencia de genes
accesorios con asociacién significativa no fue homogénea entre sectores, sino que aparecid limitada
a determinados grupos industriales.

Entre las anotaciones funcionales se observaron genes relacionados con elementos fagicos,
proteinas de replicacion o recombinacidon plasmidica, reparacion del ADN, transporte de
compuestos, motilidad y proteinas de superficie. Estos genes se localizaron en los resultados de
Scoary y su funcion se determiné mediante las anotaciones de los archivos GFF3 generados por
Bakta. La presencia de integrasas, proteinas fagicas y transcriptasas inversas indica que parte de las
diferencias del genoma accesorio podria estar relacionada con elementos genéticos moviles.
También se detectaron transportadores de eflujo y proteinas de superficie, que podrian estar
vinculados con la adaptacidn a determinados entornos, como al estrés por presencia de biocidas.

Estos resultados deben interpretarse como un andlisis exploratorio de asociacién entre genes
accesorios e industria de procedencia, ya que la asociacion estadistica de un gen con una industria
no implica necesariamente una relacién causal directa con ese sector al poder estar influida por la
estructura clonal de los aislados. Por este motivo, los resultados de Scoary se interpretaron junto
con el ST, el arbol filogenético y las distancias SNP.

Los resultados obtenidos mediante Scoary coinciden con un estudio donde la frecuencia de genes
accesorios relacionados con la respuesta al estrés y la tolerancia a biocidas varié entre ambientes
de procesado de carne y salmon (Fagerlund, Wagner, et al., 2022). Lakicevic et al de 2023 también
sefialan que el genoma accesorio puede contener determinantes que favorecen la supervivencia
frente a las condiciones de estrés propias de la industria alimentaria (Lakicevic et al., 2023).

4.6. Genes de Resistencia Antimicrobiana y Tolerancia a Biocidas

El analisis mediante AMRFinderPlus permitié identificar genes relacionados con resistencia
antimicrobiana y tolerancia a biocidas en los aislados de Listeria monocytogenes. La Tabla 5 muestra
los genes detectados por industria, el nUmero de muestras positivas y su frecuencia. Los genes
identificados se agruparon en dos categorias principales: genes relacionados con resistencia
antimicrobiana, como fosX, tet(S), vga(G) y blal, y genes asociados a tolerancia a biocidas o
desinfectantes, como bcrB, bcrCy gacH (Mafuna et al., 2021; Mangele et al., 2024).
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Tabla 5. Genes de resistencia antimicrobiana y tolerancia a biocidas detectados por industria.

. Muestras | Muestras totales .
Gen Clase Industria .t . . Frecuencia
positivas industria
Bacitracina Avicola 1 15 0,07
Bacitracina Carnica 2 28 0,07
bcrB | Bacitracina Lactea 4 37 0,11
Bacitracina Panadera y repostera 1 1 1,00
Bacitracina Pesquera 4 20 0,20
Bacitracina Avicola 1 15 0,07
Bacitracina Carnica 2 28 0,07
bcrC | Bacitracina Lactea 4 37 0,11
Bacitracina Panaderay repostera 1 1 1,00
Bacitracina Pesquera 4 20 0,20
blal Betalactamico Avicola 1 15 0,07
Fosfomicina Avicola 15 15 1,00
Fosfomicina Carnica 26 28 0,93
Fosfomicina Heladera 2 2 1,00
fosX | Fosfomicina Hortofruticola 9 9 1,00
Fosfomicina Lactea 37 37 1,00
Fosfomicina Panaderay repostera 1 1 1,00
Fosfomicina Pesquera 20 20 1,00
Amonio cuaternario | Avicola 4 15 0,27
qacH Amonio cuaternario | Hortofruticola 3 9 0,33
Amonio cuaternario |Lactea 4 37 0,11
Amonio cuaternario |Pesquera 4 20 0,20
tet(S) |Tetraciclina Avicola 1 15 0,07
Lincosamida Avicola 11 15 0,73
Lincosamida Carnica 20 28 0,71
Lincosamida Heladera 2 2 1,00
vga(G) | Lincosamida Hortofruticola 9 9 1,00
Lincosamida Lactea 33 37 0,89
Lincosamida Panadera y repostera 1 1 1,00
Lincosamida Pesquera 19 20 0,95

En cuanto a los genes de resistencia antimicrobiana, fosX (resistencia a fosfomicina) y vga(G)
(resistencia a lincosamidas) se detectaron en todas las industrias y fueron los que mayor frecuencia
presentaron. Las frecuencias de fosX superaron el 0,90 en todas las industrias y las de vga(G), el
0,70. El gen fosX se encuentra descrito con frecuencia en Listeria spp., por lo que no indica
necesariamente una resistencia adquirida diferente entre sectores. También se detectaron tet(S) y
blal, ambos en la industria avicola, pero con frecuencias muy bajas (0,07). Tet(S) se asocia con
resistencia a tetraciclina, mientras que blal es un regulador asociado a sistemas de respuesta frente
a betalactamicos y no implica por si solo la presencia de una betalactamasa funcional.

Por otra parte, los genes bcrB, bcrC y gacH resultaron relevantes en el contexto de la industria
alimentaria, ya que se relacionan con tolerancia a biocidas o desinfectantes (Mafuna et al., 2021;
Mangele et al., 2024). bcrB y bcrC se relacionan con resistencia a bacitracina y se detectaron en las
industrias avicola, carnica, lactea, panadera/repostera y pesquera. El gen gacH se observé en
avicola, hortofruticola, lactea y pesquera con frecuencias similares. La presencia de estos genes
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puede tener interés en ambientes sometidos a procesos frecuentes de limpieza y desinfeccion,
donde la tolerancia a biocidas podria favorecer la persistencia de determinados aislados en
superficies o instalaciones industriales.

Estos datos deben interpretarse como una caracterizacién genémica, ya que la deteccidn de genes
no sustituye a los ensayos fenotipicos de sensibilidad. La presencia de estos genes indica un
potencial genético asociado a resistencia o tolerancia, pero no confirma por si sola el
comportamiento fenotipico de las cepas frente a antibidticos o desinfectantes. Esta diferencia entre
genotipo y fenotipo también se observod en un articulo en el que se identificaron genes adquiridos
de resistencia, incluido tet(S), pero ninguno de los 144 aislados mostro resistencia frente a los
antibidticos ensayados (Zhao et al., 2026). La manifestacion de la resistencia puede depender de
que el gen sea funcional y se exprese, de su regulacién, de su interaccién con otros mecanismos
celulares y de las condiciones en las que se realiza el ensayo. Por tanto, no siempre es necesaria la
presencia de otros genes ni la deteccién de un gen aislado garantiza que exista resistencia
fenotipica.

La deteccidn de fosX coincidié con estudios anteriores que lo describieron como un determinante
intrinseco frecuente en L. monocytogenes (Mangele et al., 2024). Su presencia no implica
necesariamente un problema para el tratamiento habitual de la listeriosis, pero el efecto de tet(S),
vga(G) y blal debe confirmarse mediante ensayos fenotipicos.

Los genes bcerB, berCy qacH estan relacionados con sistemas de expulsion que pueden reducir la
sensibilidad a compuestos de amonio cuaternario (Mafuna et al., 2021; Unrath et al., 2021). Esta
tolerancia suele ser a dosis muy bajas de biocida y no implica necesariamente la supervivencia
frente a concentraciones de desinfectante correctamente aplicadas en la industria alimentaria, pero
puede favorecerla ante concentraciones residuales o subletales. Su presencia podria dificultar la
eliminaciéon de L. monocytogenes y favorecer contaminaciones recurrentes, por lo que el riesgo para
la salud publica seria principalmente indirecto.

4.7. Genes Relacionados con la Formacion de Biofilms y Persistencia

La busqueda dirigida de genes relacionados con la formacidn de biofilms y persistencia permitié
detectar ocho genes candidatos en los aislados analizados: agrB, inlL, inlA, actA, degU, dItD, comK'y
recO (Tabla 6). Estos genes estan relacionados con procesos de adhesion, superficie celular,
regulacién, motilidad, virulencia o adaptacion bacteriana, por lo que pueden aportar informacién
sobre el potencial gendmico de los aislados para persistir en ambientes industriales. En la Tabla 6
se muestran los genes detectados por industria, junto con el nimero de muestras positivas, el total
de aislados analizados en cada sector y la frecuencia correspondiente.

Tabla 6. Genes relacionados con la formacion de biofilms y persistencia detectados.

Gen Industria Muestras positivas | Muestras totales industria | Frecuencia
agrB | Avicola 15 15 1,00
agrB | Carnica 26 28 0,93
agrB | Heladera 2 2 1,00
agrB | Hortofruticola 9 9 1,00
agrB |Lactea 37 37 1,00
agrB | Panaderay repostera 1 1 1,00
agrB | Pesquera 20 20 1,00
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Tabla 6. Genes relacionados con la formacion de biofilms y persistencia detectados (continuacion).

Gen Industria Muestras positivas | Muestras totales industria | Frecuencia
inIlL | Avicola 3 15 0,20
inIlL | Carnica 9 28 0,32
inIlL | Hortofruticola 1 9 0,11
inIlL | Lactea 15 37 0,41
inlL | Pesquera 2 20 0,10
inlA | Avicola 8 15 0,53
inlA | Carnica 16 28 0,57
inlA | Heladera 2 2 1,00
inlA | Hortofruticola 9 9 1,00
inlA | Lactea 33 37 0,89
inlA | Panaderay repostera 1 1 1,00
inlA | Pesquera 18 20 0,90
actA | Avicola 11 15 0,73
actA | Carnica 20 28 0,71
actA | Heladera 2 2 1,00
actA | Hortofruticola 8 9 0,89
actA | Lactea 33 37 0,89
actA | Panaderay repostera 1 1 1,00
actA | Pesquera 19 20 0,95
degU | Avicola 15 15 1,00
degU | Carnica 27 28 0,96
degU | Heladera 2 2 1,00
degU | Hortofruticola 9 9 1,00
degU | Lactea 37 37 1,00
degU | Panadera y repostera 1 1 1,00
degU | Pesquera 20 20 1,00
ditD |Avicola 15 15 1,00
ditD | Carnica 25 28 0,89
ditD | Heladera 2 2 1,00
ditD | Hortofruticola 9 9 1,00
ditD |Lactea 37 37 1,00
ditD | Panaderay repostera 1 1 1,00
ditD | Pesquera 20 20 1,00
comK | Avicola 10 15 0,67
comK | Carnica 13 28 0,46
comK | Hortofruticola 1 9 0,11
comK | Lactea 14 37 0,38
comK | Pesquera 10 20 0,50
recO | Avicola 14 15 0,93
recO | Carnica 26 28 0,93
recO |Heladera 2 2 1,00
recO | Hortofruticola 8 9 0,89
recO |Lactea 37 37 1,00
recO |Panaderay repostera 1 1 1,00
recO |Pesquera 20 20 1,00
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Los genes agrB, inlA, actA, degU, ditD y recO se detectaron en todas las industrias analizadas, por
lo que no estuvieron restringidos a un sector concreto. Las funciones de cada uno de estos genes
son las siguientes: inlA se relaciona con la interaccién con superficies o células hospedadoras, ditD
participa en la modificacién de los acidos teicoicos de la superficie celular, degU se ha asociado con
la regulacién de procesos como la motilidad y recO con la reparacién y proteccidén del ADN,
contribuyendo a la supervivencia bacteriana en condiciones de estrés (Finn et al., 2023; Tessa et al.,
2025; Wiktorczyk-Kapischke et al., 2023).

Los genes inlL y comK se detectaron en varias industrias, aunque ninguno aparecié en los aislados
de los sectores heladero ni en los panaderos y reposteros. Sin embargo, debido al reducido tamanio
muestral de estos sectores concretos, no se puede afirmar que estas ausencias sean caracteristicas
intrinsecas de las cepas propias de estos sectores.

La presencia de estos genes indica que los aislados analizados presentan determinantes genéticos
relacionados con procesos que pueden contribuir a la adhesién, adaptacion y persistencia de
L. monocytogenes en ambientes alimentarios. Sin embargo, estos resultados deben interpretarse
como una caracterizacion gendmica y esta deteccién no confirma por si sola la capacidad real de
formar biofilm. Como ya se ha explicado, el proceso de formacién de un biofilm depende también
de la expresidn génica, las condiciones ambientales, la superficie de contacto y la interaccion con
otros microorganismos. Varios de los genes detectados se han estudiado previamente como
posibles marcadores de formacidon de biofilm o persistencia, el problema es que se han identificado
tanto en cepas persistentes como en cepas no persistentes y ningin gen ha permitido explicar por
si solo este comportamiento (Finn et al., 2023).

La presencia de estos genes indica la necesidad de prestar especial atencién a los puntos donde la
limpieza y desinfeccidon pueden ser menos eficaces (drenajes, juntas, grietas, cintas transportadoras
y equipos dificiles de desmontar), ya que la persistencia de L. monocytogenes puede estar mas
relacionada con estos puntos conflictivos que con una caracteristica genética Unica (Finn et al., 2023;
Unrath et al., 2021). También resulta importante eliminar correctamente la materia organica,
realizar una limpieza mecanica y revisar el disefio y mantenimiento de los equipos. La presencia de
estos genes podria relacionarse con una mayor capacidad de supervivencia y recolonizacion,
aungque serian necesarios ensayos fenotipicos y muestreos periédicos para confirmarlo.

4.8. Biobanco Microbiano y Genémico

Finalmente, se generd un catdlogo resumido del biobanco microbiano y gendmico interno vy
confidencial de la empresa con la informacion principal de cada aislado analizado. Este biobanco,
alojado en la empresa, incluyd la conservacion del material genético de los aislados y de sus archivos
FASTQ, FASTA, BAM y GFF3, junto con los resultados derivados de los analisis bioinformaticos. La
tabla integré el identificador de muestra, la industria de procedencia, el clado filogenético, el ST, los
genes relacionados con resistencia antimicrobiana o tolerancia a biocidas, los genes relacionados
con la formacién de biofilms/persistencia y las observaciones principales.

Este catdlogo permite organizar de forma conjunta los resultados obtenidos durante todo el analisis
bioinformatico. Ademas, cada aislado quedd asociado a su origen industrial y a sus principales
caracteristicas gendmicas. Al clasificar las muestras por clado filogenético y ST, se puede relacionar
la informacién funcional de cada aislado con la estructura genética del conjunto de cepas.

El biobanco microbiano y gendmico y su catalogo constituyen una herramienta util para conservar
y ordenar la informacién derivada de la caracterizacion de los aislados de L. monocytogenes. Esta
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organizacion facilita la comparacién de futuros aislados con los ya caracterizados, la deteccion de
perfiles genéticos recurrentes, la incorporacién de nuevas muestras o analisis gendmicos y la
seleccidn de aislados para estudios posteriores. Debido al caracter confidencial de los genomas y
de su procedencia, el repositorio no es de acceso publico y su consulta se encuentra restringida al
personal autorizado de la empresa. La tabla completa del catdlogo se incluye en el Anejo VII.

La utilidad de este biobanco coincide con la descrita para otras colecciones de aislados de
L. monocytogenes. En un estudio, una coleccién de 494 aislados del Laboratorio Nacional de
Referencia de Alemania permitié comparar distintos métodos de tipado gendmico y evaluar la
compatibilidad de sus resultados (Llth et al., 2021). En otro trabajo, una coleccion formada por
aislados obtenidos durante varios afos y en distintas industrias se empled para identificar cepas
genéticamente relacionadas y estudiar su posible permanencia o distribucién entre instalaciones
(Fagerlund, Wagner, et al., 2022).

También se ha visto que la disponibilidad de colecciones gendmicas acompafiadas de metadatos
aumenta la capacidad para comparar nuevos aislados, investigar contaminaciones y reinterpretar
resultados anteriores (Fagerlund, Idland, et al., 2022; Stasiewicz et al., 2015).
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En este trabajo se logré secuenciar y caracterizar gendmicamente 112 aislados de Listeria
monocytogenes procedentes de siete sectores de la industria alimentaria. La calidad obtenida
permitié incluir todos los aislados en los analisis bioinformaticos posteriores.

La variabilidad de ST dentro de un mismo tipo de industria y la presencia de aislados sin ST asignado,
ponen de manifiesto la importancia de la secuenciacién de genoma completo a la hora de
caracterizar Listeria monocytogenes. El uso exclusivo de la industria de procedencia o del tipado
MLST resulta insuficiente para describir la diversidad genética de los aislados, especialmente
cuando existen muestras que no pueden clasificarse mediante un ST definido.

Aungue se identificaron ST predominantes en todas las industrias, también aparecieron algunos
tipos de secuencias comunes en varias industrias. Ademas, las distancias SNP dentro de una misma
industria y entre las industrias fueron muy similares. Esto indica que un mismo sector alimentario
puede contener aislados genéticamente diversos, mientras que cepas procedentes de sectores
distintos pueden estar estrechamente relacionadas. Por tanto, la procedencia industrial no explica
por si sola la estructura genética de los aislados.

El ST y los clados filogenéticos explicaron mejor la proximidad genética de las cepas, ya que las
distancias SNP dentro de un mismo ST fueron muy inferiores a las observadas entre ST diferentes.
Los mapas de calor también sustentan esta hipdtesis porque muestran agrupaciones mas definidas
al ordenar los aislados por ST que al ordenarlos por industria. De esta manera, se destaca la utilidad
de combinar MLST, filogenia basada en core genome y andlisis de SNPs para interpretar
correctamente la relacion entre aislados.

El analisis del genoma accesorio mostré que algunas diferencias entre industrias pueden estar
relacionadas con genes concretos, especialmente en los sectores avicola, hortofruticola y pesquero.
Sin embargo, estas asociaciones deben interpretarse junto con la estructura clonal, ya que un gen
enriquecido en una industria puede reflejar la presencia de determinados linajes y no
necesariamente una adaptacidn exclusiva a ese sector.

La deteccion de genes relacionados con resistencia antimicrobiana, tolerancia a biocidas, formacién
de biofilms y persistencia indica que los aislados presentan determinantes genéticos de interés para
su posible adaptacidn a ambientes de procesado alimentario. Esta informacion puede ayudar a
orientar las medidas de vigilancia, limpieza y desinfeccidn en las instalaciones. En caso de infeccidn,
también puede ser de gran utilidad sefalar posibles mecanismos de resistencia (que deberian
confirmarse mediante ensayos fenotipicos) antes de considerar la eleccién del tratamiento.

La generacion del biobanco microbiano y gendmico permitié conservar los aislados e integrar en
una misma base de datos la informacidn de origen industrial, ST, clado filogenético y genes de
interés de cada aislado. Esta organizacién facilita la comparacidn entre cepas y constituye una base
util para futuros estudios de vigilancia gendmica de Listeria monocytogenes en la industria
alimentaria. Aunque el caracter confidencial de los datos impide su integracidon en repositorios
publicos, la conservacién interna del biobanco permitird realizar comparaciones temporales,
incorporar nuevos aislados y seleccionar cepas para futuros estudios gendmicos o fenotipicos.

El analisis realizado permitid caracterizar los aislados disponibles procedentes de las muestras
recibidas de forma rutinaria en el laboratorio de control de calidad de la empresa. Como el nimero
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de aislados no fue el mismo en todos los sectores, las comparaciones entre industrias son limitadas
y aplican Unicamente para la coleccién analizada, sin generalizarlas al conjunto de cada sector. De
cara a analisis futuros seria interesante incorporar nuevos aislados al biobanco para comprobar si
los patrones observados se mantienen con un mayor tamafio muestral. Asimismo, los resultados
gendmicos obtenidos en este trabajo podrian completarse con futuros ensayos transcriptdmicos,
protedmicos o fenotipicos (de resistencia antimicrobiana, tolerancia a biocidas y formacién de
biofilms), que permitan confirmar la expresién y el efecto de los genes detectados.
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ANEJO I. Estadisticas de calidad individuales para todos los ensamblajes.

Muestra ens:;r:l:?:(pb) Nc::;:: N50 (pb) | Contig mas largo (pb) | GC (%) f:::iratl;;?
Lmono_1 2912591 5 782233 930888 37,96 33,47
Lmono_101 2941350 1 2941350 2941350 38,00 156,50
Lmono_102 3032828 5 991107 1313251 37,88 71,65
Lmono_104 3047902 3 3029999 3029999 37,91 32,36
Lmono_105 3035030 2 3029914 3029914 37,92 78,21
Lmono_106 2918767 3 1572928 1572928 38,01 96,91
Lmono_107 2926297 2 2909155 2909155 38,05 174,55
Lmono_108 2932062 2 2926038 2926038 38,07 63,32
Lmono_109 2943083 3 2920445 2920445 38,03 76,20
Lmono_111 2943292 1 2943292 2943292 38,03 121,24
Lmono_112 2966003 3 2891767 2891767 37,39 200,23
Lmono_115 2917049 4 1569916 1569916 37,38 76,22
Lmono_116 3003790 4 1603668 1603668 37,32 137,03
Lmono_117 3100493 3 3033172 3033172 37,93 86,87
Lmono_118 3099260 4 3015307 3015307 37,92 155,55
Lmono_120 3129572 5 1627560 1627560 37,81 176,04
Lmono_121 3057041 5 1592876 1592876 37,93 95,04
Lmono_123 3141567 3 3122814 3122814 37,82 96,41
Lmono_125 3057640 4 2975986 2975986 37,97 92,01
Lmono_127 6458028 122 107645 340465 37,39 24,95
Lmono_128 5360570 165 509247 2197257 37,61 33,48
Lmono_131 2910377 21 369614 631151 38,03 13,96
Lmono_134 2910804 2 2893483 2893483 37,96 143,15
Lmono_139 3100955 3 3032968 3032968 37,93 119,78
Lmono_140 2941100 3 2918427 2918427 38,02 81,39
Lmono_142 2927162 4 1188280 1228246 37,97 29,01
Lmono_145 2998722 2 2992766 2992766 37,96 44,67
Lmono_146 2942220 2 2936448 2936448 38,04 51,35
Lmono_149 2921289 3 2913443 2913443 38,00 22,50
Lmono_15 3027149 8 657354 861144 37,90 29,00
Lmono_152 3052330 3 2966257 2966257 37,94 109,51
Lmono_155 3048719 4 2960549 2960549 37,95 122,13
Lmono_157 3056594 4 2975880 2975880 37,96 48,95
Lmono_158 2937118 3 1586978 1586978 38,08 91,36
Lmono_160 2971771 12 1753606 1753606 38,13 13,97
Lmono_161 2900948 4 1604947 1604947 37,38 23,47
Lmono_163 2910764 2 2904742 2904742 37,43 100,48
Lmono_166 3983185 97 213017 471985 38,05 15,91
Lmono_169 2993163 7 801999 1327581 37,84 20,93
Lmono_17 2973222 2 2968321 2968321 38,00 22,47
Lmono_171 2776916 211 24762 75936 37,97 10,27
Lmono_175 5859743 122 90827 416266 36,90 9,15
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Lmono_177 3046868 6 895239 1361986 37,94 24,61
Lmono_179 3060954 4 2972920 2972920 37,97 48,45
Lmono_18 2965244 5 866676 1310096 37,96 37,77
Lmono_182 3039391 5 2933049 2933049 37,94 22,07
Lmono_185 3065469 2 2995961 2995961 37,39 52,10
Lmono_187 3070987 4 2977976 2977976 37,41 123,69
Lmono_191 2991755 7 924678 1160653 37,85 22,90
Lmono_193 3066345 1 3066345 3066345 37,96 21,11
Lmono_195 3150421 8 845362 1047434 37,85 21,05
Lmono_198 3133964 55 132305 423794 37,92 13,93
Lmono_2 2920850 2 2915743 2915743 38,00 94,85
Lmono_20 3050378 4 2046256 2046256 37,90 49,97
Lmono_201 2908094 3 1587615 1587615 38,00 21,93
Lmono_204 2912310 7 668581 1294697 38,03 22,23
Lmono_207 2957209 3 2934594 2934594 37,99 27,37
Lmono_21 2988491 4 1499922 1499922 38,00 59,46
Lmono_210 3062345 3 1014673 1520042 37,94 26,22
Lmono_213 3062072 3 2157591 2157591 37,94 171,78
Lmono_215 3133571 6 2765010 2765010 37,94 100,00
Lmono_22 3058474 5 2046470 2046470 37,93 70,78
Lmono_23 3012753 3 1965553 1965553 37,92 37,44
Lmono_235 3171008 11 2151422 2151422 37,92 34,26
Lmono_24 3018005 4 1965610 1965610 37,94 59,77
Lmono_25 3019685 3 2933678 2933678 37,95 112,90
Lmono_26 3013525 4 1631988 1631988 37,32 37,59
Lmono_27 3020155 5 977528 1295149 38,04 36,40
Lmono_28 3016685 7 1301347 1477787 38,06 15,27
Lmono_29 3030782 3 2962554 2962554 38,09 50,30
Lmono_3 2913943 3 1967151 1967151 37,97 53,49
Lmono_30 1060490 3 1039714 1039714 38,22 38,20
Lmono_31 602300 3 581391 581391 38,24 52,59
Lmono_32 3012490 3 2994687 2994687 37,90 27,21
Lmono_33 2961457 3 1965529 1965529 37,88 41,60
Lmono_34 2960921 3 1620252 1620252 37,87 43,16
Lmono_35 2974581 2 2968560 2968560 37,94 33,28
Lmono_38 6135229 67 248389 991413 37,66 60,39
Lmono_39 2949785 4 2291750 2291750 37,47 51,16
Lmono_4 3008963 2 2939820 2939820 37,35 135,02
Lmono_40 2046963 4 1261644 1261644 37,63 34,22
Lmono_41 2920229 3 2834906 2834906 37,56 98,12
Lmono_43 2930764 2 2924765 2924765 38,03 159,81
Lmono_44 2919004 2 2912978 2912978 38,02 89,88
Lmono_47 3029298 6 798829 810964 37,96 41,60
Lmono_48 3040079 3 2974048 2974048 38,00 43,18
Lmono_49 3024033 3 2958017 2958017 38,10 53,70
Lmono_50 6013534 51 194560 635666 37,53 19,71
Lmono_52 2960137 3 1620252 1620252 37,87 53,53
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Lmono_53 2974567 2 2968561 2968561 37,94 80,57
Lmono_56 2921754 2 2915743 2915743 38,01 87,18
Lmono_59 3062746 4 1594804 1594804 37,40 36,19
Lmono_66 2883553 4 1559720 1559720 37,47 38,31
Lmono_68 3101195 3 3032966 3032966 37,93 110,07
Lmono_7 2924248 3 1979832 1979832 38,00 38,84
Lmono_73 2910100 3 1599339 1599339 38,01 31,52
Lmono_74 2914459 4 1520582 1520582 38,04 20,01
Lmono_75 2908552 3 1587627 1587627 38,00 187,79
Lmono_76 2915088 2 2898566 2898566 38,04 141,87
Lmono_79 3042774 5 2951762 2951762 37,92 85,86
Lmono_8 2924494 3 1980197 1980197 38,00 53,87
Lmono_81 3054122 2 2974777 2974777 37,93 183,04
Lmono_82 3023316 4 1649143 1649143 38,06 84,12
Lmono_83 3030896 3 2962416 2962416 38,09 70,28
Lmono_85 2973421 4 2938008 2938008 37,97 83,38
Lmono_87 2964304 3 2954007 2954007 37,97 89,81
Lmono_88 2967675 3 2944545 2944545 38,01 92,47
Lmono_9 2930127 2 2924766 2924766 38,02 96,10
Lmono_90 2946459 2 2941350 2941350 38,02 82,09
Lmono_94 2982690 6 1620849 1620849 38,03 31,51
Lmono_96 2904113 3 1564036 1564036 38,01 100,44
Lmono_99 2940784 3 2918421 2918421 38,00 92,33

Nota: N50 indica la longitud para la cual el 50 % del genoma ensamblado esta contenido en contigs de ese
tamafio o mayores. Un contig es una secuencia continua de DNA formada al ensamblar lecturas solapadas. La
cobertura se refiere al nUmero medio de veces que se ha leido cada posicién del genoma.
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ANEJO I1. Arbol filogenético basado en el core genome segtin la industria de
procedencia.
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ANEJO III. Arbol filogenético basado en el core genome segtin el ST.

ANEJO Ill. Arbol filogenético basado en el core genome segun el ST.
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ANEJO IV. Mapa de calor de distancias SNP entre aislamientos ordenados segun la industria de procedencia sin lineas.

ANEJO IV. Mapa de calor de distancias SNP entre aislamientos ordenados
segun la industria de procedencia sin lineas.
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ANEJO V. Mapa de calor de distancias SNP entre aislamientos ordenados segun ST sin lineas.

ANEJO V. Mapa de calor de distancias SNP entre aislamientos
segun ST sin lineas.
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ANEJO VI. Tabla completa de Scoary.

ANEJO VI. Tabla completa de Scoary.

Industria Gen Anotacion funcional Diferenciade | Odds | pajustado | p ajustado p ajustado
frecuencia ratio (Naive) (Bonferroni) | (Benjamini-Hochberg)
Avicola group_1835 | hypothetical protein 0,39 64,00 0,00001 0,13376 0,02580
Avicola group_1095 Integrase [Bacteriophage A118] 0,45 12,71 0,00010 1,00000 0,02580
Avicola group_8662 | hypothetical protein 0,32 48,00 0,00012 1,00000 0,02580
Avicola radD Putative DNA repair helicase RadD 0,32 48,00 0,00012 1,00000 0,02580
Avicola group_4158 HK97 gp10 family phage protein 0,32 48,00 0,00012 1,00000 0,02580
Avicola group_8460 | Uncharacterized protein YaclL 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola group_6769 DNA repair protein RadA 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola group_5999 Flagellar biosynthetic protein FliR 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola group_5576 | UPFO750 membrane protein YvjA 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola gacH quaternary ammonium compound efflux SMR 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
transporter QacH
Avicola group_3255 | hypothetical protein 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola radA hypothetical protein;DNA repair protein RadA 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola yacl $Zz)fthet|cal protein;Uncharacterized protein 0,27 inf 0,00022 1,00000 0,02580
Avicola group_1285 | 2-C-methyl-D-erythritol 24-cyclodiphosphate 0,27 inf | 0,00022 1,00000 0,02580
synthase;hypothetical protein
Avicola group_11g5 | > Cmethyl-D-erythritol ~ ~ 4-phosphate 0,27 inf | 0,00022 1,00000 0,02580
cytidylyltransferase;hypothetical protein
Avicola group_g279 | hasmid replication protein origin binding 0,46 8,89 | 0,00033 1,00000 0,02580
domain-containing protein
Avicola group_6779 Protein CopG 0,46 8,89 0,00033 1,00000 0,02580
Avicola group_6048 Plasmid recombination enzyme type 2 0,46 8,89 0,00033 1,00000 0,02580
Avicola group_6045 | hypothetical protein 0,46 8,89 0,00033 1,00000 0,02580
Avicola emrC multid.rug efflux transporter outer membrane 0,46 8,89 0,00033 1,00000 0,02580
subunit EmrC
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Cérnica group_2291 | type | site-specific deoxyribonuclease 0,38 7,40 0,00007 0,72330 0,08265
Cérnica group_1447 | hypothetical protein 0,39 6,92 0,00008 0,74381 0,08265
Cérnica group_4674 | hypothetical protein 0,24 27,67 0,00022 1,00000 0,12268
Cérnica group_3874 | YopX protein domain-containing protein 0,24 27,67 0,00022 1,00000 0,12268
Cérnica group_961 hypothetical protein 0,24 27,67 0,00022 1,00000 0,12268
Cérnica group_4374 HTH cro/C1-type domain-containing protein 0,30 8,78 0,00029 1,00000 0,12268
Carnica group_3675 CopY 0,30 8,78 0,00029 1,00000 0,12268
Cérnica group_8652 Protein gp20 [Bacteriophage A118] 0,37 5,77 0,00030 1,00000 0,12334
Cérnica group_77 L-alanyl-D-glutamate peptidase; - DUF5776 0,32 6,25 | 0,00046 1,00000 0,14328
domain-containing protein
Cérnica group_8436 | hypothetical protein 0,36 5,31 0,00046 1,00000 0,14328
Carnica group_3662 | Gp39 0,36 5,31 0,00046 1,00000 0,14328
Cérnica group_8481 | hypothetical protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Cérnica group_7571 | Transposase;hypothetical protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Carnica group_7244 gz;e?noma'”'w”ta'”'”g protein;hypothetical 0,29 7,22 | 0,00064 1,00000 0,14328
Carnica group_6929 DUF4391 domain-containing protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Cérnica group_6826 | hypothetical protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Cérnica group_6653 | hypothetical protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Cérnica group_4702 | hypothetical protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Carnica group_4416 DNA-binding protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Carnica group_4329 Plasmid replication protein 0,29 7,22 0,00064 1,00000 0,14328
Heladera group_4234 | TIGR04197 family type VIl secretion effector 0,99 inf 0,00048 1,00000 1,00000
Heladera group_3693 | DUF5082 domain-containing protein 0,99 inf 0,00048 1,00000 1,00000
Heladera group_3613 | DUF5085 domain-containing protein 0,99 inf 0,00048 1,00000 1,00000
Heladera group_4778 | hypothetical protein 0,98 inf 0,00097 1,00000 1,00000
Heladera group_4750 | hypothetical protein 0,98 inf 0,00097 1,00000 1,00000
Heladera group_2321 | DUF4236 domain-containing protein 0,98 inf 0,00097 1,00000 1,00000
Heladera group_3940 | hypothetical protein 0,96 inf 0,00338 1,00000 1,00000
Heladera group_2125 Restriction endonuclease 0,96 inf 0,00338 1,00000 1,00000
Heladera group_5784 Lin0606 protein 0,95 inf 0,00450 1,00000 1,00000
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Heladera group_3146 | Biotin transporter 0,95 inf 0,00450 1,00000 1,00000
Heladera group_3481 CRISPR-associated exonuclease Cas4 0,94 inf 0,00579 1,00000 1,00000
Heladera group_3648 | hypothetical protein 0,93 inf 0,00724 1,00000 1,00000
Heladera group_2485 Peptidase M48 0,92 inf 0,00885 1,00000 1,00000
Heladera group_1657 | hypothetical protein 0,90 inf 0,01255 1,00000 1,00000
Heladera group_6639 | nYpothetical protein;Bacterial lg-like domain- 0,89 inf | 0,01464 1,00000 1,00000
containing protein
Heladera group_6532 | hypothetical protein 0,89 inf 0,01464 1,00000 1,00000
Heladera group_3054 | Crp/Fnr family transcriptional regulator 0,89 inf 0,01464 1,00000 1,00000
Heladera group_8055 | Gp61l 0,88 inf 0,01689 1,00000 1,00000
Heladera group_1632 E‘r’st‘:i:e“cal protein;Integral - membrane 0,88 inf 0,01689 1,00000 1,00000
Heladera group_6808 | hypothetical protein 0,87 inf 0,01931 1,00000 1,00000
Hortofruticola | group_6g71 | NYPOthetical ~ protein;Enhanced  serine 0,90 inf | 0,00000 0,00017 0,00008
sensitivity protein SseB
Hortofruticola | group_6859 | hypothetical protein 0,90 inf 0,00000 0,00017 0,00008
Hortofruticola | group_6081 Lin1083 protein 0,83 inf 0,00000 0,00840 0,00084
Hortofruticola | group_7261 | hypothetical protein;NINE protein 0,65 101,00 0,00000 0,00922 0,00084
Hortofruticola | group_7193 Helix-turn-helix domain-containing protein 0,65 101,00 0,00000 0,00922 0,00084
Hortofruticola | group_146 | CSPA family leucine-rich repeat surface 0,65 101,00 | 0,00000 0,00922 0,00084
protein;hypothetical protein
Hortofruticola | group_6073 | hypothetical protein 0,56 inf 0,00000 0,00925 0,00084
Hortofruticola | group_6071 N-acetyltransferase 0,56 inf 0,00000 0,00925 0,00084
Hortofruticola | group_3854 | DUF2481 domain-containing protein 0,56 inf 0,00000 0,00925 0,00084
Hortofruticola | group_3784 | Phage protein 0,56 inf 0,00000 0,00925 0,00084
Hortofruticola | group_3128 | hypothetical protein 0,56 inf 0,00000 0,00925 0,00084
Hortofruticola | group_1059 | HTH cro/Cl-type domain-containing protein 0,79 inf 0,00000 0,03614 0,00301
Hortofruticola | group_6074 | PlyAOO6 0,55 127,50 0,00001 0,05378 0,00414
Hortofruticola | group_6sgo | "YPothetical protein;BspA family leucine-rich 0,54 63,13 | 0,00002 0,18234 0,00912
repeat surface protein
Hortofruticola | group_4326 | hypothetical protein 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
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MotA/TolQ/ExbB proton channel domain-

Hortofruticola | group_3381 L . 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
containing protein
Hortofruticola | group_2432 | hypothetical protein 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
Hortofruticola | group_2428 | ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
Hortofruticola | group_1122 RNA-directed DNA polymerase 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
Hortofruticola | group_329 Peptidase S8/S53 domain-containing protein 0,54 63,13 0,00002 0,18234 0,00912
Lactea thsB Thoeris _ protein - Thsg  TIR-ike domain- 0,22 inf | 000008 | 079986 0,08743
containing protein
Lactea group_2702 | CvpA family protein 0,22 inf 0,00008 0,79986 0,08743
Lactea group_106 hypothetical protein 0,40 6,58 0,00009 0,84468 0,08743
Lactea group_6548 | hypothetical protein 0,30 9,61 0,00009 0,87428 0,08743
Lactea group_8059 | hypothetical protein 0,24 13,52 0,00023 1,00000 0,10923
Lactea group_6556 DNA 3'-5' helicase 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_3750 | hypothetical protein 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_3188 | Swtl-like HEPN domain-containing protein 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_3043 DUF5343 domain-containing protein 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_1462 | SIR2-like domain-containing protein 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_1416 | Endonuclease GajA/Old nuclease/RecF-like 0,19 inf | 0,00028 1,00000 0,10923
AAA domain-containing protein
Lactea group_208 NACHT domain-containing protein 0,19 inf 0,00028 1,00000 0,10923
Lactea group_512 Lmo2321 protein 0,35 5,13 0,00035 1,00000 0,12826
Lactea group_4252 | hypothetical protein 0,20 20,41 0,00055 1,00000 0,13726
Lactea group_7252 | hypothetical protein 0,29 5,91 0,00057 1,00000 0,13726
Lactea group_8055 | Gp61l 0,24 7,51 0,00075 1,00000 0,15358
Lactea group_1674 | NYpothetical protein;YopX  protein domain- 0,18 17,27 | 0,00171 1,00000 0,24702
containing protein
Lactea group_5631 | hypothetical protein 0,24 5,52 0,00190 1,00000 0,26475
Lactea group_1716 | hypothetical protein 0,24 5,52 0,00190 1,00000 0,26475
Lactea group_733 YdhG-like domain-containing protein 0,32 3,83 0,00237 1,00000 0,30372
Panadera y | . 0 4230 | hypothetical protein 1,00 inf 0,00893 1,00000 1,00000

repostera
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Panadera group_2837 | DUF2786 domain-containing protein 1,00 inf 0,00893 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_5628 hypothetical protein 0,99 inf 0,01786 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_5626 | Putative antiholin 0,99 inf 0,01786 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_ 1959 Yop?( protelr‘1 domain-containing protein;YopX 0,99 inf 0,01786 1,00000 1,00000
repostera family protein
Panadera . . .

group_8573 Phage tail assembly protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_7533 | Phage head closure protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_7491 | Phage tail protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_7490 | hypothetical protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_7426 | Phage protein 0,98 inf | 002679 | 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_6952 | Phage tail tape measure protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_6o50 | Carbohydrate-binding protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera CenC;hypothetical protein
Panadera . . .

group_6719 | hypothetical protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_6690 | hypothetical protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_4814 | hypothetical protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_4713 | AP2 domain-containing protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
Panadera group_4084 | Head-tail connector protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera
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Panadera group_3807 | DUF3168 domain-containing protein 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera

Panadera group_3396 | RNA polymerase subunit sigma 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
repostera

Panadera . . . .

repostera group_3367 Phage terminase small subunit P27 family 0,98 inf 0,02679 1,00000 1,00000
Pesquera group_1677 | hypothetical protein 0,44 74,45 0,00000 0,00272 0,00272
Pesquera group_7602 DUF2481 domain-containing protein 0,39 60,67 0,00000 0,02108 0,01054
Pesquera group_9055 Efgfgfﬂe transcriptase . domain-containing 0,38 30,00 | 0,00001 0,09451 0,02363
Pesquera group_7983 | hypothetical protein 0,38 30,00 0,00001 0,09451 0,02363
Pesquera group_8291 Lmo2302 protein 0,37 19,78 0,00003 0,31047 0,06209
Pesquera group_1705 Phenylalanyl-tRNA synthetase subunit beta 0,44 10,02 0,00005 0,45769 0,07115
Pesquera group_1952 | hypothetical protein;Phage protein 0,39 11,73 0,00008 0,81169 0,07115
Pesquera group_8432 | YopX protein domain-containing protein 0,36 14,67 0,00008 0,83382 0,07115
Pesquera group_4544 | hypothetical protein 0,29 39,00 0,00010 0,99072 0,07115
Pesquera group_2255 | hypothetical protein 0,29 39,00 0,00010 0,99072 0,07115
Pesquera group_6090 | hypothetical protein 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_6087 | Cytosine-specific methyltransferase 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_4412 | hypothetical protein 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_3296 | HNH nuclease domain-containing protein 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_3135 Lmo2315 protein 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_2438 | N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase 0,25 inf 0,00012 1,00000 0,07115
Pesquera group_964 hypothetical protein 0,44 7,70 0,00014 1,00000 0,08392
Pesquera lapB~~~ispp | "YPOthetical protein;LapB repeat-containing 0,46 7,22 | 0,00023 1,00000 0,12780

protein;lspD

Pesquera group_1678 Protein Gp66 0,36 8,59 0,00032 1,00000 0,16767
Pesquera group_6858 IS3 family ISLmo1 transposase ORF A 0,28 19,29 0,00036 1,00000 0,17559

Nota: El valor infinito (inf) aparece cuando el gen no se detecta en ningun aislado del grupo de comparacién (el resto de las industrias), por lo que la odds ratio no puede

expresarse con un valor numeérico finito.
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Clado

Muestra Industria filogenético ST Genes de resistencia a biocidas Genes asociados a biofilms/persistencia Observaciones
Lmono_1 Lactea C21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_2 Lactea C21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_3 Lactea C21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_4 Lactea Cc1 ST2939 | bcrB; berC; fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_7 Lactea Ci16 ST54 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_8 Lactea Ci16 ST54 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_9 Lactea Ci16 ST54 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_15 | Cérnica C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_17 |Carnica C22 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO ST no asignado
Lmono_18 | Carnica C22 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO ST no asignado
Lmono_20 |Pesquera Cile ST219 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_21 |Pesquera Cile ST219 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_22 |Pesquera Cile ST219 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_23 |Pesquera C28 ST391 | bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_24 |Pesquera C28 ST391 | bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_25 |Pesquera C28 ST391 | bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_26 | Avicola () ST1489 |fosX; qacH agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_27 |Hortofruticola C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_28 | Hortofruticola C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_29 |Hortofruticola C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_30 | Cdrnica C30 STNA | No detectado degU ST no asignado
Lmono_31 | Cdrnica C29 STNA | No detectado No detectado ST no asignado
Lmono_32 | Cdrnica C17 ST504 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_33 | Cdrnica C23 ST11 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_34 | Carnica C23 ST11 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_35 | Cdrnica C23 ST11 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_38 | Cdrnica C10 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO ST no asignado
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Lmono_39 |Carnica Cc3 ST532 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_40 |Carnica Cc8 STNA |fosX agrB; degU; comK; recO ST no asignado
Lmono_41 |Carnica Cc3 ST532 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_43 | Carnica Ci16 ST54 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_44 |Lactea C24 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO ST no asignado
Lmono_47 | Avicola C18 ST121 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_48 | Avicola C18 ST121 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_49 | Avicola C18 ST121 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_50 |Avicola c9 STNA | blal; fosX; qacH; tet(S); vga(G) | agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO ST no asignado
Lmono_52 | Avicola C23 ST11 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_53 | Cdrnica C23 ST11 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_56 |Lactea c21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO -
Lmono_59 |Pesquera Cc2 ST1610 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_66 | Cdrnica Ca ST1619 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_68 |Lactea C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_73 |Lactea Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_74 |Lactea Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_75 |Lactea Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_76 |Lactea Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_79 | Cdrnica C20 ST9 bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_81 | Carnica C20 ST9 bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_82 |Pesquera C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_83 |Pesquera C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_85 |Pesquera C24 ST8 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_87 |Pesquera C24 ST8 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_88 |Lactea C15 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_90 |Lactea Ci16 ST1047 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_94 |Lactea C15 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; comK; recO -
Lmono_96 |Hortofruticola Ci16 ST87 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_99 |Heladera Ci16 ST1047 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_101 | Heladera Ci16 ST1047 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
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Lmono_102 | Pesquera Cc27 ST431 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_104 | Pesquera Cc27 ST431 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_105 | Pesquera Cc27 ST431 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_106 | Hortofruticola C15 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_107 | Hortofruticola C15 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_108 | Hortofruticola C15 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_109 | Pesquera Cile ST1 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_111 | Pesquera Cile ST1 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_112 | Lactea Cc1 ST2939 | bcrB; berC; fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_115 | Lactea Cc1 ST2939 | bcrB; berC; fosX agrB; degU; dItD; recO -
Lmono_116 | Lactea Cc1 ST2939 | bcrB; berC; fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_117 | Lactea C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_118 | Lactea C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_120 | Pesquera C19 ST1346 | bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_121 | Carnica C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_123 | Carnica C17 ST504 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_125 | Pesquera C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_127 | Avicola C11 STNA |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK ST no asignado
Lmono_128 | Avicola C13 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO ST no asignado
Lmono_131 | Lactea c21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO -
Lmono_134 | Lactea c21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO -
Lmono_139 | Lactea C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_140 | Lactea C26 ST29 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO -
Lmono_142 | Lactea C26 ST29 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO -
Lmono_145 | Lactea C24 ST8 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_146 | Lactea C26 ST29 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_149 | Lactea C21 ST570 |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_152 | Panadera y repostera C28 ST391 | bcrB; berC; fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_155 | Carnica C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_157 | Carnica C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_158 | Lactea Ci16 ST1 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
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Lmono_160 | Lactea Ci16 ST1 fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_161 | Carnica Cc7 ST1480 |fosX agrB; degU; dItD; recO -
Lmono_163 | Carnica Cc7 ST1480 |fosX agrB; degU; dItD; recO -
Lmono_166 | Hortofruticola C12 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; degU; dItD; comK ST no asignado
Lmono_169 | Avicola ci17 ST504 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degVU; dItD; recO -
Lmono_171 | Hortofruticola Ci14 ST392 |fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_175 | Avicola C6 STNA | bcrB; berC; fosX; qacH agrB; degU; dItD; comK; recO ST no asignado
Lmono_177 | Avicola C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_179 | Avicola C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_182 | Avicola C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_185 | Avicola Cc2 ST1610 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_187 | Avicola Cc2 ST1610 |fosX agrB; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_191 | Carnica C17 ST504 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_193 | Lactea C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_195 | Pesquera C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_198 | Pesquera C18 ST121 |fosX; qacH; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO -
Lmono_201 | Carnica Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_204 | Carnica Cl6 ST145 | fosX; vga(G) agrB; inlA; actA; degU; dItD; recO -
Lmono_207 | Lactea C25 STNA |fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; ditD; recO ST no asignado
Lmono_210 | Lactea C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_213 | Lactea C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_215 | Lactea C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
Lmono_235 | Carnica C20 ST9 fosX; vga(G) agrB; inlL; inlA; actA; degU; dItD; comK; recO |-
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