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Resumen.

Salmonella es uno de los géneros de bacterias de mayor importancia como
agente causal de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) cuyo control
depende en gran medida del método analitico que las instituciones de diagndstico
epidemiologico empleen para su identificacion.

El presente estudio utiliza la secuenciacion del ADN de muestras de
bacterias del género Salmonella por medio de la técnica de secuenciacion de
nueva generacion (NGS) a través de la plataforma Roche 454 GS FLX Titanium y
el subsecuente analisis bioinformético de las secuencias obtenidas. Se genero el
mapeo del gen ARN ribosomal (ARNr) 16S para determinar el género de las
bacterias y se estableci6 un esquema de tipificacion de secuencias multilocus
(MLST) directamente en las secuencias nucleotidicas de fragmentos de genes
constitutivos para la obtencion de la serovariedad de las bacterias.

La identificacion de las bacterias del género Salmonella mediante la NGS
de ADN del genoma completo en conjunto con herramientas de bioinformética
direccionadas al andlisis de un esquema MLST proporciona un enfoque con

ventajas superiores a los métodos convencionales.
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Introduccion.

Los microorganismos estan ampliamente distribuidos en todo el planeta,
algunos son benéficos, o al menos no producen ningun dafo, otros son dafinos y
producen enfermedades al hombre, los animales y las plantas. En relacion con los
alimentos hay microorganismos que ayudan en la elaboracion de diferentes tipos
de productos, no obstante existen microorganismos patdgenos capaces de
producir enfermedades al ser ingeridos con el alimento.

A este respecto, las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA)
constituyen un importante problema de salud publica, recientemente y en todo el
mundo se ha constatado el aumento de su frecuencia, cambios en las causas
predominantes y en la dindmica epidemiolégica (WHO, 2013).

Las enfermedades transmitidas por alimentos obedecen a diversas causas,
aguellas de origen bacteriano son las que con mayor frecuencia se reportan a
nivel mundial. Debido a esta razon el estudio y control de los microorganismos
causantes de las ETA es primordial.

Con el propdsito de identificar oportunamente microorganismos patégenos,
se han desarrollado una serie de metodologias para poder diferenciar un
microorganismo de otro. Aquellas técnicas moleculares basadas en el analisis de
los &cidos nucleicos tienen un avance trascendente en la actualidad debido a la
especificidad, la sensibilidad, la rapidez y a que pueden ser automatizadas. La
demanda de tecnologias revolucionarias que provean informacién de los &cidos
nucleicos ha permitido el desarrollo de las plataformas de secuenciacion de nueva
generacion (NGS).

Salmonella es uno de los géneros mas estudiados entre los patdégenos que
pueden ser aislados de los alimentos. La principal forma de contagio es la via oral,
se puede transmitir de manera directa a través del contacto con las heces o
materia fecal de personas enfermas o por medio de alimentos y agua
contaminada.

Para reducir la incidencia y las consecuencias econdmicas de las ETA, las

instancias de inocuidad de los alimentos asisten, establecen y fortalecen sus
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programas y herramientas para asegurar la seguridad de los alimentos desde la
produccion al consumo final. Un componente esencial de la vigilancia
epidemioldgica, es la identificacion de los agentes infecciosos asociados a las
enfermedades que representan riesgos a la poblacion.

Es en este sentido de suma importancia contar con métodos y nuevas
tecnologias que garanticen el estudio y el control de los agentes biolégicos
promotores de las ETA, no sélo con el fin de identificar al microorganismos en
cuestion sino llevar la identificacion a nivel de cepas para determinar el causante
del brote infeccioso, detectar la transmision cruzada de patdgenos, determinar la
fuente de infeccibn y reconocer cepas particularmente virulentas de los
microorganismos (Olive y Bean, 2009).

Debido a este motivo se estudia la implementacion de un método basado
en la secuenciacion del ADN de genoma completo para la identificacion de
microorganismos, para proporcionar mayor precision respecto de los métodos
convencionales. Este hecho coadyuva a las actividades de identificacion de
bacterias patdgenas que realiza el Centro Nacional de Referencia en Deteccion de
Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del Servicio Nacional de
Sanidad e Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para lograr la
identificacion y asignacion de la serovariedad dentro de la especie Salmonella con
el objetivo de construir una base de datos genética que permita realizar la
trazabilidad en casos de alerta sanitaria.
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1. Marco teérico.

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos.

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son el resultado de la
ingestion de alimentos contaminados por agentes quimicos y agentes bioldgicos.
La contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier etapa del proceso
de produccion de alimentos para consumo y puede resultar de la contaminacién
ambiental, incluyendo la contaminacion del agua, tierra o aire.

La Organizaciéon Mundial de la Salud (WHO) plantea que la mayoria de las
enfermedades por alimentos son de origen bioldgico, aquellas de etiologia
bacteriana resultan ser las que ocupan el primer lugar en frecuencia, es por lo
tanto este factor el responsable de altos niveles de morbilidad y mortalidad en la
poblacién general, pero particularmente para grupos vulnerables, como los nifios,
los jovenes, los ancianos y los inmunodeprimidos.

La presentacion clinica mas comun de las enfermedades transmitidas por
los alimentos toma la forma de sintomas gastrointestinales. No obstante, estas
enfermedades también pueden tener sintomas neuroldgicos, ginecoldgicos e
inmunoldgicos. Fallo multiorganico e incluso cancer pueden resultar de la ingestion
de alimentos contaminados, lo que representa una considerable carga de
discapacidad, asi como de mortalidad (WHO, 2014).

1.1.1. Epidemiologia de las enfermedades transmitidas por alimentos en

México.

En México, los principales factores asociados a un riesgo de presentar ETA
son la higiene personal deficiente, la limpieza en la preparacion y consumo de
alimentos y la contaminacion fecal del agua y de los alimentos. Para la poblacion
infantil se afladen factores como la desnutricion, ausencia o practicas inapropiadas
de lactancia materna, peso bajo al nacer y un esquema de vacunacion incompleto
(SSA, DGE y SINAVE, 2012).
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Las enfermedades que potencialmente pueden ser transmitidas por
alimentos en México, estan asociadas de manera predominante a una
manifestacion clinica diarreica (Romero, 2002), lo cual constituye una amplia
gama de padecimientos causados por diversos agentes etiolégicos, para los
cuales es necesario establecer los procedimientos de vigilancia epidemiologica en
aguellos que representan mayores riesgos para la salud de la poblacion (SSA,
DGE y SINAVE, 2012).

Dentro de un panorama general, los principales casos nuevos de
enfermedades notificados a nivel nacional a la SSA, el IMSS, el ISSSTE, el DIF,
PEMEX, la SEDENA y la SEMAR reportados por el Sistema Nacional de Vigilancia
Epidemioldgica (SINAVE) se presentan en la Figura 1.1. En particular, se muestra
el impacto de las enfermedades transmitidas por los alimentos como una de las
causas de enfermedad en México con mayor incidencia, 14% sobre el total de los

casos notificados en todo el pais.

Incidencia de ETA en México (2009-2013)

Diabetes Mellitus 194 Cojuntivitis
Gingivitis y enfermedades periodontales
1%

Ulceras, gastritis y duodenitis

1%

Enfermedades del corazon 1%

Infeccion de las vias
urinarias

14% Enfermedades
transmitidas
/. por alimentos

Infecciones respiratorias agudas Otras

Figura 1.1. Distribucion de los casos de enfermedades de mayor incidencia en México
(SINAVE, 2009-2013).

Los casos de enfermedades gastrointestinales reportadas por el SINAVE se

han agrupado dependiendo del agente etiolégico al que estan asociados:
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ETA debidas a agentes quimicos:
1. Casos provocados por plaguicidas y clenbuterol (0.1%).

ETA debidas a agentes biologicos:
2. Casos provocados por géneros de bacterias definidas y de frecuente incidencia:
Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae y Escherichia coli (3.5%).
3. Casos provocados por microorganismos de tipo no bacteriano definidos y de
frecuente incidencia: protozoarios, virus y helmintos (14.9%).
4. Casos provocados por otros microorganismos de menor frecuencia y aquellos
casos cuya causa ha sido mal definida (81.5%).

La distribucion porcentual de cada una de las categorias sobre el total de

los casos de ETA esta representada en la Figura 1.2.

Incidecia de ETA en México respecto su etiologia (2009-2013)

- . 0
Etiologia bacteriana 3.5 /o_\ 01%

Plaguicidas y otros agentes quimicos

Microorganismos de
tipo no bacteriano

Otros microorganismos y aquellas
mal definidas

Figura 1.2. Distribucién de las principales causas de enfermedades de transmision por
alimentos (SINAVE, 2009-2013).

Finalmente bajo el mismo contexto, del 3.5% total de casos provocados por
bacterias, son tres aquellas que se manifiestan con mayor frecuencia entre la
poblacion, de estas aquellas del género Salmonella son responsables de la

mayoria de los casos nuevos de ETA en el pais (Figura 1.3).




Facultad de Quimica | UNAM

Incidencia de las ETA de etiologia bacteriana en México (2009-2013)

Enfermedades causadas por
50 bacterias del género Shigella

Enfermedades causadas por
otras bacterias y aquellas
mal definidas

76%
Enfermedades causadas por
bacterias del género
Salmonella.

Figura 1.3. Distribucién de las principales causas de origen bacteriano de enfermedades
de transmision por alimentos (SINAVE, 2009-2013).

La vigilancia epidemiologica de las ETA cuyos agentes etiolégicos son de

origen microbioldgico se complica por varios factores:

Muchos organismos patdégenos transmitidos por el agua y los alimentos son
contagiados de persona a persona lo que dificulta la relacion de lo
consumido con el padecimiento.

Una proporciébn de las ETA que son causadas por microorganismos
patégenos no se han identificado y no pueden ser diagnosticados (Cedillo
et al., 2010).
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1.2. Género Salmonella.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos
gram negativo, no formadores de esporas, anaerobios facultativos, provistos de
flagelos y moviles (excepto Salmonella enterica serovar Gallinarum y Salmonella
enterica serovar Pullorum) (Jurado et al., 2010). Las bacterias de este género son
ubicuas y resistentes, pueden sobrevivir varias semanas en ambientes secos Yy
muchos meses en agua (NSRL, 2010). Por esta razén son una causa importante
de enfermedades transmitidas por alimentos en humanos.

La clasificacion méas reciente de Salmonella considera dos especies:
Salmonella enterica y Salmonella bongori (Uribarren, 2014), subdivididas en
subespecies y en cepas diferentes llamadas serotipos o serovares (ser) (NSRL,
2010). En la Figura 1.4 se observa la organizacion de las subespecies definidas
para Salmonella enterica; la division en tifoidea y no tifoidea esta basada en el
sindrome de la enfermedad mientras que la diferenciacidon de los serovares
depende de reacciones de aglutinacion con antisueros especificos para los
epitopos dentro de cualquier antigeno. Varias combinaciones de antigenos han
provocado 1500 serovariedades dentro de Salmonella enterica subsp. enterica y
1000 en las subespecies de Salmonella enterica restantes.
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Salmonella

v v

Salmonelia bongori l Salmonella enterica l

; 1
Subsp. V
Subsp.| Subsp. Il Subsp. llla Subsp. lllb Subsp. IV Subsp. VI
enterica salamee anizonae dfanzonae houfenae  indica
l 99% de las infecciones en humanos y animales l

Salmonella tifoidea
(humanos)

e } ; ' }

Fiebre tifoidea | Fiebre paratifoidea Gastroenteritis I Extra-intestinal

i i l l

Salmonella no tifoidea
(humanos y animales)

Salmonelia ser. Typhi Salmonelia ser. ParatyphiA  Noinvasiva Infeccion focal
Salmanelia ser. Typhimurium  Salmonella ser. Choleraesuis
. Salmonelia ser. Enteritidis Salmonelia ser. Typhisuis
?mwnena ser. ParatyphiB 21500 Salmonella ser. Typhimurium
ar- Invasiva Salmonelia ser. Enteritidis
Salmonella ser. Typhimurium  Salmonelfa ser. Dublin
Salmonella ser. ParatyphiC ~ Salmonelia ser. Enteritidis Bacteremia
Salmonelia ser. Dublin Salmonelia ser. Choleraesuis
Salmonelia ser. Virchow Salmonelia ser. Typhisuis

Salmonelia ser. Heildenberg  Salmonelia ser. Typhimurium
Salmonelia ser. Enteritidis
Salmonelia ser. Dublin
Salmonelia ser. Virchow
Salmonelia ser. Heildenberg
Salmonelia ser.
Bovismorbicans

Figura 1.4. Clasificacion de Salmonella enterica (editado de Achtman et al., 2012).

Se conoce como salmonelosis al grupo de infecciones producidas por
bacterias del género Salmonella, las cuales se adquieren por la ingesta de
alimentos o bebidas contaminados (Uribarren, 2014).

La salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos
mas comun a nivel mundial. Los serotipos causantes de enfermedades en
humanos, a menudo lo hacen de forma invasiva y puede ser mortal sino se cuenta
con el tratamiento adecuado (WHO, 2013). Se conocen tres formas clinicas de
salmonelosis en el humano: gastroenteritis (causada por Salmonella enterica ser.
Typhimurium, Salmonella enterica ser. Enteritidis, etc.), fiebre entérica (causada

por Salmonella enterica ser. Typhi y Salmonella enterica ser. Paratyphi) y una
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enfermedad invasiva sistémica (ocasionada por Salmonella enterica ser.
Cholerasuis) (Caballero et al., 2008).

Las bacterias del género Salmonella en humanos pasan por el estbmago y
después al intestino. Es generalmente contraida a través del consumo de
alimentos contaminados de origen animal (principalmente huevos, carne, aves de
corral y leche), aunque otros alimentos, incluyendo las verduras contaminadas por
abono y agua, se han implicado en su transmision. También puede producirse la
transmision de persona a persona a través de la ruta fecal-oral (Hernandez et al.,
2011).

Tipicamente, estas cepas causan gastroenteritis, lo cual a menudo no
provoca complicaciones y no necesitan tratamiento, pero pueden ser graves en los
nifios, ancianos y pacientes con inmunidad debilitada. Las bacterias del género
Salmonella pueden pasar a través de toda la cadena alimenticia, la produccién
primaria hasta llegar a los hogares o establecimientos de servicio de alimentos
(WHO, 2013).

La salmonelosis es usualmente caracterizada por fiebre, dolor abdominal,
diarrea, nausea y algunas veces vomito. El inicio de los sintomas ocurre de 6-72
horas (frecuentemente entre 12-36 horas) después de la ingestion de la bacteria, y
la enfermedad de 2 a 7 dias (Uribarren, 2014).

Las dos serovariedades mas frecuentes de Salmonella enterica en México
son Typhimurium (22.2%) y Enteritidis (14.5%) (Benavides et al, 2012). Otros
serotipos aislados de alta frecuencia son: Derby, Agona y Anatum. Los diversos
serotipos tienen diferentes grados de adaptacién y patogenicidad (Hernandez et
al., 2011).

Una forma particular de infeccion por Salmonella en el humano es la fiebre
tifoidea, la cual es causada por la ingestion e invasion intestinal de Salmonella
enterica ser. Typhi, el cual produce infeccion sistémica (Benavides et al., 2012). La
fiebre tifoidea es la causa mas comun de fiebre entérica, que también incluye a la
fiebre paratifoidea, ocasionada por Salmonella enterica ser. Paratyphi A, B y C.
Los serotipos de Salmonella enterica Typhiy Paratyphi son patdgenos comunes

en paises en desarrollo. Salmonella se caracteriza por su antigeno flagelar (H), su

7
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antigeno O (lipopolisacarido) y un antigeno polisacarido capsular de virulencia (Vi)
(Uribarren, 2014).

Anualmente, en el mundo hay al menos 16 millones de casos de fiebre
tifoidea, resultando en 600 000 muertes (WHO, 2013). En los ultimos cinco afios
en México se han reportado alrededor de 50 mil casos al afio en de fiebre tifoidea
(Figura 1.5). Es relevante insistir, como se menciond con anterioridad, que esta
incidencia se basa primordialmente en una valoracion clinica, sin que se hayan
aplicado métodos confiables de diagndstico. Esto implica, por tanto, un grado de

incertidumbre en la estadistica.

Incidencia de fiebre tifoidea en México
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Figura 1.5. Distribucién de los casos de fiebre tifoidea © respecto la totalidad de los casos
provocados por bacterias del género Salmonella (SINAVE, 2009-2013).

Desde principios de la década de 1990, las cepas de Salmonella resistentes
a una amplia gama de antimicrobianos han surgido y actualmente son un

problema grave de salud publica (WHO, 2013).
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1.3. Clasificacion de los organismos.

La taxonomia trata la organizacion de los organismos dentro de categorias
o taxones para mostrar el grado de similitud entre ellos. Estas similitudes son
debidas al parentesco existente, ya que todos los organismos estan relacionados
a través de la evolucién (Tortora et al., 2013). La clasificacién de los organismos
es primordial, brinda un lenguaje universal para la obtencion de informacién y
permite la identificacion de los organismos en diversos estudios.

La relacion evolutiva de los organismos se puede establecer por medio de
cronémetros biolégicos como lo son las macromoléculas ribosémicas, en especial
los ARN ribosémicos (ARNr). Este tipo de moléculas se pueden usar para
construir un arbol filogenético para todas las formas de vida. Carl Woese, fue el
primero en advertir la posibilidad de emplear el ARNr como instrumento idéneo
para establecer relaciones filogenéticas.

Se han identificado tres lineas celulares filogenéticamente distintas a partir
de la comparacion de las secuencias del ARN ribosémico. Estas lineas evolutivas,
conocidas como dominios evolutivos son Bacteria, Archea y Eukarya (Figura 1.6).
Se basa en la suposicién que estos dominios surgieron por divergencia a partir de
un organismo antecesor comun. El arbol filogenético universal determinado por
comparacién de secuencias del ARNr muestra dentro de cada dominio sélo

algunos organismos clave de cada linaje (Madigan et al., 2003).

Bacteria Archaea Eukarya

Bacteria
Verde
Spirochaetes  Filamentosa Entamoeba Animales

Myxomycota

Gram
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Fungi

Methanosarcina
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Proteobacteria Haldfilos Plantas
Methanococcus

Cianobacteria Ciliophora

Planctomyces Thermoproteys

Pyrodicticumnp

Flagelados

Bacteroides
Tricomonadas
Cytophaga
Microsporidias
Thermotoga
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Aquifex

Figura 1.6. Arbol filogenético de la vida.
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La capacidad de secuenciar acidos nucleicos, incluso genomas completos,
ha dado lugar a nuevos conocimientos sobre la clasificacion y la evolucion. La
taxonomia también proporciona una referencia comun para la identificacion de

organismos ya clasificados (Tortora et al., 2013).

1.4. Métodos de identificacion de microorganismos.

A lo largo de los afios se han desarrollado y empleado de manera
sistematica métodos basados en las caracteristicas fenotipicas de los
microorganismos, ejemplo de éstos son los métodos fisiolégicos, bioquimicos y
serologicos. Recientemente han alcanzado un crecimiento notable métodos
basados en las caracteristicas genotipicas para la identificacién y clasificacion de

los microorganismos (Sauer et al., 2008).

1.4.1. Métodos fenotipicos.

Los métodos fenotipicos para la identificacibn de microorganismos se han
basado tradicionalmente en la observacién macro o microscopica de la morfologia
del microorganismo; en la tincion producida al aplicar algunos colorantes sobre el
tejido infectado o sobre el microorganismo; en la determinacion mediante pruebas
bioquimicas del metabolismo celular; en el desarrollo del microorganismo en un
medio de cultivo especifico; en el caso de microorganismos patégenos, en la
observacién de los sintomas que presentan los hospederos; y en la reaccion de un
anticuerpo a la presencia de un antigeno (Rodriguez et al., 2009).

Gracias al poder de resolucion alcanzado en el campo de la microscopia es
posible la identificacion de las partes estructurales caracteristicas de una célula
individual, aislar los componentes celulares y analizar su composicion guimica
(Montoya, 2008).

Las caracteristicas de la pared celular son ampliamente usadas como parte
de un esquema de clasificacion bacteriana, puede visualizarse mediante una

técnica de tincién de tipo diferencial, la cual se conoce popularmente como tincién
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de Gram. Esta coloracion se basa en la capacidad de las bacterias de retener el
colorante primario (cristal violeta), aun después de haber sido decoloradas con
alcohol acetona. Esta situacion se presenta por causa de las diferencias
estructurales de la pared celular de las bacterias (Montoya, 2008). La tincion de
Gram, distingue dos grupos de bacterias: bacterias Gram positivas y Gram

negativas (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Caracteristicas de las bacterias Gram positivas y Gram negativas (Montoya,
2008).

Caracteristica Gram positivas Gram negativas
Estructura de la pared celular Monpcapa gruesa de Mult[capa delgada de
peptidoglucano. peptidoglucano.
Baja en lipidos (1-4%). Alta en lipidos (11-22%).
El peptidoglucano presente El peptidoglucano presente
Composicion de la pared supone 50% del peso seco supone 10% del peso seco.
celular de algunas bacterias. No hay acidos teicoicos.
Presencia de &cidos
teicoicos.
Requerimientos Relativamente complejos en | Relativamente sencillos.
nutrimentales muchas especies.
Resistencia a la rotura Mas resistentes. Menos resistentes.
mecanica

La pared celular de los microorganismos contiene ademas proteinas y
lipopolisacéaridos (LPS), para algunos de estos componentes de la pared celular
pueden ocurrir variaciones en la estructura molecular. Cada estructura diferente
puede ser llamada antigeno. Un antigeno es una molécula que reacciona con un
anticuerpo (NSRL, 2010). La diferenciacién de cepas de microorganismos toma en
cuenta tres tipos de antigenos: el antigeno somatico (O), las dos fases de los
antigenos flagelares (H1 y H2) y un antigeno capsular (Vi) (Achtman et al., 2012).

La serotipificacion depende de wuna prueba de reaccion a los
microorganismos con diferentes anticuerpos para determinar cuales antigenos
estan presentes. Basados en la deteccion de antigenos una sola especie puede

ser dividida en cientos de miles de diferentes serotipos (NSRL, 2010).
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Como referencia, para el caso puntual del género Salmonella, el propésito
de la serotipificacion es determinar, a cuales de los mas de 2500 serotipos de
Salmonella pertenece un aislamiento especifico.

Los serotipos de Salmonella son definidos basados en la estructura de los
antigenos O y los antigenos H. Estos antigenos son detectados usando
reacciones de aglutinacion con antisueros generados de forma comercial, el
antigeno O usa una suspension de crecimiento a partir de una placa de agar
mientras que los antigenos H usan una suspension a partir de medios liquidos de
cultivo. El serotipo es definido desde el patron especifico de las reacciones de
aglutinacion usando el esquema de clasificacion de Kauffmann-White (NSRL,
2010).

Estos métodos son utiles para el reconocimiento de una fuente comun de
microorganismos de un brote aislado, pero inapropiados para una asignacion
confiable de aislamientos de uno de 2500 serovares de Salmonella enterica
(Achtman et al., 2012).

1.4.2. Métodos genotipicos.

Los métodos genotipicos tienen mudltiples ventajas, ya que permiten la
discriminacion del género, de las especies y de las subespecies de los
microorganismos con precision (Sauer et al., 2008).

Altos niveles de diferenciacion bacteriana pueden lograrse de dos maneras
diferentes. En un primer enfoque, son identificadas regiones del genoma no
caracterizadas, altamente variables dentro de la poblaciéon bacteriana. Para
patogenos bacterianos, son populares varios méetodos basados en este enfoque,
por ejemplo, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE) y la ribotipificacion. En estos métodos, las enzimas de
restriccion o los cebadores de PCR elegidos, son aquellos que proporcionan
maxima discriminacion dentro de la poblacion.

El segundo enfoque usa la variacion que estd acumulada lentamente en la

poblacién bacteriana. Un método caracteristico de este enfoque es la
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electroforesis enzimatica multilocus (MLEE). Aunque sélo un pequefio niumero de
alelos puede ser identificado dentro de la poblacibn mediante el uso de este tipo
de estudio, se alcanzan altos niveles de discriminacion mediante el analisis de
diversas regiones del genoma (Maiden et al., 1998).

No obstante, ha surgido un nuevo planteamiento, la tipificacion de
secuencias multilocus (MLST). MLST tiene ventajas superiores sobre MLEE
debido a que se lleva a cabo la identificacion de alelos directamente en las
secuencias nucleotidicas de fragmentos de genes constitutivos en lugar de
comparar las movilidades electroforéticas de las enzimas que codifican (Maiden et
al., 1998).

En la actualidad se ha demostrado que la distancia evolutiva, asi como la
diferenciacion entre dos microorganismos puede determinarse por las variaciones
en la secuencia de nuclettidos de ADN aisladas de cada uno de ellos. Esto se
debe a que el numero de diferencias en la secuencia es proporcional al nimero de
cambios mutacionales estables fijados en el ADN que codifica esa molécula en
ambos microorganismos.

Los métodos para obtener secuencias de acidos nucleicos implican una

combinacion de biologia molecular y de bioinformética.

1.4.2.1. Secuenciacién de nueva generacion.

La identificacion de microorganismos basadas en la determinacién de la
secuencia de nucledtidos a través de un segmento de ADN extraido de los
microorganismos en forma directa o bien de una muestra que contenga el
microorganismo en cuestion recientemente esta teniendo un avance muy
importante debido a: la especificidad (pueden detectar so6lo la molécula o
microorganismo de interés), la sensibilidad (son capaces de detectar la presencia
de un solo microorganismo), la rapidez (se puede identificar un microorganismo en
menos de 24 horas) y que pueden ser automatizadas (permiten tener un
diagnéstico en un menor tiempo y reducir los costos) de los acidos nucleicos
(Rodriguez et al., 2009).
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La identificacion basada en la secuenciacion del genoma de una bacteria es
objetiva y posee mayor precision que los métodos convencionales, especialmente
para la clasificacion de microorganismos inusuales (Petti, 2007).

La demanda de tecnologias revolucionarias que provean informacion del
genoma puntual, rapida y a costos menores es cada vez mas grande, esto ha
permitido el desarrollo de las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion
(NGS). La principal ventaja de la NGS sobre los métodos convencionales es la
capacidad de generar un enorme volumen de datos a costos reducidos. Esto
amplia el panorama de la experimentacion mas alla de sélo determinar el orden de
los nucledtidos. En términos generales las tecnologias de secuenciacion incluyen
un numero de métodos que son agrupados dependiendo de cdmo son preparados
los acidos nucleicos, la secuenciacion de los mismos y de qué manera son
analizados los datos (Metzker, 2010).

El flujo de trabajo para estas nuevas tecnologias procede de la siguiente
manera: creacion de la biblioteca; cuantificacion de la biblioteca; amplificacion
mediante PCR de las moléculas de la biblioteca y la secuenciacién de las mismas
(White et al., 2009).

1.4.2.1.1. Pirosecuenciacion.

Una de las plataformas de NGS existentes en el mercado es la plataforma
Roche 454 GS FLX Titanium, cuya quimica base se sustenta en la
pirosecuenciacion. La pirosecuenciacion es un método no electroforético
bioluminiscente que mide la liberacion de pirofosfato inorganico (PPi)
proporcionalmente convirtiéndolo en luz visible usando una serie de reacciones

enzimaticas. El proceso que envuelve este método se explica a la brevedad.

1.4.2.1.1.1. Creacion de la biblioteca.

La preparacion del ADN comienza con la fragmentacion del ADN gendémico

por medio de una nebulizacion con gas nitrégeno (N,). Posteriormente son ligadas
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secuencias nucleotidicas (44 pb) especificas llamadas adaptadores a los extremos
de cada fragmento de ADN generado (el adaptador “A” al extremo 3’ y el
adaptador “B” en el extremo 5’) que contienen cebadores universales (40 pb),
ademas de una secuencia clave de reconocimiento (4 pb); las secuencias
adaptadoras estan disefiadas para cumplir funciones en los pasos de seleccion,
amplificacion y secuenciacion del ADN. Una vez realizada la ligacion de
adaptadores, son seleccionados solo aquellos fragmentos de ADN a los cuales fue
unido correctamente cada uno de los adaptadores, a este conjunto se le denomina

biblioteca.

1.4.2.1.1.2. Cuantificacion de la biblioteca.

Una de las técnicas empleadas frecuentemente para la cuantificacién de
ADN es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR). La gPCR
estd basada en la deteccién y cuantificacion de un reportero fluorescente, cuya
sefial aumenta en proporcion directa a la cantidad de producto de PCR en la
reaccion. La cuantificacion del ADN se debe gracias al empleo de un termociclador
gue tiene acoplado un sistema de deteccion que es capaz de adquirir y cuantificar
la sefial emitida por el reportero al final de cada ciclo. La quimica de deteccion es
variable, una de las mas comunes es por agentes intercalantes fluorescentes, uno
de ellos es SYBR green™ el cual se une al ADN de doble cadena dando un
incremento de la fluorescencia a medida que aumenta la cantidad de producto de
PCR (Cortazar y Silva, 2004).

1.4.2.1.1.3. Amplificacién de la biblioteca.

Un numero especifico de fragmentos de ADN son unidos desde el extremo
3’ del adaptador A en perlas de captura, las cuales contienen un cebador
complementario al adaptador A, estas se introducen en una emulsién de agua y
aceite bajo condiciones que se favorezca una molécula de ADN por cada perla en

un microambiente con todos los reactivos y enzimas necesarios para llevar a cabo
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la PCR (Rothberg y Leamon, 2008). El resultado sera que cada perla tendra un
gran numero de secuencias de la biblioteca idénticas y repetidas. Finalizada la
amplificacion de la biblioteca la emulsion es desecha con disolventes organicos, lo
que permiten la liberacién y purificacion de las perlas de captura que contendran

finalmente cadenas sencillas de la biblioteca unidas por el extremo 5’ (Figura 1.7).

Amplificacion y disociacion del ADN

Una molécula de ADN

por perla.
Qﬁ@ Perla de captura
% monoclonal.

Figura 1.7. Amplificacion clonal de la biblioteca en microreactores en una emulsion
(editado de Metzker, 2010).

Para realizar la estimacion del numero de perlas de captura se emplean a
menudo equipos que tienen su fundamento en el principio de impedancia en el
conteo de particulas, éste se sustenta en el aumento de la resistencia producida
cuando una particula con baja conductividad pasa a través de un campo eléctrico.
El ndmero de intermitencias indica la cifra de particulas y la amplitud de cada

intermitencia es proporcional al volumen de la particula.

1.4.2.1.1.4. Enriguecimiento de la biblioteca.

Para que la ADN polimerasa ejecute la sintesis de la cadena
complementaria al ADN de la biblioteca unido a las perlas de captura en el
proceso de pirosecuenciacion se afiaden cebadores complementarios al extremo
3’, el cual se encuentra libre. S6lo aquellas perlas a las que el cebador se haya

unido de forma éptima seran empleadas.
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1.4.2.1.1.5. Secuenciacion de la biblioteca.

La pirosecuenciacion se basa en la sintesis de la cadena complementaria a
cada uno de los fragmentos de la biblioteca unidos a las perlas haciendo uso de la
ADN polimerasa para la adicion de un solo desoxirribonucleoétido trifosfato (ANTP)
a la vez a la cadena base en cantidades limitadas. En la incorporacion del dNTP
complementario, la ADN polimerasa extiende el cebador y pausa, la sintesis de
ADN es reiniciada siguiendo la adicion del siguiente dNTP complementario en el
ciclo en turno; la integracion de cada dNTP resulta en la formacién de un enlace
fosfodiéster y la subsecuente liberacion de pirofosfato inorganico el cual es
convertido por la enzima sulfurilasa en ATP, la enzima luciferasa entonces lo
puede emplear para convertir luciferina en oxiluciferina y generar luz (Figura 1.8).
Ambas enzimas, la sulfurilasa y la luciferasa se encuentran disponibles para ser
usadas en la superficie de perlas de menor tamafio que las perlas de captura que

contienen los fragmentos de ADN de la biblioteca.

ACGTGGGCCTATAGCTACTCGGACACCTAQGCATATCGCCCG

S TATAGCGGGC ~
Sulfurilasa
Luciferasa l PPi

~
{ /ip ATP

Oxiluciferina
+

Luciferina

Luz

Figura 1.8. Diagrama del proceso de pirosecuenciacion (editado de Metzker, 2010).

Las reacciones involucradas en la pirosecuenciacién, se llevan a cabo en
un dispositivo conocido como PicoTiter Plate (PTP), el cual consiste en una placa
con mas de dos millones de pozos. Cada pozo tiene un didmetro de 44 micras.
Las enzimas empleadas en la reaccion, la sulfurilasa y la luciferasa, estan unidas

a perlas mas pequefas, que las perlas que contienen los amplicones clonales, de
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tal forma que, so6lo una perla de este tipo es capaz de prevalecer, no obstante
varias mas de aquellas que poseen las enzimas pueden ser depositadas en cada
pozo. Los dNTP individuales son entonces agregados a los pozos en un flujo
continuo y dispensados en ciclos determinados de forma secuencial a lo largo de
todo el PTP. La ADN polimerasa afiadira uno o mas dNTP dependiendo de la
secuencia que actia como molde y se emitira luz con una intensidad proporcional
al numero de nucleétidos incorporados a la nueva cadena. El secuenciador consta
de un sistema Optico especial que recoge el patrén de destellos luminosos que se
emiten. Mediante el software del equipo de computo del secuenciador se
interpretan estos patrones de luz y se generan unas graficas que indican si ha
habido incorporacion o no de nucleétidos y su namero (pirograma). El analisis
bioinformatico de la informacion resultante revela la secuencia final del ADN
(Figura 1.9) (Metzker, 2010).
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Polimerasa

Sulfurilasa ATP

Luciferasa Luciferina

Luz y oxiluciferna

Firograma

oA TT T T T TAACAATCAACT T TTTOGATTAARATCTAGATAACTG
CATAAATTAATAACATCACATTAGTCIGATCAGTGRATTTAT

s = 'R f PPN ERE Y

Figura 1.8. Pirosecuenciacion Roche 454 GS FLX Titanium (editado de Metzker, 2010).
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Muchas veces con la finalidad de maximizar el rendimiento de una sola
corrida de secuenciacion, multiples bibliotecas diferentes de ADN pueden ser
secuenciadas juntas en una sola region de la PTP empleando un conjunto de
adaptadores diferentes (MID). Estos adaptadores poseen en su secuencia ademas
de los cebadores universales (A o B) y la secuencia clave, una secuencia adicional
Gnica no repetida para cada uno de ellos (11 pb) lo cual determina la identidad

entre una y otra biblioteca durante el analisis bioinformatico posterior.

1.4.2.2. Bioinformética.

La Bioinformatica es, en un sentido general, la disciplina que resulta de la
aplicacion de la computacién, asi como las teorias, métodos y procedimientos que
le son propios, al ambito de las Ciencias de la Vida. No obstante, no parece haber
un consenso general entre los profesionales de la Bioinformatica. Existen tres
enfoques que representan hoy en dia el objetivo de esta disciplina: el enfoque
clasico dirigido a la simulacion de inteligencia y vida artificial; el enfoque
instrumental, derivado de la gestion eficiente de la informacion biolégica; y el
enfoque estructural, el cual define a la Bioinformatica como la aplicacion de los
sistemas computacionales en la recoleccion, almacenamiento y andlisis de la
informacion biolégica. Este ultimo, el enfoque con mayor aceptacion (Lahoz,
2004).

En el estudio exclusivo de las secuencias de ADN, se realiza el analisis con
la ayuda de software especializado de las secuencias de nucledtidos que
constituyen el genoma de los seres vivos (Lahoz, 2004). La primera fase es la
deduccidon de la secuencia de nucleotidos, para ello se realiza el ensamblaje o
mapeo de los fragmentos secuenciados. En el primer caso se aplica en la
secuenciacion de novo, el mapeo se utiliza una vez conocido el genoma o la
secuencia de un gen y se compara en diferentes individuos (Lesk, 2002). Para
ambos casos previamente se procede con la limpieza y el alineamiento de las

lecturas (secuencias) generadas en las plataformas de secuenciacion.
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Los secuenciadores devuelven secuencias crudas y es necesario eliminar
regiones con mala calidad de lectura, nucleotidos que pertenezcan a adaptadores
y nucleétidos que se encuentren altamente repetidos para evitar interferencias en
el andlisis. Todos los sistemas de secuenciacion valoran la calidad de sus lecturas
asignando un valor a cada posicién, esta estimacioén del error es especifica de
cada tecnologia y es calculada por el software del equipo. Para facilitar el analisis
y la interpretacion de los resultados, estos valores se suelen cambiar de escala a
una escala normalizada y utilizable para todas las tecnologias de secuenciacion.
Una de las més utilizadas es la escala de error basada en el programa Phred, que
es un programa utilizado para la limpieza de secuencias (Lesk, 2002).

La escala Phred se define como -10 log (probabilidad de error). De esta
forma una calificacion de 20 en la escala Phred indica que existe 1 error por cada
100 lecturas, bajo la misma linea, una calificacion de 30 exhibe 1 error por cada
1000 lecturas.

En el alineamiento para el ensamblaje todas las secuencias, éstas son
alineadas dos a dos para identificar cuales solapan entre si e identificar pares o
grupos de secuencias comunes, estos son llamados contigs (Lesk, 2002).
Finalmente el proceso de ensamblaje resulta en una Unica secuencia consenso
definida a partir de todos los contigs formados. En el caso del alineamiento para el
mapeo las secuencias son alineadas con secuencias de referencia, estas pueden
ser genomas o genes particulares.

El andlisis de las secuencias puede tener diversos objetivos mas alla de
conocer el orden de los nucleétidos, la identificacion de homologias en secuencias
de nucleétidos especificas es uno de ellos.

Las secuencias de ADN marcan la funcion de las proteinas en los seres
vivos. Cuando més similares sean dos secuencias mas similares tenderan a ser
las funciones de las proteinas codificadas por ellas. Las secuencias de un mismo
gen en un conjunto de especies seran mas distintas cuando mas alejadas
filogenéticamente estén las especies comparadas (Andreas et al.,, 2004). Para
contribuir al analisis de secuencias, existen bases de datos biolégicos que

incluyen recopilaciones de secuencias de nucleétidos, proteinas, genomas,

21



Facultad de Quimica | UNAM

expresion genética, taxonomia, metabolismo, factores de transcripcion, etc (Lesk,
2002).

1.4.2.3. Secuenciacion del gen ARN ribosomal 16S.

Se han evaluado muchas moléculas como cronédmetros moleculares y con
ellas se han realizado estudios de comparacion de secuencias con el fin de
generar arboles filogenéticos. Debido a la probable antigledad de la maquinaria
sintetizadora de proteinas, los ARN ribosomales son moléculas excelentes para
discernir las relaciones evolutivas entre los seres vivos (Madigan et al., 2003).

Hay tres moléculas de ARNr que en procariotas tienen tamafos de 5S, 16S
y 23S. Los ARNTr bacterianos contienen varias regiones de secuencia altamente
conservada que resulta Util para obtener alineamientos de secuencia apropiados,
pero, al mismo tiempo, la variabilidad de secuencia suficiente en otras regiones de
la molécula para servir como cronémetros filogenéticos (Madigan et al., 2003).

El uso de la secuencia del gen ARNr 16S para estudiar la filogenia y
taxonomia bacteriana ha sido el gen constitutivo mas usado comiunmente por un
gran numero de razones. Estas razones incluyen su presencia en todas las
bacterias, a menudo existen como una familia multigenes u operones; la funcion
del gen ARNr 16S no ha cambiado con el tiempo, sugiriendo que cambios
aleatorios en la secuencia son una medida mas precisa de la evolucién (Janda y
Abbott, 2007).

Uno de los usos potenciales mas atractivos de la informaciéon de la
secuenciacion del gen ARNr 16S es proporcionar el género y la identificacion de
especies de los aislamientos que no pueden ser reconocidos con perfiles
bioquimicos o por taxones que son extrafiamente asociadas con enfermedades
infecciosas humanas.

Muchos resultados a la fecha sugieren que la secuenciacion del gen ARNr
16S provee la identificacion del género en mas del 90% de los casos, pero menos
al respecto de la especie: 65-83% con menos del 1-14% de los aislamientos

restantes no identificados después del ensayo. Esto es debido al desconocimiento
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de nuevos taxones o especies que comparten secuencias del gen ARNr 16S
similares o casi idénticas. Por lo tanto, otros estudios de parentesco de ADN son
necesarios para proporcionar absoluta resolucién de estos problemas taxonémicos
(Janda y Abbott, 2007).

1.4.2.4. Tipificacién de Secuencias Multilocus.

La tipificacion de secuencias multilocus (MLST) es una herramienta
empleada para la identificacion de grupos de aislamientos de microorganismos
gue estan relacionados genéticamente. Se trata de un enfoque basado en las
secuencias de nucleotidos de multiples fragmentos de genes constitutivos (Pic6,
2012).

Se sugiere que MLST correlaciona con un serovar, salvo algunas
excepciones. Los esquemas de MLST son esfuerzos comunitarios, ya que la
informacion esta disponible publicamente en linea y nuevos datos pueden ser
incluidos desde fuentes descentralizadas.

El esquema MLST para Salmonella enterica envuelve siete fragmentos de
genes constitutivos (Tabla 1.2) que fueron desarrollados mediante el analisis del
serovar Typhi y subsecuentemente probado con 110 aislamientos de 25 serovares
de Salmonella enterica subespecie enterica. Los andlisis fueron usados
posteriormente en la asiganacion de los serovares Newport y Typhimurium,
aislamientos de varios serovares de animales salvajes en Australia, incluso para
evaluar las propiedades genéticas de aislamientos resistentes a antibioticos
(Achtman et al., 2012).
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Tabla 1.2. Genes involucrados en el esquema MLST de bacterias Salmonella enterica
(NCBI Gene database, 2014).

Gen Proteina que codifica Funcién de la proteina
Cataliza la reaccion para obtener corismato, un
. . importante intermediario en la via del &cido
aroC Corismato sintasa siguimico, una ruta comun de biosintesis de
compuestos aromaticos (Bolivar et al., 2013).
ADN polimerasa subunidad | Implicada en la sintesis de ADN.
dnaN
beta Il
o, . Cataliza la sintesis de uroporfirindgeno,
hemD Uroporfirinogeno lll sintasa intermediario en la biosintesis de hemo.
hisD Histidinol deshidrogenasa Qata}llza I.os Ultimos pasos en la via de
biosintesis de la L-histidina.
Fosforribosil aminoimidazol | Implicada en la sintesis de nucleétidos
purE . o i
carboxilasa purinicos (Devlin, 2006).
Cataliza la descarboxilacién oxidativa del 2-
SUCA 2-oxoglucatarato oxoglucarato a succinil CoA y diéxido de
descarboxilasa carbono, una reaccién clave en el ciclo de
Krebs.
Aspartoquinasa bifuncional | Involucradas en la catalisis de la via
thrA I/Homoserina biosintética de la familia de aspartatos de los

deshidrogenasa.

aminoacidos.

Para lograr la caracterizacion de un asilamiento de Salmonella enterica,

Achtman et al. refiere que los aislamientos de Salmonella enterica que poseen

alelos idénticos para todos los fragmentos de genes son asignados a un Tipo de

Secuencia (ST) comun y ST que comparten todos los alelos a excepcion de uno o

dos (seis o cinco alelos idénticos) son agrupados en complejos de ST, designados

como eBurstGroups (eBG) para especificar el algoritmo de agrupamiento.

Ademas, muchos ST que contienen mdltiples aislamientos, diez o mas, también

son considerados como un eBG. Los eBG entonces, son grupos de aislamientos

relacionados genéticamente, algunos eBG exhiben una unica relacion con un

serovar, en contraste con otros eBG que contienen multiples serovares (o

alineamientos cuyo serovar es desconocido).
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1 Typhimurium
2,3,7, 35 Newport
4 Enteritidis

5,19, 32, 59 ParatyphiB
6 Choleraesuis

8 Muenchen
9Virchow

11 Paratyphi A

13 Typhi

14, 209 Saintpaul
15, 56, 164 Kentucky
16 Pomona

20 ParatyphiC

22 Hadar

24 Braenderup

25 |sangi

26 Heidelberg

29 Stanley

30, 55, 68 Senftenberg
31 Infantis

34 Bovismorbificans
39, 40, 208 Montevideo
41, 44, 52, 203 Oranienburg
53 Dublin

54 Agona

57 Derby

58, 234, 235 Havana
86 Concord

Figura 3.9. Arbol de MLST de aislamientos de Salmonella enterica subespecie enterica
(Achtman et al., 2012).
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Se reconoce la existencia de eBG inicialmente, mediante arboles de ST
conectados por el numero de alelos compartidos (Figura 1.10). Cada circulo
corresponde a un ST, cuyo tamafio es proporcional al nimero de aislamientos. La
topologia del arbol es dictada por un algoritmo que identifica la distancia que
vincula a cada ST tomando en cuenta los alelos compartidos, cuyo origen se
localiza en el centro con aquel de mayor contenido de aislamientos. Los vinculos
de seis alelos idénticos compartidos se presentan con una linea gruesa; aquellos
con cinco alelos compartidos se muestran con una linea delgada. Los eBG se
indican sombreados y el serovar asociado se ha marcado para los 28 serovares
mas frecuentes. Dentro de cada ST, los aislamientos de diferentes serovares o
para los cuales la informacion es insuficiente se muestran en blanco.

La base para sustentar la existencia de eBG es la fuerte correlaciéon ente la
serotipificacion y las asignaciones de eBG para multiples eBG. Sin embargo,
existen discrepancias entre serovares y eBG, que en principio, podrian reflejar
errores en la serotipificacion o en la secuenciacién de nucleétidos para MLST o en
ambos. Debido al potencial discriminatorio de MLST, muchas de las discrepancias
se han resuelto con nuevas asignaciones de serovar que deberan ser
implementadas de forma gradual. Dada esta inferencia, puede ser viable
remplazar la serotipificacion por MLST para propésitos epidemiologicos de rutina
(Achtman et al., 2012).
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2. Objetivo.

2.1. Objetivo general.

Verificar el género y la asignacion de serovariedad a muestras de bacterias
del género Salmonella por medio de la secuenciacion de su genoma, a través de
la utilizacion de la secuenciacion de nueva generacion y el uso de la herramienta

de andlisis de tipificacién de secuencias multilocus.

2.2. Objetivos particulares.

A. Realizar la extraccion de ADN integro de células bacterianas.

B. Generar y cuantificar las bibliotecas de secuenciacion éptimas para la
plataforma Roche 454 GS FLX Titanium.

C. Llevar a cabo la amplificacion clonal de las bibliotecas de secuenciacion a
fin de establecer las condiciones adecuadas de ADN en el proceso de

secuenciacion.

D. Ejecutar la corrida de secuenciacion de ADN bajo los estandares que el

protocolo determina.

E. Efectuar el andlisis bioinformatico de las secuencias generadas en la
corrida con el propdsito de asignar el género y la serovariedad a las

muestras de bacterias Salmonella.
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3. Metodologia.

3.1. Estrategia experimental.

Aislamiento del Secuenciacion Analisis
ADN del ADN bioinformatico
Extraccion del Elaboracion de las s e
ADN bibliofecas AnalisisARNr 16S
I ! R
Evaluaciondela Cuantificacionde Esquema
calidad del ADN las bibliotecas MLST
l o _J
PCR en emulsion
r s yaea
Secuenciacion
del ADN
\. y

Figura 3.1. Diagrama de estrategia experimental.

3.2. Materiales y métodos.

3.2.1. Seleccion de bacterias del género Salmonella.

Se analizaron 5 muestras de bacterias del género Salmonella provenientes

del cepario del Laboratorio de Diagnostico para la Deteccion de Organismos
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Patogenos (LDDOP) organismo perteneciente al SENASICA. De cada una de
éstas se recibieron 5 alicuotas en microtubos de 1.7 mL en forma de células
(resuspendidas en 200 uL de buffer PBS con una concentracion aproximada de
1x10° células/uL) o el ADN previamente extraido (Tabla 3.1). Una alicuota de cada
muestra fue empleada para el proceso de secuenciacion en la plataforma Roche
454 GS FLX Titanium.

Tabla 3.1. Muestras recibidas de bacterias del género Salmonella (LDDOP).

Nombre de la muestra Estatus de la muestra
Salmonella 318
ADN
Salmonella 375
Salmonella 384
Salmonella 389 Células

Salmonella Enteritidis

3.2.2. Extraccion y evaluacion del ADN.

Para la extraccion del ADN de las células bacterianas, se empled el kit
Roche High Pure PCR Template Prepration, el cual se basa en la lisis de la célula
por medio de actividad enzimatica y la posterior purificacion a través de la unién
especifica del ADN a columnas de silica. Se agregaron 200 pL de binding buffer y
40 pL de proteinasa K a cada alicuota de células. Las mezclas se homogenizaron
en un vortex y se incubaron durante 10 minutos a 70 °C. Se agregaron 100 pL de
isopropanol y se transfirid el volumen a columnas de purificacion. Las columnas
fueron centrifugadas 1 minuto a 8000 g. El sobrenadante generado fue
desechado. Se afadieron 500 pL de inhibitor removal buffer a cada columna, se
homogenizaron y se centrifugaron 1 minuto a 8000 g. A continuacion se realizaron
dos lavados con 500 pL de wash buffer cada uno. Finalmente se recuperé el ADN
de las muestras, por medio de la elucién con buffer Tris-HCI en un tubo de 1.7 mL.

La cantidad y calidad del ADN se evaluo en un espectrofotometro

(NanoDrop 2000) a 260 y 280 nm para determinar la concentracion de ADN y de
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proteinas, respectivamente; la relacion A260/A280 fue calculada con el fin de

expresar la pureza del ADN. La concentracion se obtuvo en ng/uL.

3.2.3. Secuenciacion del ADN.

La secuenciacion del ADN bacteriano se realizé en la plataforma Roche 454

GS FLX Titanium, se aplico el flujo de trabajo desarrollado por la compaiiia.

3.2.3.1. Elaboracion y valoracion de las bibliotecas de secuenciacion.

Se elaboraron las bibliotecas del ADN de las bacterias con el kit Roche GS
FLX Titanium Rapid Library Preparation basado en la técnica shotgun de
fragmentacién aleatoria de moléculas de ADN.

La técnica de nebulizacion con N, fue empleada para fragmentar el ADN, la
presion de salida fue ajustada a 30 psi con el propdsito de obtener fragmentos
promedio de 700-850 nucledtidos. La cantidad de ADN necesaria de cada muestra
fue 500 ng en un volumen final de 100 pL de buffer Tris HCI-EDTA (TE).

La purificacion del nebulizado se llevd a cabo con el kit QIAquick
PCR Purification. El nebulizado fue transvasado a un tubo falcon de 15 mL con
2500 pL de buffer PB y eluido a través de una columna de unién con 750 uL de
buffer PE. Para recuperar los fragmentos de ADN obtenidos se agregaron 18 pL
de buffer TE a la columna. Posteriormente se realizé la reparacién de extremos
romos, para ello se emple6 la mezcla de reaccién End Repair Mix incluida en el kit
Roche GS FLX Titanium Rapid Library Preparation y el termociclador ABI 9700
bajo las siguientes condiciones de trabajo: 1 ciclo a 25 °C por 20 minutos, 1 ciclo a
72 °C por 20 minutos y 1 ciclo a 4 °C.

Para purificar los fragmentos de la biblioteca se prepararon las perlas a las
cuales éstos se unieron. Por cada una de las muestras se tomaron 125 pL de
perlas y se colocaron en un microtubo de 1.7 mL, que a su vez se dispuso sobre
un concentrador de particulas magnéticas (MPC). Una vez aglomeradas las

perlas, se desechd el sobrenadante y se adicionaron 73 pL de buffer TE, se
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homogenizo y se agregaron 500 pL de Sizing solution del kit Roche GS FLX Rapid
Library Buffers. Las perlas permanecieron en hielo hasta el momento de ser
usadas.

Finalizado el tiempo de termociclado, se afiadié 1 yL de un MID diferente a
cada uno de los 5 tubos y 1 pL de enzima ligasa, se colocaron dentro del
termociclador ABI 9700 a 25 °C durante 10 minutos. A continuacion, el ADN se
agrego a los tubos con perlas AMpure, y se dejo reposar a temperatura ambiente
durante 5 minutos. Los tubos se colocaron sobre el MPC y se esper6 hasta la
aglomeracion de las perlas. Se deseché el sobrenadante y se adicionaron 100 pL
de buffer TE y 500 pL de Sizing solution (por duplicado). ElI sobrenadante fue
desechado y sin quitar los tubos de la MPC de adicion6é 1 mL de etanol al 70%,
éste se retir6 de inmediato y se desechd. El excedente de etanol se elimind por
medio de evaporacion. Los tubos sin etanol se retiraron de la MPC y se
adicionaron 53 pL de buffer TE para eluir y preservar las bibliotecas.

La valoracion de los fragmentos de las bibliotecas se realiz6 mediante una
electroforesis en el equipo Bioanalyzer 2100, se empled el kit High Sensitivity DNA
Analysis. Las bibliotecas se aceptaron bajo el siguiente pardmetro: pico promedio

de la curva 700-850 nucleétidos.

3.2.3.2. Cuantificacién de las bibliotecas de secuenciacion.

Se cuantific6 el numero de moléculas de las bibliotecas por medio de la
técnica PCR en tiempo real en el equipo LightCycler® 480 Roche AppliedScience®;
se empled el kit KAPA SYBR® Fast qPCR. La quimica del kit se basa en el empleo
de un agente intercalante (SYBR green™) y cuenta con seis estandares de
concentracion conocida (Tabla 3.2); este hecho permitié elaborar una curva
estandar: unidades de fluorescencia en funcibn de la concentracion
(moléculas/uL). Con esta herramienta fue posible estimar la concentracion de las

bibliotecas generadas.
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Tabla 3.2. Concentracion de los estdndares del kit KapaBiosystems.

Estandares ADN (copias/uL)
Estandar 1 100,000,000
Esténdar 2 10,000,000
Estandar 3 1,000,000
Estandar 4 100,000
Estédndar 5 10,000
Estandar 6 1,100

Se llevé a cabo la dilucidn serial de cada una de las bibliotecas generadas

como se presenta en la Figura 3.2.

100 L 100 uL 100 uL

@@@

499 L | 100l | 100pL | 100 pL
H20 H20 H20 H20

gt

Biblioteca 1:500 1:1000 1:2000 1:4000
Figura 3.2. Diluciones seriales de la biblioteca de secuenciacion.

Se tomé el volumen correspondiente de cada dilucion para generar la
mezcla de reaccién y se llevo a cabo el termociclado como lo muestra la Tabla 3.3.
La cuantificacion se acepté si al menos tres puntos de las diluciones de la

biblioteca amplificaron dentro de la curva.

Tabla 3.3. Mezcla de reaccion y condiciones de termociclado para la cuantificacion de las
bibliotecas de secuenciacion por qPCR.

Reactivo Volumen (uL) Condiciones de termociclado
KAPA SYBR FAST Master Mix 6 Prec_alentamiento: 95 °C 5 minutos.
— - 35 ciclos de 95 °C durante 30
ADN biblioteca o ADN estandar 4 segundos y 60 °C por 45 segundos.
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La concentracion final de cada biblioteca se calcul6 por medio de la
ecuacion de la recta generada a partir de la curva estandar; esta se ajusto con el
tamafio de cada biblioteca en relacién con el tamafio de los estandares (460

nucleotidos).
3.2.3.3. PCR en emulsion.

Dos emulsiones fueron elaboradas: la emulsion “A”, se destind a la
secuenciacion de las bacterias Salmonella 318 y 375; y la emulsion “B” para la
secuenciacion de las bacterias Salmonella 384, 389 y Enteritidis.

Se hizo uso del kit emPCR Kit Reagent (Lib-L) para preparar las mezclas de
reaccion correspondientes a la emulsiéon A y la emulsién B con los componentes
necesarios para realizar la PCR de las bibliotecas, de igual forma se preparo el
buffer para el lavado de las perlas de captura.

Con base en la metodologia establecida, se preparé una solucion de trabajo
estandar con una concentracion de 1x10° moléculas de la biblioteca/pL. El calculo
empleado se muestra a continuacion:

ng

[Concentracién de la solucion de trabajo (p_L) . 100]

Concentracion de la biblioteca (Z—g)

Volumen de la biblioteca (uL) =

Se efectud la preparacion de las perlas de captura de ADN (35 millones de
perlas contenidas por tubo) para cada una de las emulsiones: se centrifugd un
tubo de perlas de captura durante 1 minuto a 13000 rpm; se retird el sobrenadante
y se adicion0 a cada uno 1 mL del buffer de lavado, se homogenizaron y se
centrifugaron durante 1 minuto a 13000 rpm. Este paso se repitié y el
sobrenadante se retird. Las perlas permanecieron en hielo hasta el momento de
ser utilizadas.

En un tubo de 0.2 mL se coloco el volumen necesario de las soluciones de

trabajo de las bibliotecas para lograr en cada emulsion un valor de 0.4 copias de
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ADN por perla (CPB). El valor de CPB ha sido determinado previamente por medio
de una serie de ensayos y depende de la naturaleza del ADN en estudio, en el
caso particular de ADN de bacterias se establecio 0.4; el CPB refiere la cantidad
requerida de ADN para obtener un enriquecimiento final de las perlas de captura
del 3 al 20% El calculo empleado fue el siguiente:

CPB - 35x10° perlas de captura

l de la solucién de trabajo (UL) =
Volumen de la solucion de trabajo (UL) Concentracion de la solucion de trabajo

El ADN de las bibliotecas se desnaturalizdo en el termociclador ABI 9700
durante 1 ciclo a 95 °C durante 2 minutos.

Para efectuar la emulsion, se tomaron dos copas de aceite del kit emPCR
Kit Emulsion Oil LV y se colocaron en el aparato TissueLyser para homogenizar el
aceite durante 2 minutos a 28 Hz. Una vez terminé el programa se adicion a cada
copa las mezclas de reaccion PCR y se colocaron nuevamente en el Tissue Lyser
durante 5 minutos a 28 Hz. Posteriormente, el ADN desnaturalizado fue integrado
a los tubos de perlas de captura (A o B). A cada copa de aceite se adicioné el
contenido de cada tubo, las copas de homogenizaron por inversion y se colocaron
en el Tissue Lyser por 5 minutos a 12 Hz.

Cada copa de emulsion se distribuyé en 2 placas de 96 pozos de fondo
redondo para el termociclador ABI 9700. En cada pozo de la placa se dispensaron
100 pL de la emulsion, las placas se sellaron con papel éptico y se introdujeron
individualmente en un termociclador bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo de 4
minutos a 94°C, 50 ciclos de 30 segundos a 94°C, 4:30 minutos a 58°C, 30
segundos a 68 °C y 10°C para mantener.

Concluido el tiempo de termociclado se observo el aspecto de la emulsion,

gue fue homogéneo y no evidencié separacion de las fases (Figura 3.3).
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Figura 3.3. El aspecto de la emulsion debe ser homogéneo y no ser visibles las fases de
la misma (Roche AppliedScience®, 2011).

3.2.3.4. Rompimiento de la emulsion.

Se mont6 el sistema de vacio para romper las emulsiones y recuperar el

contenido de las mismas en tubos falcon de 50 mL (Figura 3.4).

Figura 3.4. Montaje del sistema de vacio para el rompimiento y recuperacion de la
emulsion (Roche AppliedScience®, 2011).

A las placas se aplicaron dos lavados con isopropanol para evitar posibles
pérdidas de perlas. Al final se obtuvieron dos tubos falcon correspondientes a la
emulsion A y dos tubos falcon correspondientes a la emulsion B. Los tubos se
homogenizaron y los de mayor volumen de cada emulsién se colocaron en una
centrifuga Beckaman Allegra X-12 durante 5 minutos a 2000 rpm. Terminado el
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tiempo, se retir0 el sobrenadante y se transfirié el volumen de los tubos restantes
con la finalidad de tener so6lo un tubo de la emulsion Ay uno de la emulsion B. Se
homogenizaron y se centrifugaron aproximadamente 5 minutos a 2000 rpm, el
sobrenadante generado fue desechado.

A cada tubo A y B se agregaron 35 mL de buffer Enhancing (kit emPCR
Bead Recovery Rgt), se homogenizaron, se centrifugaron y se retird el
sobrenadante. Dos lavados mas se hicieron con 35 mL de isopropanol y
posteriormente con 35 mL de buffer Enhancing. En el dltimo lavado, se retiro el
sobrenadante de tal forma que quedaran aproximadamente 2 mL de éste en el
tubo. Estos se transfirieron a tubos individuales de 1.7 mL y se colocé 1 mL en
cada uno, de esta forma se obtuvieron dos microtubos correspondientes a la
emulsion A y dos para la emulsion B. Los tubos se centrifugaron durante 1 minuto
a 14000 rpm y se desecho el sobrenadante.

Se adicion6 a los tubos 1 mL de hidréxido de sodio (NaOH) diluido (por
duplicado) con el fin de eliminar las cadenas complementarias sintetizadas durante
la amplificacién clonal y dejar en las perlas de captura sélo la cadena unida por el
extremo 5’. Los tubos se incubaron 2 minutos a temperatura ambiente, después se
centrifugaron y se retir6 el sobrenadante. Posteriormente se realizaron dos
lavados con 1 mL de buffer Annealing. Se agregé 1 mL del mismo buffer para
resuspender las perlas.

Los tubos fueron pesados en una balanza analitica. Se hizo una estimacion
del volumen al considerar la densidad del buffer 1 mL/g y una aproximacion del
namero de perlas recuperadas mediante el contador de particulas Roche Casy.

Se tomaron 320 pL de perlas de enriquecimiento (80 pL por cada tubo de
trabajo) del kit emPCR Bead Recovery Rgt, se trasvasaron a un tubo de 1.7 mL y
se realizaron tres lavados con 1 mL de Enhancing cada uno, el sobrenadante se

desechd y fueron resuspendidas en 320 uL de buffer Enhancing.
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3.2.3.5. Enriquecimiento directo.

Después de ser pesados, se descartd el sobrenadante de los tubos y a
cada uno se agregaron 45 pL de Annealing y 25 pyL del cebador de
enriquecimiento del kit emPCR Reagents. Se homogenizaron y se incubaron a 65
°C durante 5 minutos con agitacion continua a 350 rpm. Una vez transcurrido el
tiempo anterior se colocaron los tubos en hielo 2 minutos y se adicionaron 800 pL
de Enhancing a cada uno. Se homogenizaron y se desecho el sobrenadante. Dos
lavados fueron realizados con 1 mL de Enhancing. Finalmente se afiadieron 800
ML de Enhancing y 80 uL de perlas de enriquecimiento. Todos los tubos se
incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos en un aparato que permitio
su homogenizacion e inversion de manera constante, el Labquake.

Posteriormente se colocaron los tubos en el MPC, se dejaron aglomerar las
perlas a las que se unioé de forma correcta el primer de enriquecimiento y se retird
el sobrenadante con aquellas perlas de captura sin ADN o a las cuales no se unio
el primer. Se realizaron 10 lavados con Enhancing para tal fin.

A cada uno de los tubos se adicionaron700 pL de NaOH diluido (por
duplicado) lo cual indujo la liberacion y la consecuente recuperacion de las perlas
de captura unidas a las perlas de enriquecimiento en el MPC. El sobrenadante de
las muestras de la emulsion A y la emulsién B se recuperd por separado en un
tubo de punta de delfin, ambos tubos fueron centrifugados y se desecho el
sobrenadante. Se agregdé 1 mL de Annealing, se homogenizaron y se
centrifugaron para retirar el sobrenadante; una vez mas se realiz6 este paso y se
agregaron 200 pL del mismo buffer para resuspender las perlas.

Los tubos se pesaron en una balanza analitica. Se estimé del nimero de

perlas enriquecidas con el contador de particulas Roche Casy.

3.2.3.6. Valoracion de la PCR en emulsion.

El andlisis y evaluacion de la emPCR se llevé a cabo con una estimacion

del porcentaje de enriquecimiento final de las perlas de captura. El porcentaje de

37



Facultad de Quimica | UNAM

enriguecimiento adecuado para realizar la secuenciacion de las bibliotecas es de
3-20%

3.2.3.7. Corrida de secuenciacion.

La corrida de secuenciacion se realizé en el equipo GS FLX, se ejecuto el
programa GS Sequencer. Se utilizd el kit de secuenciacion GS FLX Titanium
Sequencing Kit XLR7A.

Previo a la corrida se realiz6 un lavado de mantenimiento al equipo,
ademas, un pre lavado. Se empleo el kit GS FLX Maintenance Wash vy el buffer de
prelavado Pre-wash respectivamente.

El buffer Titanium Bead fue enriqguecido con 1.2 mL del Titanium
Supplement CB y 34 uL de enzima apirasa, se mezcl6 por inversion y se etiqueto
como buffer “BB2”. Este buffer se mantuvo frio durante todo el procedimiento.

Las perlas que contienen las enzimas necesarias para que ocurra la
pirosecuenciacién, asi como aquellas que ayudan al empaquetamiento de las
perlas de captura en cada uno de los pocillos de la PTP, fueron lavadas y
resuspendidas con BB2.

En el caso de las perlas de captura, se trabajo con dos regiones de la PTP,
una para las perlas resultantes de la emulsién A y otra para las de la emulsion B,
de tal manera que se realiz6 el calculo para tomar el volumen de las muestras
requerido para disponer 2 millones de perlas por cada regién; el volumen
resultante se transfirié a tubos de 1.7 mL (A y B) y se agregaron 20 pL de perlas
control. Se centrifugo el tubo y fue retirado el sobrenadante, se dejaron sélo 50 pL
de éste. De una mezcla elaborada con 1570 pyL de BB2, 150 pL de cofactor de la
polimerasa y 300 uL de polimerasa, se agregaron 950 pL a los tubos de las perlas
de captura y se dej6 incubar 15 minutos en el LabQuake.

El procedimiento para cargar la PTP consistio en cuatro capas: en la
primera y en la tercera se colocaron las perlas con las enzimas; en la segunda las
perlas de captura con las perlas de empaquetamiento; en la cuarta perlas de

ppiasa. De cada una de las capas se dispensaron 1860 pL de forma constante y
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homogénea en la region correspondiente de la PTP, se empled para ello un
dispositivo de soporte (Figura 3.5). Entre cada capa se centrifugo la PTP con el fin

de depositar las perlas en los pocillos y retirar el sobrenadante generado.

Escape de aire

Figura 3.5. Esquema de la forma de cargado de la PTP (editado de Roche
AppliedScience®, 2011).

Concluido el pre lavado se retiraron los aditamentos y desechos del
proceso. Nuevos aditamentos, asi como los reactivos correspondientes a la
corrida de secuenciacion fueron colocados (buffers de lavado, dNTPs, enzimas,
etc). Se especificd la informacion de las muestras de trabajo en el programa GS

Sequencer y se dio inicio a la corrida de secuenciacion.

3.2.3.8. Evaluacion de la corrida de secuenciacion.

La evaluacion de la corrida de secuenciacion se ejecutd con el software GS
Processor. Se consider6 el numero total de lecturas realizadas por el
secuenciador, es decir, el namero de fragmentos de ADN que fueron
secuenciados, tanto de la muestra problema como de la secuencia control; asi
mismo, la calidad de las lecturas. Se valor6 la congruencia de la secuencia clave
de los adaptadores y la sefial emitida en el pirograma. Una vez que se establecio
la validez de las lecturas producidas, los archivos correspondientes fueron
guardados para realizar los subsecuentes andlisis bioinformaticos de las

secuencias.
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3.2.4. Andlisis bioinformatico.

3.2.4.1. Procesamiento de las secuencias de ADN.

Para realizar el analisis bioinformatico se empleé el software CLC
Sequence Viewer, el cual permiti6 llevar a cabo la seleccion de las lecturas
generadas en la corrida, para emplear so6lo aquellas de mejor calidad; el
ensamblaje de las secuencias consenso de cada muestra; y la elaboracion de

alineamientos para el mapeo de las secuencias consenso.

3.2.4.2. Andlisis del gen ARN ribosomal 16S y esquema de tipificacion de

secuencias multilocus.

El mapeo del gen del ARNr 16S y de los siete genes que componen el
esquema MLST para bacterias del género Salmonella se realiz6 en las secuencias
consenso de cada una de las muestras via CLC mediante una serie de cebadores
que fueron diseflados previamente.

En el caso del gen ARNr 16S se obtuvieron las secuencias y se compararon
con secuencias de referencia en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) mediante el uso de BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para identificar el género del
microorganismo en cuestion.

Para el esquema MLST, una vez localizadas las siete secuencias génicas
de una muestra, cada una de ellas fue introducida en la base de datos MLST para
Salmonella enterica (http://mist.warwick.ac.uk/mist/dbs/Senterica) donde le fue
asignado un nuamero, éste corresponde a la ST para ese alelo. Una vez se tienen
las siete ST para cada alelo de la muestra. Se introdujeron en conjunto para la
asignacion del eBG y por tanto, la serovariedad con la cual se identifico a la
bacteria.
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4. Resultados y discusion.

4.1. Evaluacion de las caracteristicas de los parametros iniciales.

4.1.1. Bibliotecas de secuenciacion.

El estudio cualitativo y cuantitativo sobre el ADN de las muestras sirve
como preambulo para la determinacion de los aspectos criticos clave que afecta
directamente el rendimiento del proceso de secuenciacion. El tamafio promedio de
cada una de las bibliotecas de ADN generadas y la concentracién obtenida por
medio de la técnica de PCR en tiempo real, se asumen como dos caracteristicas

importantes. Los resultados logrados al respecto se presentan en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Caracterizacion de las bibliotecas de secuenciacion de bacterias del género
Salmonella.

Nombre de la muestra Tamafio promedio de los fragmentos Concentracion
de la biblioteca (pb) (moléculas/uL)
Fupy ! 816 )
B
Salmonella 318 » = 1.17x10’
01— i ! 3 Wil Mo
mTTT T T TTTT 1T TT
35 150 300 500 10380  [bp]
FU] 701 s
B
100 ,
Salmonella 375 50 2.17x10
il - . .
mirre 1 rrirre e
35 150 300 500 1050 [bp
[Fu] s
5o 830 ,
1004 B 6
Salmonella 384 50 2.74x10
mTTT T TTTTT I TT
35 150 300 5DO 10380  [bp
[FU] S
1004 ' 848 |
6
Salmonella 389 0 B ~ 3.26 x10
| o o, ST s
MTTT T TTTTT 1TTT
35 200 400 700 10380 bp]
[Fu) ‘
783 °
itid ° 3.74 x10°
Salmonella Enteritidis '
I TT1a P T T ernr Il l.I
35100 200 400 700 10380  [bp)
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Se muestra la construccion gréafica obtenida a partir de la relacion de la
fluorescencia emitida (FU) y la longitud de los fragmentos de ADN (pb). El tamafio
de cada biblioteca de secuenciacion se estimé con base en una serie de
marcadores de tamafio conocido; en cada grafica se observa el marcador inferior
(i) de 35 pb, el marcador superior (s) de 10380 pb y la biblioteca de cada muestra
(B). La biblioteca resulta una curva debido a la fragmentacién del ADN que en
principio se realiza de manera aleatoria, por lo tanto, los fragmentos obtenidos se
dispersan en un intervalo de tamafio con un pico promedio (indicado en la parte
superior del mismo). El tamafio esperado de las bibliotecas de secuenciacion para
el flujo de trabajo en la plataforma Roche 454 GS FLX Titanium es de 700-850 pb
(Roche AppliedScience®, 2011); todas las bibliotecas cumplieron con el rango
establecido. La importancia de este parametro es fundamental, de tal manera que
repercute directamente sobre el tamafio y la calidad de las lecturas generadas en
el proceso de secuenciacion, al respecto se profundiza méas adelante en el punto

4.2.1 de este apartado.
4.1.2. Cuantificacion de las bibliotecas de secuenciacion.

En relacién a la concentracion de las bibliotecas se buscé que fuera mayor
a 1 millon de moléculas/uL, este valor es definido con base en la concentracion
necesaria para realizar la solucion de trabajo empleada en la emPCR, asi se
favorece la cantidad precisa de moléculas de la biblioteca que son integradas.
Todas las concentraciones estimadas por medio de qPCR cumplieron con el
parametro establecido y permiti6 la preparacion de las emulsiones
correspondientes.

Una de las ventajas de utilizar gPCR sobre los protocolos de cuantificacion
por masa (electroforesis capilar en gel o espectrofotometria UV) es que estos
pueden requerir mas moléculas de la biblioteca de las que son necesarias para la
secuenciacion. Por otro lado el uso de PCR reduce la cantidad inicial necesaria de

ADN debido a que es posible amplificar los materiales de entrada.
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4.1.3. PCR en emulsién.

Un tercer aspecto critico durante el proceso de secuenciacion es el
porcentaje de perlas enriquecidas (Tabla 4.2). La cantidad de perlas enriquecidas
se obtuvo a partir de la concentracion calculada por el contador de particulas
respecto el volumen estimado a partir del peso en gramos, con ello se definio el
total de perlas enriguecidas recuperadas, el cual se relaciona directamente con la
cantidad inicial de perlas empleadas (35 millones de perlas) para obtener el
porcentaje final. El rango esperado de recuperacion de perlas enriquecidas
establecido para la plataforma de secuenciacion empleado es de 3-20% (Roche
AppliedScience®, 2011). Los valores de la emulsion A y la emulsién B se

encontraron dentro del rango 6ptimo de trabajo.

Tabla 4.2. Resultado de la recuperacion de perlas enriquecidas.

Concentracion | Volumen de :

Nombre de la | Copias por de perlas perlas ol e POIEEIETD
. ; ; - perlas de perlas

muestra perla enriquecidas | enriquecidas . . . )

enriguecidas | enriquecidas
(perlas/mL) (uL)
Emulsién A 04 4789333 1084.1 5192116 14.8
Emulsién B ' 6331000 1109.7 7025510 20

El intervalo de recuperacion de perlas enriquecidas se define 3-20% y no
con tendencia al 100% debido que se ha delimitado un equilibrio entre la calidad y
cantidad de los fragmentos de ADN cuando estos son secuenciados (Roche
AppliedScience®, 2011). Este hecho se ve relacionado estrechamente al CPB
seleccionado, ya que el niumero 6ptimo de copias de ADN que se integran a la
emPCR reduce la posibilidad de tener perlas policlonales, es decir, con dos 0 mas
copias diferentes de ADN de la biblioteca que disminuyan la eficiencia del proceso
de secuenciacion.

Por lo anterior fue importante hacer énfasis en la cuantificacion del numero
de moléculas de la biblioteca ya que es esencial para alcanzar alto rendimiento y
calidad en el proceso de secuenciacién. A este respecto White et al. establece que

la subestimacion de la concentracion de la biblioteca resulta finalmente en sefnales
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mezcladas debido a mas de una secuencia integrada por perla lo que reduce el
namero de lecturas de alta calidad; por otro lado la sobreestimacion de la
concentracion de la biblioteca resulta en menos ADN, en cuyo caso la plena

capacidad del secuenciador no puede realizarse.

4.2. Corrida de secuenciacion.

Con base en el protocolo Roche AppliedScience® para la secuenciacién de
ADN, se emple6é un volumen de 417.6 pL de la emulsion A y 316 uL de la
emulsién B para depositar aproximadamente 2 millones de perlas en las regiones
respectivas de la PTP.

El tiempo de duracién del proceso de secuenciacion fue de 9 h. El
mecanismo de trabajo consistié en un flujo de nucleétidos de 200 ciclos seguido
por un lavado con la enzima apirasa para degradar los nucleétidos que no fueron
incorporados.

La luz generada como resultado de las reacciones de pirosecuenciacion en
los pozos de la PTP fue registrada en el equipo por una camara de forma masiva y
simultanea.

Posteriormente se produjo la fase de procesamiento de datos que incluyo la
adquisiciéon de las imagenes crudas captadas por el equipo, se obtuvieron ~28 Gb
de informacién. Las imagenes fueron procesadas para generar sefiales que se
tradujeron a un lenguaje binario. El procesamiento completo de las imagenes
crudas alcanzo6 un volumen de ~37 Gb de informacion. El resultado final fue una
serie de archivos que contuvieron los pirogramas para lecturas individuales, el

namero de lecturas y las puntuaciones de calidad asociadas a las mismas.
4.2.1. Evaluacion del proceso de secuenciacion de ADN.
Las lecturas resultado del procesamiento de la informacion generada por la

secuenciacion de las bibliotecas, fueron evaluadas para eliminar regiones con

mala calidad de lectura, nucleétidos que pertenezcan a adaptadores y nucleotidos
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gue se encuentren altamente repetidos para evitar interferencias en el analisis
(trimming). La Figura 4.1 representa la distribucion de las lecturas antes y después
de la supresion de las regiones mencionadas; el eje de abscisas establece la

longitud de las lecturas y el eje de ordenadas, el nUmero de lecturas.

200000 B Antes del trimming
E B Después del trimming

Nimero de lecturas
2
H
o
1

5 e e BB BB DS B % B
Longitud de lectura (pb)

2,0 %2 % % % e % e 0 Yo % % T % Y % Y e % e "% % % % Yo % N %

%

Figura 4.1. Distribucion de las lecturas en funcion de su longitud.

Una vez realizada la depuracion de las lecturas, se observa el incremento
en el nimero de las mismas en los intervalos de longitud de 1 hasta 459 pb;
ocurre lo contrario a partir de los intervalos de 480 hasta 600 pb, el nimero de
lecturas disminuye respecto la cantidad inicial. Este comportamiento sucede
cuando al ser descartados nucleotidos de una secuencia en un rango especifico
de tamafo, la longitud disminuye, en consecuencia puede permanecer o cambiar
su intervalo de tamafo; por otro lado se sugiere que las secuencias de mayor
longitud son susceptibles a un mayor numero de errores, de esta manera generan

regiones con baja calidad, por lo tanto, mas nucleotidos de las secuencias son
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descartados por lo que disminuyen su tamafio y resultan en un incremento de las
secuencias en los intervalos de menor longitud.

Se ha encontrado ademas que el cambio en el numero de lecturas en el
rango de 460 a 479 permanece semejante en ambas distribuciones aunado a la
depuracion de las secuencias. Este hecho es debido principalmente al
decaimiento de la enzima polimerasa durante la sintesis de la cadena
complementaria de ADN de la biblioteca, lo cual podria significar la longitud 6ptima
promedio de nucleétidos que la enzima es capaz de integrar con el minimo de

errores.

Porcentaje de cobertura

SN L B S S B B B B B B B B S e | T

™ LI B B B B S B B B B S B N B T T T
100 200 300 400 500 600 T00 800 00 1000 1100

Posicion de la base

Figura 4.2. Representacion grafica de la cobertura de secuenciacion de las lecturas.

Al respecto, la Figura 4.2 muestra la cobertura alcanzada en la
secuenciacion de los fragmentos de ADN de las bibliotecas; en el eje de abscisas
se muestra la posicibn de los nucledtidos en la secuencia y en el eje de
ordenadas, el porcentaje de cobertura. El grafico expone el declive de la

secuenciacion de los nucledtidos a medida que el tamafio de la secuencia
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incrementa, aproximadamente a partir de 440 nucledtidos secuenciados ocurre el
decremento maximo.

El total de lecturas procesadas se presentan en la Figura 4.3. En el eje de
abscisas se observa la longitud de las secuencias y en el eje de ordenadas, la
frecuencia. EI mayor nimero de lecturas, 26% respecto del total se encuentra en
un intervalo de 500 a 519 pb.

26 —
24
22—

20 —

Porcentaje de secuenclas

%, P % B % T B % % T B b % e B b % e % % % % % %
P B B % s Ca, o ta Ca e, @ e e S B W W B W W, W W W W 8, @, oy @y
B % % R B e % % R e % % BB e e R %

Longitud de |la secuencia

Figura 4.3. Distribucion de las lecturas en funcion de su longitud.

La escala Phred mostrada en la Figura 4.4 representa una escala
normalizada de la calidad de las lecturas generadas. En el eje de abscisas se
muestra el valor de la calidad promedio de cada lectura y en el eje de ordenadas

la frecuencia.
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Figura 4.4. Distribucion de la calidad de las lecturas.

Aproximadamente el 60% de las lecturas posee una calidad superior a 35;
19% de las lecturas, porcentaje maximo de lecturas observado, posee calidad 37,
esto significa 1 error por cada 5012 pares de bases secuenciadas. La calidad
maxima observada es 40 y corresponde a menos del 1% de las lecturas, 1 error
por cada 10000 pares de bases.

Se determind el numero de lecturas para cada una de la muestras y la
longitud promedio de las mismas (Tabla 4.3). A continuacién se realiz6 el mapeo
de cada muestra para obtener la secuencia consenso y se prosiguié con el analisis
del gen ARNr 16S y el esquema MLST.

Tabla 4.3. Caracteristicas de las lecturas de las muestras de bacterias Salmonella.

Muestra Numero de lecturas Longitud promedio
Salmonella 318 76268
411
Salmonella 375 59587
Salmonella 389 103865
Salmonella 384 127483 408
Salmonella Enteritidis 55193
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4.3. Andlisis del gen ARNr 16S.

Se reconocio in silico la secuencia del gen ARNr 16S en cada una de las
secuencias consenso de la muestras (las secuencias del gen ARN 16S pueden
ser consultadas en el Apéndice IA de este documento) y de esta manera fue
posible realizar el alineamiento con secuencias de microorganismos depositadas
en la base de datos de genes del NCBI mediante el uso de BLAST.

Como resultado se obtuvo una serie de alineamientos significativos, es
decir, una serie de secuencias altamente semejantes a la de la muestra en
cuestién; cada una de esas secuencias corresponde a un microorganismo
particular, la similitud que presenten los alineamientos respecto la secuencia de la
muestra problema posibilita determinar la identidad de las mismas.

El procedimiento efectuado para realizar los alineamientos con el empleo de

BLAST se sefiala en la Figura 4.5.
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Figura 4.5. Ejecucién de BLAST para la busqueda de alineamientos (http://blast.ncbi.
nim.nih.gov).

La consulta del gen ARNr de las muestras se efectud en la base de datos

especifica para microorganismos (A); la secuencia fue integrada de forma directa
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para su analisis y se optd por alineamientos sdlo con genomas representativos y
secuencias altamente similares (B); el informe que desplego el andlisis consté de
una lista detallada con el nombre de los microorganismos a los cuales la
secuencia de consulta se asemeja y se proporcioné el alineamiento para todos los
casos encontrados (C).

El objetivo del alineamiento fue conseguir alinear las posiciones homélogas,
el alineamiento con mejor porcentaje de coincidencias es en teoria el mas
razonable, se toma en cuenta la cobertura de las secuencias alineadas, asi como
los gaps empleados. Un gap existe cuando ha ocurrido una delecion o insercion
de un nucledtido, debido a esto los alineamientos no son una trivialidad. Se espera
encontrar muchos alineamientos al azar con puntuaciones bajas, pero muy pocos
con puntuaciones altas. Para puntuaciones muy altas se espera encontrar un
namero insignificante de alineamientos por simple azar.

Los microorganismos con las secuencias del gen ARNr 16S contenidas en
la base de datos del NCBI de mayor semejanza a la secuencia del gen ARNr 16S
de cada una de las muestras y cuyos alineamientos fueron los de mejor
puntuaciéon se presentan en la Tabla 4.4 (los alineamientos pueden ser
consultados en el Apéndice IB de este documento). Para cada una de las
bacterias que fueron secuenciadas se expone en porcentaje, el nimero de
nucleétidos de la secuencia de la base de datos que son homologos respecto el
namero de nucledtidos de la secuencia de la muestra; los gaps en la secuencia de
estudio requeridos para obtener el mayor alineamiento de los nucleétidos;
finalmente se indica la identidad del microorganismo al cual pertenece

presuntamente la secuencia en cuestion.
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Tabla 4.4. Asignacion de identidad mediante el andlisis del gen ARNr 16S.

Muestra Alineamiento Gaps Identidad

Salmonella enterica subsp.

Salmonella 318 1894/1917 (98.8%) 5/1917 . . .
enterica ser. Typhimurium

Salmonella enterica subsp.

Salmonella 375 1950/1993 (97.8%) | 10/1993 . .
enterica ser. Paratyphi A
Salmonella 389 104471994 (975%) | 81994 | Sdmonellaenterica subsp.
enterica ser. Paratyphi A
Imonella enteri .
Salmonella 384 1976/1996 (99%) | 2/1906 | >2monellaenterica subsp

enterica ser. Paratyphi A

Salmonella enterica subsp.

Salmonella Enteritidis | 1982/2001 (99.1%) 1/2001 ) .
enterica ser. Typhi

Janda y Abbott describen que la secuenciacion del gen ARNr 16S provee
la identificacion del género y la especie en mas del 90% y 65% de los casos
respectivamente. Con base en los resultados obtenidos fue posible confirmar el
género en todas las muestras, bacterias del género Salmonella; se establecié
ademas, la especie de las mismas como enterica y la subespecie como enterica.

Sin embargo, el uso de este gen en estudios de diversidad bacteriana
presenta ciertas desventajas debido a que se encuentra conservado y por ende,
no permite distinguir con precision entre algunas especies y muchas subespecies
bacterianas (Le Borgne, 2005).

Por lo tanto, la serovariedad asignada a las muestras, en particular a
Salmonella 375, Salmonella 389 y Salmonella 384 las cuales presentan un unico
patrén de identidad, no sugiere una determinacion confiable debido a que el
analisis del gen ARNr 16S pierde su poder resolutorio en niveles de agrupacion
inferiores y como consecuencia del desconocimiento de nuevos taxones que
comparten secuencias del gen ARNr 16S similares o casi idénticas.

Este hecho es primordial ante el reconocimiento de un microorganismo
causal de un brote infeccioso y las medidas de control que debieran asumirse; en

el caso puntual de las ETA del total causado por agentes biologicos, el mayor
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porcentaje de incidentes reportados sugiere aquellas enfermedades cuya causa

ha sido mal definida.
4.4. Anédlisis de la tipificacién de secuencias multilocus.

La tipificacion de secuencias multilocus para bacterias del género
Salmonella envuelve siete genes, las secuencias de éstos fueron identificadas en
cada una de la secuencia consenso de las muestras problema (las secuencias de
los siete alelos pueden ser consultadas en el Apéndice IIA de este documento). El
conjunto de alelos para cada muestra se refirié a la base de datos MLST con el fin
de realizar un alineamiento y conocer la semejanza con aquellos alelos
registrados. Posteriormente el patrén de todos lo alelos identificados en conjunto
dio lugar a un tipo de secuencia (ST) especifico, el cual refirié a un eBG particular,
y por tanto el serovar al cual corresponde cada una de las muestras (Figura 4.6).
La asignacion del tipo de alelo es aquella que refiere el mayor nimero de
posiciones homodlogas en el alineamiento (los alineamientos pueden ser

consultados en el Apéndice IIB de este documento).

THE UNIVERSITY OF

WA ]Q\//I C ]< MLST Databases at UoW Wa rWICk

Medical School

Back | UoWMLST Home| Allele / ST Query | Strain Query | Downloads | Analyses | Info | Login

Salmonella enterica MLST Database

Asignacion del eBG para el
<4—— conjuntode alelos.

Sequence Get Info

Asignacion del ST para

cada alelo. Gene Fragment

aroC v

Figura 4.6. Empleo de la base de datos MLST de Salmonella enterica para la busqueda
de alineamientos (http://mist.warwick.ac.uk /mist/dbs/Senterica).
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Sin embargo, como se demuestra a continuacion, no todos los

alineamientos dieron lugar a un ST especifico.

4.4.1. Salmonella 318.

Los genes de estudio y el tipo de alelo asignado en la base de datos para la

muestra Salmonella 318 se presentan en la Tabla 4.5.

Tabla 4.5. Asignacion alélica para la muestra Salmonella 318.

Gen Alelo MLST

aroC aroC 71

dnaN dnaN 65

hemD hemD 67

hisD hisD 16

purg purk 61

SUcCA SUcA 9

thrA thrA 64

En el caso del alelo del gen aroC se determiné la semejanza con el alelo
aroC 71 a partir de la posicién 165 sobre un total de 501 nucleétidos, lo que
significa 67% de alineamiento de las secuencias; el alelo dnaN result6é ser similar a
partir de la posiciébn 192 en un total de 501 nucleétidos con el alelo dnaN 65
(62%); para el alelo hemD cuya longitud es de 432 nucleétidos, la semejanza con
el alelo hemD 67 se dio a partir del nucleétido 6 (98%); el alelo hisD con 501
nucleétidos de longitud fue homélogo a partir de la posicion 151 con el alelo
hisD16 (70%); el alelo purE tiene una longitud de 399 nucledtidos y se establecio
semejanza con el alelo purE 61 desde la posicion 137 (66%); el alelo thrA, pos su
parte, contiene 501 nucleétidos en su secuencia, se asigné al alelo thrA 64 con
homologia a partir del nucle6tido 49 (90%); el alelo sucA cuya longitud es de 501
nucleotidos, fue referido al alelo sucA 9 por su semejanza a partir del nucleétido
46 hasta la posicion 500 (91%). Las secuencias de los alelos de las muestras no

incluyeron ningun gap para su alineamiento.
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El patron de los siete alelos para la muestra Salmonella 318 no se encontro
en la base de datos, se establecio como un ST desconocido. En la Figura 4.7 se

muestran los ST mas cercanos al patrén generado.

71 65 67 16 61 9 64
5T185 [l 65 67 73 61 9 G4 30
ST217 i 65 67 [ 73 9 64 30
STVGT i 65 67 [ 73 206 64 30
ST1751 1 ] 143 75 73 9 64
ST833 84 65 3 241 64 9 110

Figura 4.7. Asignacién de eBG para la muestra Salmonella 318 (Salmonella enterica
MLST Database).

Similar en 6 alelos de 7 al ST 185, en 5 alelos de 7 al ST 217 y en 4 alelos
de 7 al ST 767. ElI ST 185 difiere en el alelo hisD 16, el cual fue asignado con 70%
de alineamiento sobre la secuencia de la muestra. Sin embargo, todos los ST
corresponden al eBG 30 y la relacion se establece con el serovar Senftenberg, en
su mayoria los registros hallados en la base de datos para este serovar provienen
de Alemania. EI ST 1751 no se relaciona con ningin eBG, incluso con ningun
serovar especifico; el ST 833 por su parte, discrepa en 5 de los 7 alelos de la

muestra, lo cual reduce la probabilidad de cercania genética.
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4.4.2. Salmonella 375.

El tipo de alelo establecido a los alelos de la muestra Salmonella 375 se

muestran a continuacién en la Tabla 4.6.

Tabla 4.6. Asignacion alélica para la muestra Salmonella 375.

Gen Alelo MLST

aroC aroC 319

dnaN dnaN 47

hemD hemD 49

hisD hisD 42

purg purk 12

SUcA SucA 58

thrA thrA 3

El alelo aroC cuya longitud es de 501 nucleétidos, es semejante al alelo
aroC 319 a partir de la primera posicion y hasta la posicion 438 (87%); el alelo
dnaN y el alelo thrA cuya longitud es de 501 nucle6tidos resultaron ser similares al
alelo dnaN 47 a partir del nucleétido 52 (90%) y al alelo thrA 3 a partir del
nucleotido 78 (84%) respectivamente; el alelo hemD fue referido al tipo de alelo
hemD 49 por su homologia desde la posicion 127 en una secuencia de 432
nucleétidos (70%); el alelo hisD posee semejanza con el alelo hisD 42, la cual
inicia en el nucledtido 120 hasta la posicion 383 de un total de 501 nucleétidos que
componen la secuencia (52%); en cuanto al alelo sucA con una longitud de 498
nucleodtidos, se encontré similitud con el alelo sucA 58 desde la posicién 75 (85%);
el alelo purE cuya longitud es de 399 nucleétidos, es semejante al alelo purE12 a
partir del nucleétido 38 (90%); Respecto el alineamiento, las secuencias de los
alelos de las muestras no incluyeron ningun gap.

El conjunto de alelos determinados para la muestra Salmonella 375
establecié que no existe un ST conocido en la base de datos para las secuencias
(Figura 4.8).
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319 47 49 42
STe54 111 47 43 42
ST96 43 47 43 43
ST862 125 63 208 62
STe00 192 1 43 42
5T594 43 47 43 16

12

12
41
12
161
178

58

58
15
58
13
15

L]

L L L L L

33
163

33

Figura 4.8. Asignacion de eBG para la muestra Salmonella 375 (Salmonella enterica

MLST Database).

Es el ST 654 con una sola discrepancia en el alelo asignado aroC 319

(alineamiento del 87%), aquel que mas se asemeja al patron de alelos de la

muestra (6 de 7 alelos similares), no obstante, el ST 654 no corresponde a ningun

eBG pero se encuentra asociado al serovar Give, los registros en la base de datos

provienen en su mayoria de los Estados Unidos de América. El resto de los ST

son similares al de la muestra en 3 de los 7 alelos, esto los hace candidatos

menos probables para establecer una relacién genética a la muestra Salmonella

375.
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4.4.3. Salmonella 389.

Los alelos definidos a la muestra Salmonella 389 se pueden observar en la
Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Asignacion alélica para la muestra Salmonella 389.

Gen Alelo MLST

aroC aroC 11

dnaN dnaN 10

hemD hemD 13

hisD hisD 32

purg purk 10

SUcA SucA 13

thrA thrA 4

La longitud de los alelos de los genes aroC, dnaN, hisD, sucA y thrA es de
501 nucledtidos, en el caso de aroC se obtuvo un alineamiento de 65% con el
alelo aroC 11 pues presentd homologia a partir de la posicion 173 de la secuencia;
por su parte, el alelo dnaN es semejante desde la secuencia 189 con el alelo dnaN
10 (62%); el alelo hisD encontré semejanza con el alelo hisD 32 desde el
nucleotido 166 (66%); el alelo sucA 13 fue similar desde la posicion 73 con la
secuencia del alelo sucA de la muestra en cuestion; con 66% de homologia el
alelo thrA 4 fue designado al alelo thrA de Salmonella 389. En el caso del alelo
hemD 13 se asign6 al alelo hemD de la muestra por su similitud a partir del
nucledtido 130 respecto 432 nuledtidos que conforman su secuencia (69%);
finalmente el alelo purE de la muestra alineé 65% respecto el alelo purE 10 a partir
de la posicion 139 de 399 nucleétidos. Los alineamientos de las secuencias no
requirieron ningun gap para determinarse.

La informacion obtenida de la secuencia de los siete alelos identificados en
la muestra Salmonella 389 corresponde al ST 65, tipo de secuencia que forma

parte del eBG 12 (Figura 4.9), el cual correlaciona directamente con el serovar
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Brandenburg cuyos registros en la base de datos tiene origen con mayor

frecuencia en Estados Unidos de América.

1" 10 13 32 10 13 4
5T65 M 10 13 32 10 13 4 12
ST&73 11 10 13 264 10 13 4 12
S5T334 1 10 13 32 10 13 112 12
57249 11 10 13 32 10 13 3 12
sST20 1M 10 13 13 10 13 4 12

Figura 4.9. Asignacién de eBG para la muestra Salmonella 389 (Salmonella enterica
MLST Database).
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4.4.4. Salmonella 384.

La identificacion de los alelos correspondientes a la muestra Salmonella

384 se observan en la Tabla 4.8.

Tabla 4.6. Asignacion alélica para la muestra Salmonella 384.
Gen Alelo MLST
aroC aroC 230
dnaN dnaN 38
hemD hemD 252
hisD hisD 427
purg purk 236
SUcA SucA 216
thrA thrA 209

El primer alelo asignado es aroC 230 referente al alelo aroC de la muestra,
se determind la semejanza a partir de la posicion 174 de un total de 501
nucleétidos, lo que significa 65% de alineamiento de las secuencias; el alelo dnaN
resulté ser similar a partir de la posicién 178 sobre un total de 501 nucle6tidos con
el alelo dnaN 38 (64%); respecto el alelo hemD cuya longitud es de 432
nucleodtidos, la semejanza con el alelo hemD 251 se dio a partir del nucleétido 134
(69%); el alelo hisD con 501 nucledétidos de longitud fue homdélogo a partir de la
posicién 164 hasta la posicion 497 con el alelo hisD 427 (67%); el alelo purE tiene
una longitud de 399 nucledtidos y se establecié semejanza con el alelo purE 236
desde la posicion 143 (64%); el alelo sucA, por su parte, contiene 501 nucleétidos
en su secuencia, se asignoé al alelo sucA 216 con homologia a partir del nucle6tido
131 hasta la posicion 500 (74%); y el alelo thrA cuya longitud es de 501
nucledtidos, fue referido al alelo thrA 209 por su semejanza a partir del nucleétido
142 (72%). Ninguna de las secuencias requirié de gaps para su alineamiento.

Al ingresar los siete alelos asignados a cada una de las secuencias de la
muestra Salmonella 384 no se obtuvo correspondencia con un ST conocido, tal y

como se muestra en la Figura 4.10.
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230 38 262 427 236 216 204
sT1090 230 38 252 427 236 KnY | 209
sT1086 230 38 228 416 236 216 209
STi83 23 38 158 261 236 216 209
STi84 230 38 158 260 236 215 209
571100 23 38 264 363 236 216 209 23

Figura 4.10. Asighacién de eBG para la muestra Salmonella 384 (Salmonella enterica
MLST Database).

En consecuencia los alelos tampoco se asociaron directamente con un eBG
especifico. EI ST 1090 con una semejanza en 6 de 7 alelos es aquel que
representa mayor cercania con la muestra en cuestion, la diferencia radica en
alelo del gen sucA, el cual aline6 con el alelo sucA 216 en 74% de su secuencia.
El ST 1090 estd asociado al serovar Arapahoe, el Unico registro existente en la
base de datos lo refiere los Estados Unidos de América. EI ST 1086 el cual
discrepa en dos de los alelos de la muestra, hemD e hisD posee un solo registro
también referido por los Estado Unidos de Amérca, el cual indica relacién con el
serovar Maricopa. Los ST adicionales pierden cercania genética con la muestra al

diferir en 3 de los 7 alelos.
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4.45. Salmonella Enteritidis.

Los alelos especificos de la muestra Salmonella Enteritidis se muestran en
la Tabla 4.9.

Tabla 4.6. Asignacion alélica para la muestra Salmonella Enteritidis.

Gen Alelo MLST
aroC aroC 5
dnaN dnaN 2
hemD hemD 3
hisD hisD 7
purg purk 6
SUcA SUucA 6
thrA thrA 11

Referente al alelo aroC cuya longitud es de 501 nucleétidos se obtuvo un
alineamiento de 66% con el alelo aroC 5 pues presentdé homologia a partir de la
posicion 169 de la secuencia; por su parte, el alelo dnaN es semejante desde la
secuencia 184 con el alelo dnaN 2 (63%); el alelo hemD fue referido al alelo hemD
3 por su semejanza a partir de la posicion 88 sobre un total de 432 nucleétidos
(80%); el alelo hisD encontr6 semejanza con el alelo hisD 7 desde el nucleétido
134 hasta el nucleotido 501 sobre una secuencia de 502 nucleoétidos (73%); el
alelo purE se asemejo al alelo purE 6 en 66% de su secuencia, a partir de la
posicion 134 respecto una secuencia de 399 nucleotidos; el alelo sucA 6 fue
similar desde la posicion 118 a la posicion 501 del alelo sucA sobre un total de 504
nucleétidos (76%); finalmente el alelo thrA 11 fue designado al alelo thrA de
Salmonella Enteritidis. Los alineamientos de las secuencias no requirieron ningun
gap para ser determinados.

El resultado para el patron de alelos generado por la muestra Samonella

Enteritidis se muestra en la Figura 4.11.
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5 2 3 I G B 1
S5T11 5 2 K [ b b 11 4
ST814 233 2 3 [ b b 11 4
STid45 214 2 3 [ B B 11 4
STE40 5 2 K [ b 1 11 4
STB16 5 2 130 [ b b 11 4

Figura 4.11. Asignacion de eBG para la muestra Salmonella Enteritidis (Salmonella
enterica MLST Database).

El ST 11 obtenido corresponde al eBG 4 cuyo serovar directamente
relacionado es Enteritidis. Esto representa la confirmacion del serovar para la
muestra. Los ST adicionales difieren en un solo alelo respecto los 7 alelos de la
muestra, debido a la estrecha semejanza genética integran el mismo eBG 4.

En resumen, el conjunto de alelos para el esquema MLST de las muestras
Salmonella 318, Salmonella 375 y Salmonella 384 presentd un tipo de secuencia
no registrada en la base de datos. Para lograr la caracterizacion de las bacterias
se recurrio al ST que posee el mayor niumero de alelos idénticos para todos los
fragmentos de genes asignados, tal y como refiere Achtman et al., la probabilidad
que la muestra problema esté genéticamente relacionada al ST propuesto parte de
la premisa que los ST que integran un eBG poseen una intima relacion genética,;
es preciso recordar que los eBG congregan ST que comparten todos los alelos a
excepcion de uno e incluso en algunos casos hasta dos. Los ST que contienen
multiples aislamientos son considerados como un eBG, este es el caso de
Salmonella 375 y Salmonella 389. Los alelos de la muestra Salmonella 389
correlacionaron en su totalidad con el ST 65, eBG 12, el cual se relaciona
directamente con el serovar Brandenburg. Respecto la muestra Salmonella
Enteritidis el esquema de alelos proporcion6é de manera directa el ST 11, eBG 4,

asociado al serovar Enteritidis.
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4.5. Asignacion de género y serovariedad.

Los resultados que se presentan en el analisis del gen ARNr 16S
comparados con los que se establecen mediante MLST, sugirieron que el segundo
método es aquel que determina notables ventajas para la identificacion de
microorganismos incluso a un nivel de serovariedad.

El analisis por MLST logroé identificar alelos directamente en las secuencias
nucleotidicas de fragmentos de genes constitutivos y mostré el amplio potencial
gue supone la NGS para el estudio de genomas completos consecuencia del salto
de varios 6rdenes de magnitud que ha tenido el proceso de secuenciacion en la
longitud de los fragmentos secuenciados y la rapidez que para ello supone esta
tecnologia (Jiménez et al., 2012). Este hecho ampli6 el panorama mas alla de sélo
examinar genes especificos.

La Tabla 4.10 presenta la confirmacion del género de las muestras y la
asignacion de la especie, la subespecie y la serovariedad, en el caso de

Salmonella Enteritidis la confirmacion de ésta.

Tabla 4.10. Identificacion de bacterias del género Salmonella.

Muestra Identidad de las muestras de estudio
Salmonella 318 Salmonella enterica subsp. enterica ser. Senftenberg
Salmonella 375 Salmonella enterica subsp. enterica ser. Give
Salmonella 389 Salmonella enterica subsp. enterica ser. Brandenburg
Salmonella 384 Salmonella enterica subsp. enterica ser. Arapahoe

Salmonella Enteritidis Salmonella enterica subsp. enterica ser. Enteritidis
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5. Conclusiones.

Se obtuvo ADN con una adecuada valoracion cualitativa y cuantitativa para
la realizacion de las bibliotecas de secuenciacion a partir de la extraccion de ADN
de células bacterianas.

Las bibliotecas de secuenciacion elaboradas cumplieron con los parametros
de trabajo establecidos.

La técnica de gPCR sugiri6 mayor ventaja respecto métodos basados en
masa para cuantificar las bibliotecas de secuenciacion.

La evaluacion de la PCR en emulsion, determiné porcentajes apropiados de
perlas enriquecidas para llevar a cabo la secuenciacion.

El tamafio de la biblioteca de secuenciacion, la precisa cuantificacion de las
moléculas de ADN de la biblioteca y el porcentaje de perlas enriquecidas, son
factores primordiales para el 6ptimo proceso de secuenciaciéon de ADN.

La corrida de secuenciacion se efectud y proporcioné datos utiles para el
analisis bioinformético.

Se realizd el analisis in silico del gen ARNr 16S y los siete genes que
componen el esquema MLST.

Los resultados obtenidos demostraron que la identificacion de bacterias del
género Salmonella a un nivel de asignacion de serovar basada en la
secuenciacion de nueva generacion de ADN del genoma completo y bajo un
esquema MLST, proporciona un enfoque con ventajas superiores a los métodos

convencionales.
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6. Perspectiva.

Para fortalecer la capacidad del Centro Nacional de Referencia y Deteccion
de Organismos Genéticamente Modificados, se incorporan nuevas estrategias,
herramientas y procedimientos. La informacion resultante de este estudio apoyara
la validacion de un método basado en el ADN para facilitar el reconocimiento
eficaz en un brote epidemioldgico y asistir las respuestas de alertas sanitarias.
Servirh ademds, para proponer nuevos métodos de identificacion y generar

esquemas de tipificacion bacteriana en México.
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Apéndice.

Apéndice IA. Secuencias correspondientes al gen ARNr 16S para las muestras de bacterias Salmonella.

Muestra Secuencia del gen ARNr 16S

NNNNNNNATTCAGGGTTGACTCTGAAACAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGGTGAGAAAAAGCCAAGCGGCACTGCTCTT
TAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTGACGTCCTCGGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCAAGAGTG
AACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCTTTGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCA
GGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC

TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG

CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA

CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
Salmonella CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
318 GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAGTT

TCCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG

CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC

TCCTTACCTGAAAGAAGCGTACTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAGTGAATAGCAAGGCGTCTTGCGATTGAGACTTCA

GTGTCCCCTTCGTCTAGAGGCCCAGGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGAATCCCCTCAGGCCGACCCGATTCGCTC

CCGTGCTTTGTTGTGGCAAAGCTCGCATACTTCAGTATGCTTCGCTTCACCACGCCGCGCCCGGAAACGAATC

NNNNNNNNTAAACGCTTGACTCTGAAACGGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGCTGAGCAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCT
TTAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTGACGTCGCAAGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCAAGAGT
GAACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCATTGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
Salmonella CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
375 GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTT
TTCAGAGATGGATTGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG
CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC
TCCTTACCTTAAAGAAGCGTACTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAGTGAATAGCAAGGCCTCTACAGGCTTGTAGCTCAC
GTCGTCTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGACAGGGGTTCGAATCCCCTCAGGCCTACCAAATTTGCTCCCGATGCTGTGTTGTG
AAAAAGCTCACATACTTAAGTATGCTTCGCTATACCACGCCGTGTCACAGAAAACGAATC

ACCGAAAATAAACGCTTGACTCTGAAGCGGGAAAGCGTAATATACCCACCTCGCGACGGTGAGCTAAAAGCCAAGCCGCACTGCTCTTT
AACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTAACGTCCTCGGACGAAAAACGAATACCAGGTCTCTGAGTGA
ACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCACGAGCATCAAACTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGC
CTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGC
CTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCC
ATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACG
TTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCT
Salmonella | TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGC
389 TGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGGTCT
CAGAGATGAGACTGTGCCTTCGGGAGCCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCC
GCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGC
AAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAG
AATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACC
TTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCT
CCTTACCTGAAAGAACCTGCCTTTGTAGTGTCCACACAGATTGTCTGATAGATATAGAGAAGCAAGGCGTCTACAGGCTTGTAGCTCAG
GTCGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCACTCAGGCCTACCAAATTCGCTCCCGTGCTTTGTTGTGGC
AAAGCTCGCATACCTCAGTATGCTTCGCTTCACCACGCCGCGCCCGGAAACGAATT
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Salmonella
384

ACCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAAGAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGGTGAGCTGAAAGCCGCGTCGCACCTGCTC
TTTAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTGACGTCGCAAGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCTGAGT
GAACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCACGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTGGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTT
TTCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC
CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGATTAGGTCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG
CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC
TCCTTACCTGAAAGAAACGGTCTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAACGAGCAGTAAAACCTCTACAGGCTTGTAGCTCAG
GTGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCGGTGGTTCAAGTCCACTCAGGCCTACCAGATTCGCTCCCGTGCTTTGTTGTGGC
AAAGCTCGCATACTTCAGTATGCTTTGCTTCACCACGCCGCGCCCGGAAACGAATC

Salmonella
Enteritidis

AGCGAAAATAAAGGCTTGACTCTGAAAGAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGGTGAGCTGAAAGCCGCGTCGCACTGCTCT
TTAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTAACGTCCTCGGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCAAGAGT
GAACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCTTTGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAGAA
TCCAGAGATGGATTTGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAGC
AAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCAG
AATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAACC
TTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACCT
CCTTACCTTAAAGAAGCGTACTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAACGAGCAGTAAAACCTCTACAGGCTTGTAGCTCAGG
TGGTTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGTCGGTGGTTCAAATCCACTCAGGCCTACCAAATTTTCCCTGAATACTGCGTTGTGAAA
TAACTCACATACTGATGTATGCTTCGTTATTCCACGCCTTGTCTCAGGAAAAATTATC
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Apéndice IB. Alineamientos del gen ARNr 16S.

Muestra Salmonella 318.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Query EEE FACTEACECTCACETECEARAEOFTEREEAECAAACAEEATTAGATACDCTES  LO2S
Quezry B ATTCACEETTCRCTCTERAACREEARREOCTRATATACGOCROCTOCOCRACEETERE-R 66 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjes 2572227 ;ll|||||||||||||||}J£$}Jllll;}};};ll|||||||||||||||||| P Sbqct S5TLEET  GEACARAGRCTEACGCTCAGETECEARMGOCTGECCACCAAACAGEATTAGRTACOCTEE 3571208
z §722E7  ATTCAGEGTTGACTCTGARR BOET \CECCROCTORCEACEETEAGETE 4572168
] . Query 1026 TAETCCADEOTE AR CEATETCTACT TEEARETTETE00CTTEARECRTEECTTONEE: | 1085
sery 67 SRR L TCTETETERECR 7
Query € }-T-T?ﬁﬁi?'jsﬁplwl””Tﬂ'l”””H”HH”HHW’IH 125 - 3 TERRTEEEE LR e e e e b e e e e e e e el R
8b ST1Z07  TASTCCACSCCETAMMEATETCTACTTEEAEETTETE0CCTTEABECETERCTTONEE: 45
Shjct 357Z167 CARBOCROETCRCAOCTECTCTTTARCEATTTATCAGACARTCTETETEEECACTORARE 572108 Shjes 3ST1Z0T T oE FETILaE
Query 1086 GCTARCROSTTAAETAEACOEO TEREEMETACEEO0RCAREETTARRACTCARATEART 1145
fuesy 126 T'ﬁlllllllll ||||||| |||ﬁ7‘?‘7‘ﬁ$ﬁ‘7$¢ﬁ‘7l|||||‘?ﬁ||||‘7ﬁﬁf e 3571147 !GII"}'IlI\CL.'I'_\.'L‘}'}'IJ”lIl”Il”””l’l"}'l-!lf!ﬁlﬁ.'l'_‘.'l'_‘-.'lc‘i'll;llllllllllllllllllll
Sbjct 3571147 \AZETTAARACTCAAMTERAT 3571088
Shjer 3572107 ATADGEATTCTTAROSTCCTAGGACEARAANTEARTACCARGTCTCAAGACTEARCACET 3572048 =i
. e Query 1146 TEACEEEEEOCR AT A EOEETEEAGCATETEETTTANTTCEATECAROR0GAAGARCT 1205
Query 12E ARTTCATTACCRRETTTRAATT T TTEAC AT AR AT TTT AR R TTCRACRCTTIGATCR 245 TEERTEEEEE R e e e e e ee e e e e b e el
e 252087 LT ||||||||IIIJIIII||||||||Jé;llllllllllp} S Sbjct 9571087 TEACEESSECCDECACAAECEETEEASCATETEETTTANTTCEATECAACE0EAREAACE 571058
Sbjct 9572047 AATTCATTACEARGTTTARTTCATTEAGCATCARACTTTTARATTEARGASTTTEATCAT 457188
sery 106 TTACCTEETCTTEACK TTT TEAGART-GTECCTTOGEEAACTE 1264
Query 248 GECTCAGRTTCARCECTEECCECACECITRARCACATECRRCTOCARCEETARCAGERACE 205 . - |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| B
TERLEERTTEETr e e et e e e e e e e e e ey e e el Stjen 2571027 TTACCTEETCTTEACATCCRCAGAACTTTOCAGAGATE-GATTEETROCTIOREERRCTE  35T05E0
Skjer 3571087 GECTCRGATTGARCGCTEECEECAGECCTARCACATECARCTOEAMEETAACREEARED 571828
Query 1265 TEAGACABETECTECA TR TETCRTCAECTORTETT TG AR ATETTEERTTARETCO0E 1324
Quary 308 TW%WWﬂTﬁWﬁTWT 165 N TEERTEEEEE e e e e e ey e e e e el
2 ST0SEE  TEAGACABETECTECATERCTETCRTCAECTORTCTTETEAMATETTGERTTARETCO0E 3570508
Shjee 3571027  AGCTTECTECTTORCTEACEARTEEOGEADEEETEACTARTETCTEEEARACTEOCTEAT A5 T1568 Teles ITOREETERERCH - = FeRes
Query 1325 CAACEAGOECARCOCTTATOCTTTE T TECCAGOEETTAGEOCEEEAACTCAARGEAGACT 1384
Query 366 GEABEECEATARCTACTBEARRCEETEECTARTACOECATARDETORAAGROCRARRERE 425 TEERTECREEEEE e e e e e e berer Perer el
TERLLRRRT et et e e e e e e e e e ey ey el Sbjet  35T0LOE AT AR CTTATCCTTT ST T SO TR GATTASETCEEFARCTCRARGEAGACT 3570845
Shjer 3571867  GEAGEEEEATARCTACTEEARACEGTCECTARTACDECATARCETORCARCACCARAGAE 3571808
H Query 1385 GOCACTEATARACTEEACEAA ST EAEEATEACETCARGTCATCATEEC0NTTACEACCR 1444
Query 42E RO CTT ORI T TECCAT CAGATETECOCAGATEEERTTAGCTICTTOETEAEE 488 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
2 2571807 I”””””””””””'{‘.’I'_'FI-'I&'@”””III-’I&'.?IIH”'}'}';HHHHHH-.'L'I& ss71748 Skjeot 3570848 GOCRETEATARACTGEAGEANGETEEEERTEACETCARGTCATCATEEOOCTTACEROCR  35707EE
Sbjct T BEEEACCTTCSEECCTCTTEC AT AR TETE TR GATEEEATTA S TTETTEETEM
Query 1345 GEECTACACACETECTACRATERCECATA A AGAGARGOGAOCTORCGAGAGCARG0EE 1504
Query 48 TAACEECICACCRREECEACEATOOTTAGCTEETCTRAGAGEATEACCRGCCRCRCTERR 545 T
. P .H_;”””””””””””””””””””””Il””””””l Skjeot  35T07EE  GEECTACRCRCETECTACRATGECECATACARRGAGARGOCROCTCOROGACREIARGDRE 3570720
Tkjes 357 \CEECT BECEACGATOOCTAGCTEETCT T CTGEA  35TLEEE
fuery 1505 AOCTCATARAETECETCRTASTOCEEATTEEASTCTE A ACTORACTCCATEARETORE, 1564
Query 546 Tﬁﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬁﬂfﬁﬁﬁﬁﬁﬁ?ﬁﬂﬁﬁﬁﬁ?ﬁﬂﬂim 605 . FECECULULUCUCC U EEE T TLL L LT
- T07ZE8 BT ]
ST T} 1 ! 11 [T Sbjct 3570728 ACCTCATARAGTGOETCETAGTCCSEATTEEAETCTECAACTOSACTCCATEARGTORER  35T066S
fuery 1565 ATCECTASTAR TS TEEAToA S A TEO A CES TEARTA CET O EECCTTETACE 1624
Query E0E CAAECCTEATE AR A TEOCECETETATEAAGARGEOCTTORGETTCTARASTACTTIC 665 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||IIIIIIII
e 251627 N Sbict 3570668  ATCECTASTARTOSTGEATCRGAATECCAOEETEARTACETTOCOGEECCTTETACACAT 3570608
z ST1EZ7  CAMECCTEATECRGOCATEOCRCETETATEARGARGEOCTTOREETTETARAGTACTITC 4571568
Guery 1625 CECOCETCACACCATEEEAETSEETTE AR AR GAASTAEETAECTTAACCTT Be5 1684
Query EEE ?mll|||||||||%||I|‘G|I|I|g|1|%||I|I||-7Ti-7mll||I?‘.I:T-?IIIIGFIICGIIIIIITMIIIIII?T-??FI-T? 128 - ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shjes 357060E OBOCCETCACRCCATEEEAGTEEETTES \BCTT, 570548
Shjct 3571567 AGOBEGEAGEARGETETTETEETTARTAACCRCRGCAATTEACETTACCORCRERARGARE 571508 = FIASEE s
Query 1685 CECTTACCACTTTETEATTCATEACTEEEETEAAGTORTAA AR CETARCORTAGEEEAR 1744
Query 726 CADCEECT AR TR TEOC A A B ODECRETARTACCEAEEETECANGORTTARTCREAR  T6S FCCUUCECECCEEECEL D ECE LT LT
sjee 2571507 (l}llll|||;-;|||||||||||||||||||||||:|r;|||||||||||_;|||||;_;IIIII_; ss1aas Stjct 3570548 OECTTACCACTTTSTGATTCATEACTRREETEARGTOSTANMCARGETARODETRGEEEAR 357040
I i ) o fuery 1745 CCTECESTTEEATCACCTOCTTACCTEARAGARGCSTACTTTECAGTRCTCACACAZATT 1604
Query TAE TTACTEEEOET AR AEOECACEAEEDEETCTETCARETOREATETEARATCODDEEETC 45 TEERTECREE et erree e e e berr el
I Sbjct 3570488 CCTEOEGTTEGATCACCTOCTTACCTTARMGACCETACTTTEAMGTECTCACRCAGATT 3570428
Shjer 3571447 TTACTGEEOSTARRGOECACECABGOGETCTETCARETOREATETEAAATOOD0EEECTC 3571368
Query 1805 ETCTEATEA A CTEAATAC A0S TCTTEOEATTGAGACTTCASTETOOOCTTCRTC 1664
Guary B4E AT EAR T e AT T oS AR TR ECTTEASTCTTETACRACEEEEETACRATION  C05 ) TERRTEEEET R e e e e e b e ey e e e e b e e el
.- 2571387 ||Ml%%}ll|%%MHHHHHHHHH Sbjct 8570428 GICTEATGARRAGTEAATAGCAAGEOETCTTEOEATTEASACTTCASTSTOOCCTTORIC 3570868
Tejen 357 AEAGEEEEETAEAETTCC 571328
serpy  156% TAEAEECOC AT CCEOOCTTTCACEECEETARCAGEEETTCRARTOOOCTCMEE 1821
Query B0 AEETETAGOSETEARA TECETAGAGATCTEEAGEAR TACDEETEROEARGE0RE0000CT  BES QU.E' ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| i
TERLLEERT R e e et e e e e e e e e ey e el Sbjet 3570368 TAGAMEECOCAGEACADDEDCCTTTCACEEDEETAACAEEEETTCEAATOOT-A5E 3570313
Shjct 3571327 AGETETAGOSETGAMATECGTAGAGATCTEEMEGARTACOESTEE0RARGE0REC000CT 4571268
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Muestra Salmonella 375.
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Salmonella enterica subsp.

A T TEAC T TR AR A DGR A AR OETARTATAOSR D -CADCTORCEACECTGRECAR €7
IIIIIIIIIIIIIIIIII N e Ay
TR T T AT TEAA DR AR ECETAATAT --ECACADOODEOED0ECTEAS-A2 4124720

A RECEAAEDEECACTECTCT TTARCARTTTATCACRCARTCTETETCERCACTCEARER 127

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
PCCRREDEECACTECTCTTTAR TCAGRCAATCTETETEEECACTOEAREE 4124780

TEAAT FTCTCRAER OFTRE 187

TADSEATTCTTER
LEEEL 1L IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TACGETTT I TARCET O AR AR R AR A TEAATACCARETCTCAREASTGARCADETE 4124840

ATTCATTACEARCTTTAATTCATTCACCATCARACTTITARATTGARCACTTIGATCATE 247
FULRRLRREEEE e e e b e el
ATTCATTACEARETTTAATTCATTCAECATCARACTTTTARATTGARGAETTTGATCATE 4124500

T AR T TEAR e TR et AEE DT ARCACATECARETORARDSETARCAGERARETRE 307
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ST A AT TR A T IRt EE DI TARCACATECARETCEARDRETARCASEAREDE  41240ED

TTECTECT TTECT e RCERET AT TEACTAATETCTGEEARACT TEATE 3E7

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
BT T TE T TT e T e A EA e T C e AT EEETE AT T AATET T T EE AR ACTED 4125020

TAACTACTEGARN T T 427
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AR EAT AR TACTEEARACRETEECTAATACORCATARCETCRCAREACCARREARE 4125080

GEEACTTIT TCTTEOCATCAGATET ACATEEGATTARCTTETTEETEAGET 487
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
[EOCATCAGATETE TEEEATTASCTTETTEETERAGET 4125140

AR T A ARG e A AT OO CTAGC TR ICTEARACEATEADCASOCACACTEAR 547
NN NNy
AR T A ARG e ACEAT OO CTACC TR T CT EACACEATEADCAROCACACTER AR 4128200

CTE, WCTOCTR CACCACTCEEGRATATTECRCARTEEECED €07
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
JCTOCT RN CAECACTEEEEAATATTECACAATREEED

4125260

ARECCTEATECASOCAT TETATERAEAA TT TISTARRETACTIICRE 667
TUCEELCREEREEE e e e b el

AT AT R AR AT IO CETETATCARGAREROCTTIOREETIETARRETACTITCE 4128320
SRR TCT TETSETTARTARCOECRE AR TTCACETTAODCECACRRACRAGS 727
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AR T e T Te TR T T A AT AR AR AR TTEACETTAOCDECACAREARED

4125380
[ECARECETTAATCOEEART 787
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
B TARCT TEOCRECA TARTAOSEN TECARGOCTTARTOGERAAT 4125440

TACTEEE T AR RO E A ARECEETCTETCARSTOCEATETEARATOOCOEEECTCR. BT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TR AR O e AR AR CEETCIETCARETOSEATETRARATOOCOGEECTCR. 4125500

AT AR TTE AT IO AR ACTEECACETTTEASTCTTETACASSSREETAGRATTIO . 507
TULEELLEEEREE T E e e b b e rinl

ACCTEEE AR T AT IO AR AT SR ACE T TEACTCT TETACAGEEEECTACRATTOCE 4125560

EETETRECEETEAR AT ET AGAEATCTEEACEAATROCECTEECEAREEOCEOC0DTTE  BET
LULEEELEETEE e e e b e e el
FETETRECEETEARATEORTA TCTEEREEA

hGREA: LATACCRETEEORRAAEEORROC0OOCTE 4125620
GACRRREACTEACECTCAEETECCARA SEATTAGAT! T 1027
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
EACRRREACTEACECTCREETECEARREOF BEATTRG] TEET 4125680

enterica serovar Paratyphi A.
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CTAR TTRAGTACA WET A ECAA-STTARRACTCARATEAATT

CRAS TECrEATETEETTTAATTORATE ARCEOEARCARCCT
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
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TR T T T T A AT O AR AR T T TICABARAT G- BATTETGOCTIOEEEARCORTE
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TR T T T T AT AT O AT A ET T TICACARATEARARTETEOCTIOEEEARCOETE

ACACRCETECTECAT TETCOETCA TETTETCAAATETT TTRM BCh
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ACACRGET TCA TTETEARRTETT TT

DEAEOECAACOCTTAT REEAR EATTEC
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

ADERECECARDOCTTATOCTTTETTEOCA AR CTCARREEAGA

CRETEAT AR AT R ACCA A EETEEEEATEACETCARCTCATCATEECOCTTADGRCCAEE
[N NNy
CTEE A CA AT EEREATEACETCARCTCATCATEECOCTTADGACCAEE

(=¥ TECT I T ECEADTTOEDEAGRETARECEEAT
LELEREREL LR L R L LTI
(=¥ TeCT I T ECEADCTOEDE EORER

CTCATARRET T AT oA TTEERETCT A ACTORACTOCATEARETOGEART
[ NNy
CTCx BT eI CET AT OoEEAT TEEAETCTRCAATTORR

BT AT AR T DT ReAT CARAR TR CADEETEARTADETTOCOREECCTTETACACACDE
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CECTAGT AR TOETREATC AR TR CADBETEARTADET TOCOBEECTTTETACRCACDE

TeCEACTCRET T AR A RGAACT AGET ABCTTAM

COCETCRCRCTR CCTTOGEEREEECE
[N RNy
O TR A A e A TEE T T AR AR A ACTACETARCT TAMCCTTOGEEAEEECE

AT T I e AT T AT R AT R R e TEARET OFTAN RADCETABERERACT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CTTa AT TTET AT T A TEACT EEE e TEARGTOET ARCARGETARDOETAREEERARTT

TeCEET T AT AT T TACTTTAR REA R ECETACT TTECASTECTCACACAEATTET
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
T T I AT AT O T TACTTTAR AR BT ACT T TECASTECTCACATARATTET

CIEATCARRACTEAATAGCAR T TAECTCACETOETCTAGREDECR
LELIELELEEL 1F 1 1] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IL L LIl
CTGR

TEAAR AR ERET AT AR A MO CTCTACABE T TETACTTCACETEET -TAGREDECR

OO T e T ARG EETEACEATRCEEETTOEAATCOOCTCAEECCTACCRARTTTECTOODE
R e e RNy
TERTAREEETGREET TEETTCARETCCACTCREROCTACCRERTTORTTOO0R

AT TE eI TET AR ARG TCACATACTTARGTATECTT TATADCH TEICR
[y IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIII
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Muestra Salmonella 389.

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A.

Guery 3 CEAAAATANRCECT TEACTCTEANECEEEAARCOCTARTATAC -CCADCTCR0EACEETE 6L Query 258 COCTEEACARAGACTEACECTCAGETEOGARAGOETEEEEAECARACABERTTAGATACS 1017
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| TEELLLELL TLErn . IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Bbjct 3074065 COAARATAMACECTTEACTCTCAMCCOOCARACOCTAATATACEOCACCTCRCAACESTS 2074124 Fjet 3875024 OOCTEEACARRGACTEROSCTCASETEOEARAEOETEEEERECRARCREERTTRERTAOD 3675003
rery B CTEET AT AR e T AR R T EATE T T ACT TEEAGEC T T GO O CT TRABECETEECTIC 77
Guecy EZ AECTAARREOCAA GO CTECTCTTTAA AR TTTATCAGACAR TCTETETERECAITE. 151 fuesy 101 * PARCERICTETR i
LLLEEELELE LT P LT
. L o e N N N Ny NNy NNy NNy fbjoc 3075084 CTGETAGTCCACECCETARRCERTETCTACTTEEREETTETECOCTTEREE0CTEECTTC 3675143
Skjet  3BT41ES  REC-GARRGCCOBCETTECACTECTCTITARCRATTTATCRAGACRARTCTETETSEECACTC 3574183
Query 1078 CEGAECTAN TTRAGTRGR TEEEERET] GCARGETTRARACTCRARAT 1137
Query 122 FRREATACEEATTCTTANET O TOGERCEAR KRR ERATACCREETCTC-TERSTERRD 18D ] ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
] s PELLRERLET TTLRerrtnt TEERERIED TLLRELIL 11t 1T cee Zbjct 3575143 COEEAGRCTAACECGTTARGTAGACCEICTEEEEAETACEEDTErARGETTARARCTCRARAT JETE203
Sbjet 3874184 GARGATACEECITCITARCGTORCRAMGACGARARATEANTACCARGTCTCARGRAGTGARS 3574543 Query 1138 P
Duery 121 |{|3ﬂ:||1|'fﬁ|ﬁ?ﬁﬁﬂﬂﬁfﬁ_ﬂﬁ?ﬁﬁﬁfnﬁﬁﬁﬁﬁmw 227 smjes se7s20s LI
Sbjet 3874244 AOGTARTTCATIACGARGTITARTTCATTGAGCATCRAAACTITIARATTGARGAGTTIGA 3574303 Quary 1158 AACCTTACCTEETCTTGACATCCACGEARGET 1257
[ |||||||||||| |||||||||||||
Query 238 TCATEECTCAGATTEARCECTBE0REC RO TAMCACATGCARSTOSAMCRETARCAGS 207 Sbjet 3875263 AACCTTACCTEETCTTEACATCCACEEARETTTTCAGREATEAGAATETECCTTOBEERR 307542
PECLEELELEE e L L L L LEL e il e
=3 &7 TCATEECTCAGATTEARCGCTEEEECREECTTA TEr2AETOSARORETA g7 Query 1238 CCGTEAGA 1317
Seyes 3574304 . AR RACREG ETaded . |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| e
Query 208 e ey Y JaTan 21 127 Skjes 3075324 COSTEAGACH TECAT TCETETTETCARRTETT TIRASIC 3L7E53E3
JECLEELELEEEE L L L L L L Lt Query 131% COECAACGAGCECARCCCTTAT L ACTCRRR 1377
Shjet 4574864 AAGCAGCTTECTECTTTECTEACGAGTEEOEEACGEETEAGTANTETCTEEEARACTECC 4074458 shes as7sane |||||_g||||||||||||||;||||||||||||||||||||||||||||}|||||}{|K|§|{|; sersess
Zbjct 57538 AR CEA SRR DT TAT T TT ST TR TR AR L75
fuery 358 TEATEEAGEEEEATAA TACTEEARADGETER TANTACOBCATAADSTOSCARGACCAR 417
Query 1378 ACTECCACTEATARACTEEA R AR TR EATCACETCARETCATCATEROOCTTAOEE 1427
) o LLELEEEEE R L L L LT EEEETEET LT T o
Shjet 2074424  TEATGEAGGGEEATAACTACTEEARACGETEGCTAATACCECATAACGTOGCARGACTAR  3CT4463 Shict 9573844 ACTOLCAETGATAAACTESAGEAAGOTEAGGATEACSTCARSTCATCATGE00ETTACER 3875504
Query 418 AEREEEEEACCT TOREEO T T TECCATCRAGATETEOCCAGATEREATTAGCTEETAGET 477 Query 1438 CCASEECT; TECT T T: COCACCTOSOCACAGCRRE 1407
e e LLEEELLENCCEEEECCEE LT T T
Shjet 4574484 AGAGEEEGACCITOSEECCTCITEOCATCRAGATETEOCCAGRTERGATTAGCTTETTSET 4574543 Sbjct 3975504 CCAGEECT! TGCTACAAT T GCCACCTCGCGAGAGCRAAG 3075563
Query 478 EEEETARCEECTCACCTARECEACEAT OO T AECTEETCT TEACCASOCRACAC 537 Quezy 1422 CEEACCTCATARACTEOSTCETASTCOSEATTEEASTCTECARCTCEACTCCATEARSTC 1557
Iy . L :
Shjer 3574544  GAGETARDGECTCACCAMGECEACEATCOCTAGCTEETCTEASAEEATEACCMECCACAT  1E74603 Fojct 3875564 COEEACCTCATARARTECETCETACTCCEEATTERACTCTECAACTORACTOCATRRARETE  JBT5E2T
Query 1558 EEAAT R TACT AR T TR ATCACAR TROCACCETCARTACCTTOODGRECTTTETACE  1ELT
Quezy 538 AR TR RO eI DO RGR IO TACG G REECRECRETEEEERRTRTTECACRRTE 557 TULEEEELLELEEEE L EEEEE P L E L L 1l
PUCLERLETEE LR L L L L L e el Sriet 3875624 GEARTCGCTAGTAATCETEEATCAGAATEOCACGETEARTACGTTOODEEECCTTETACE 4575683
Sbjet 2574604 TEGAACTGASACROSETCCAGACTCCTACGECAGECAECACTEEECANTATTSCACAATS JCT466S comry 1615 22amaaETAEETS e
mri B EErECE RO TEA TR A A T RN e NS TET: \ECCTTCRISTTET: = ) ) |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 3
;"f R A Shjes 3873604 CM HCACCRIGERETEETISCRAAARRACTARCIARCTIARCCTICNGEE | 227374
Sbjet 4074664  GEOBCAMGOCTEATECAGOCATEOOECETETATEANCANGEOCTTCESETTETARAGTAC 2674723 Quesy 1678 TTA AT T AT Ty T T e e e T e T e T A A A TANAETARSS 1747
I
Query €58 TTTCARCEEEEAREANEETETTETEETTARTANCOECAECARTTCACSTTACCORCAGAR 717 Srjes 3875744 TTACCACTTTETGATTCATGACTCEEETGARGTCETARCRAGETARCCGTAGEE 3675603
PECLEELETEE L L e e e
Sbjet 4874724 TTTCAGOGEGGACEAMGCTETTETGETTARTAMCECAGCARTTGACSTTACDOECAGAR  JET4T8 Quexy 1738 GAACCTECEETTEEATCACCTOCTTACCTEARRERACCTEOCTTTETABTETCCACACRE 1787
LEPEECLLUECEEEEEEEEE TR TV EEEE T T T
Query 718 EAAECACCEECT AT O e T e A A O CE O e TAR TACEEACECTECAACOSTTAAT, 777 Fojct 3875804 GRACCTECEETTEERATCACCTOCTTACTTTARAGRARABICTACTTTECASTETCACACAE JBT5EED
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| —
e 2078 GRS A TG TUMABETTAATE 074842 o 11 TN AR TN
Ibjct 3575864 ATTETCTGAT-GAARRACERGCRAETAARACCTCTACRGECTTETAGITCRAGETEETTAGE 30780822
Query 778 GEAATTACTEREOETAR NGOG AOECAGEOEETCTETCANGTOSEATSTEARATOCOCES BT =
LT T L L L L e el Quezy 1857 GCECACCCCTEATAREEETCACET CEETCRTTCRRETCCACTCRAGECCTACCRRARTICEE 1616
Skict 2574844  GEAATTACTEEECCTARRGOECA0ECACEOEETCTETCARETOREATETEARRTOCOOSE 4574503 LELLEEEELEEREEE L L LT TP L LT T
Zbjct 3875823 GOECA TEATAREEETEREET TEETTCARETOCACTCRAGEOCTACCRAGRATTORS  JBTSEEZ
sy s Ruesy 1313 e e raerasseees 1878
Sbjet 4974804 GCTCAACCTEEEANCTECATTORARACTEECREECTTEACTCTTETACACCE0EETAGAR 2074063 Shjct 3875083 ””””m'll'l',','l"""""'m' P L L L ez
Query BEE TICCAGETETAGOEETEAARTEOSTACKEATCTEEACEARTACCESTEEOGAACECEE0D  B5T Quexy 1877 GCCCEERRARCEART  1B80
PEELEELEEEE LT T e L L L el . PILELLLELLID]
Sbjct 3874064 TIOCAGETETACOCSTCAMATEOSTACACATCTOCACEARTADDOETOEOCAAGEODEDC 207502 Sbjct 3876083 GOOCSGRAADGAAT 3ETE0SE
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Muestra Salmonella 384.

Salmonella enterica subsp

T EARATT AR TTEACTCTEARRCARCAR AR AATATACEDCACCTOROEADEET £l
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

LA ATTCAGEETTEACTCTE: BERAAEOET! TROE0CR 283154

BABCTEARABCORIETORCACCTECTCTITAR CRATCTETETESECAC 121
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CAECTEAAMECDECETORCACCTECTCTITARCAATTTATCARACRATCTETETEEECAT 203214

TOEAAEATACEEATTCTTEADET OB AREACEARRARTEARTACCRASTCTIC-TEAGTEE 180
TECERERETEEER et IELLTEEETETRE e e 1l
ToEAAEATACEEAT T T TEADET O T O ACEARA AR TEAATACCRAETCTCAREASTER

CRCETARTTCATTACERASTTTARTTC-ACEAECATCARACTTTTARATTEAREACTTT 238
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LELIREERTEL R i el
ACACETARTTCATTACEARETITAATTCTTTEAGCATCARACTTTTARATTEARGACTTT 203334

AT ATEECTCREATTEA R DR TEEC e ABEOTTAACACATECARETORRACEETRARCE 208
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
EATCATEECTCACATT AN SECAREOCTANCACATECARETOCARCRETAME 203304

EEARETRETTTECTECT TTECT CATEAS ST TEACTAATETCIGECRAARCTE 350

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
[oar il [EACER TEAFTARTEICTEEEARACTE 203454

COCTCATEEAGCEEEATARCTACTEGARA 418
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
OCTEAT R EAREEEEAT AACTACTEEARR) 283514
AARGACEEEEACCTT TCTTEOCATCAGATET: A CATEECATTAGTTTETT 478
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
A REACEEEER EATEEEATTH 283574
53z

ETEAEET ARG T A AR e e e A AT OO T AT EET CT AR CEATEACCARDCAT
NNy
ETEREET AR OB T AT AR RO EACEATC TR TEETCTEAGREEATEACTREDCAT 203634

AT EERA T A AR RETOCARACT O T ACREEARECARCACTEEEEAATATICCACAR  5EE
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ACTEERACTE T WCTOCTA CACCACTCEECRATATTECACAR ZCJIED4
TEEEOECANECITEATECAROCAT TETATCARGAR TT TTETARRET 655
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
TEEECECARECTTEATEIR 283754
718

AT T AR R R eAE AR e TE T TE TR T T AR TAR DR CASCAATTCADST TADDCECAE
JELELELELLELE et e i e e e il

AT TT ARG B CCAAEETET TECTECT TARTARCORCAGCARATTEACETTADDOECAE  203E1Y

BAGRAGCA TR TR TACEEAEEETETAREOSTIAR 778
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
RAGRAGCA TAATT TEOCRECH TAATACSCACEETECAREOETTAR 203874

ToEEARTTACTEEE0ETARAECECACECREEDEETCTETCARETCRBEATETEARRTOOCC  BAR
NNy
T AR T TACT DT ARAECECADGCREEDEETCTETCARETCEEATETEARRTOOO. 203024

BEECTCAR T TEREA A TECATTOCA A AT TEECREECTTEACTCTICTACABEEEEETEE B
TULPREEEEE R e e b e e e e e et |
BT AR TR AA TR ATTORARACT R ECARECTTEASTCTTET TAE ZB35od

AR TTOCAGETCT AGCCETCARATECETACACATCTEERGEARTACOEETCEOEARGEOEE B
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AATTOCREET T ARDEETEARATEORTA

AEAGATCTRRAEEARTACDEETGEDRAREEORE 204054

CRCTEADECTCARETEOCAARECCTEOOCRECAARTABEATTACATA 1018

COCOCCTEEACARM
NNy
OO T T AR A EACTEADE T AR TEORARREOETEEEEAECRARCAGEATTAGATA: 204114

1020
ZB4115
1080
254175
1140
ZB4235
1zo00
ZL4ZE5
1260
254355
13z0

204415

£54B35
1800
ZC48EE
1860
ZE4EEE
1520

ZB501E

. enterica serovar Paratyphi A.

T T AT O A E DT AR AT EA TETC T AT TREACET TETE DT TR0 T RECT
LLLELREELEEEE LR P L e el
COCTEET! ACTTEEREETTEIEOOCTTEREEDETEET

T AT AT T ARG T AR e O TR e AT ACEECOECAAEETTARAATT AR
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TOOFERECT] TR RARAACTCAR

ATGARTTEM SGCRCAR TEerECRTETEETTTARTTOGATECARDEOER
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ATEARTTEA ECRICAR e CATETEETTTARTTOFATECARADECRR

AR T TACTTEETCT TEACATOCACEEARETTTTCAEACATEACARTETECCTIOREE
NN NNy
CCTEETCTTEACATOCADEER LATETECCTIOREE

ARCCETGAGACAEETECTECAT T TETTETEAAATETT TTARG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AROCETERER TECAT LATETT TTARG

T e AR R DR R A DT TATC T TTE T IO CAGCCATTAGE TSGR ATTCRAREE
LLLLELEEEEREE LT e b b LR i el
TCODECR

AR CEA RO ARCOCTTATOCTTTETTECCA T PEERACTCRARGE

ACATECCACTEAT AR AT TR ACEARCE T EEECATEADETCARETCATCATEEOCTTTAC
RNy

GROCREEETT] TECT T T GOCADCTORCERACAGTR
LECLCLEEEETE L L R LT L L nnl
FADCREEECT] TECT I T FOEADCTORTEARAGTR

AEDEEACCTCATARAET TG ACTCOGEAT TEEACTCT G AR TORACTOCATEARS
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
EEATTEE [ECARCTOGR

e AT R T ACTART ST EEATCAC AR TEOCADEETERATACETTOODEEEDTTTETA
LELEREEREE T e e e e bbb e el

ToEEACTEEETTECARARMEARET REET AT TAR

CACOEDCCETCRCACTR OCTTCEE
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
A DO OO T A A T T A E T eSS T TEC AR AR EARETACETASCTTAROCTTORE

GRS TTACCACTTTETEATTCATERTT TEARETOETARCRACETARCDETAG
NNyl
AR T T A AT TIETEAT T AT AT SR TEARET CETA Talaiey ¥

EEEAR ORI TEE AT AT O TT AT TEA AR A R ADEETCT TTECAETECTCACAT
LECEPREERET L LR EE i e IIIIII [ ARy
AR e e T T e AT CAC T O T TAD T T AR EA R EDETACT TTECARTECTCACAD

ERTTETCTEATEARR AR DGR AET AR RO CTACREECTIETA

B WETTCREETEETTAR
N NN Ryl
ACATTCET T CATEA AR A ARG AT A AR AT TCTACAGETICT AT CAGETEETTAS

AR AT ARG R e TR AT OEE IR T TCARETOCACT CABEDCTROTRERTTOR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AR TEA T ARG e T ACETCEETEET TCARETCCACT CABEICTAOCAGATTOR

TACTTCRETATETTTTECTTCACCADEC0E
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LILELEELTILLLI
TTTETTeTEeC AR AE IO ATACT TCASTATE T TORCTTCACCADECDE
CEO00EEARARORARTC  15ES
LULELREETTELIILl
CEOCOGEAARDERARTT  ZEE0CD

e
264174
l13g
ZB4234
11go
204204
1280
254354
131e
283414
137
2843474

1435

£548E4
1858

04554

1875

ZB5074
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Muestra Salmonella Enteritidis.

1
JE00ZES
El
JE00ZAE
120
JE0DLTE
180
JE0DLLE
240

3600055

Salmonella enterica subsp.

AR R T AR A R T TEACT T CAA A R A AR AR T AR TATACECCACCTOSCEA0RE
|||||||||||| ||||||||||||| LUPERLCTEET Rl
AR R T AR A D T TR A T T EA A DA R A CET AR TATADECCACCTOSCEA0RE
TEAGCTEAR -TECTCITTARCARTTTATCAGACAR

L AECOECETOGCAC L ICTETETEEECR
LELLLLETTRLLELLETELlrL IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TEAETTEARRED e ETORCACCTECTCTTTAR TTTATCAGRCAATCTETETGEECR

A TACGEATTCTTAR ACEARRAATEARTROCAM

CTCGRAGR ETCICARGAETS
LELLERLETEE R Tl LELLERIRRERREE LR L el
CTCER OETOECAREACEA AR ATERAATADCARETCTCAGERAETE

AACACCTAATTC AT TADEARCTTTAAT T T TTEACTATCARACTTTTARATTEARERETT

DELEREETRR LR R LR LT R el
AR CTARTTCATTADEARETTTAATTCTTICAGCATCARACTTTTARATTEARERAETT

TEATCATEECTCAGAT TEAR DR TEE R ABROCTAACACATEC A RETORARCBET AAT
NN NNy
TEA TTEAR T AR TARCRCATECARETORARDRETART

LTCAT A | ! TR
A ATETCTEEEARA

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AEEANECAECTTECTEITTTECTEACEAET LAY TEAFTAATEICTEEEARACT
ECCTEATE TARCTACTREARM T TAAT] T TOSCAREAT
Ny
BT A T AR R AT A T AT E A R A O e TS e T AR TACCECATAR R TOECA RGN
AR A e DT T O DT T T CAT CACA TR TR OO CACATEREATTASCTTETT
NNy
A AR A DT T OO T T T T AT TR AT E T e OO CACATEREATTASCTTETT
BT EAEET A O T A e e e ACEAT OO T AT e T CTCACAREAT CGAOCARICE
RN NNy
CETEM ) ) 2 AT OO CTAGTTEETCTGACAGEATEROCR )
CACTEGAACTE! o e T CRECACTCEEEAATATTECACR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
CACTEGAN o e T CCACTEEEEAATATTE ACR
ATEEE0ECAREOTTEATECREOCAT: TETATEARGAR TT TTCTARRAE
Ny
ATEEEOE A AT TE AR A TE D EOE T ETAT EARGA AR CTTOREETTETARAS
TACTTT AR EE e AR A AR e TET T T EETT AR TAA DR A B R R TTEACETTACCDECR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
A R R R AR AR EETETTETEETTA L DOETR A u 2 L
CARGRAGTR TARCT CAETA TARTACEEM TECRREDETTA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
AAGRAGTR TARCT TEOCAECR TARTACEEM TECRREDETTA
AT A T AT e e e T AR A B e AR AR R D EE T T T ST CA RS TOSZATETEARATOCD
N NNy
T A A T A T e e T AR R S O AR T AR R e T TT ST CARETORZATETEARR,

BT A T e A T e AT TOEA R AT R R C AT TEACT CT TET ARACEEEEETA
N NNy
e T T e e A T e A T T AR AT e e AR CT TR AT CT TET ACACEEERETA
CARTT O A TET AT BT eA A AT BT A AR T T GEAGEA AT ROCEETCEDEAREECE
N NNy
GAN € ) A ERGH A CEAATRODEETEEDEAREECE
SO T e A AR AR TR DT CACET RO A AR TERE R ECARRCACEATTAGAT
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
SOCCOCTEER, AGRTTGR eI EC A RO TEEEEACCARRCAGEATTACAT

&0
600236
118
JED0LTE
178
JE0011E
238

JEDDOSE

enterica serovar Typhi.

AOCCTEETARTCC RO OET R ACERTET CT ACT TEEREET TETEOCCTTEARROETEEC
NNy
ACTTEEREET TETEOOCTTEAEEORTEEC

TTOOEEAGTT AR TTARETARR A ECARAGETTARRATTICR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
WETT AR TARETAGR AETAS ECAAGETTARRATTICR
AATZAATTER ETRCAR TEehECATETEETITARTTORATECAATEDGE
N NNy
A" ATTEN WA TEEASCATETEETTTARTTOSATE AMCEDE
AR T T RO T e T TeA A T O ACAC AR E A A TOCACACATEEATT TETEOCTIOEE
|||||||||||||||||||||||||||||||| PLCELT LT LT
e AR T RO T e T TEA AT ACA A AT TT O ACACATEEATTEETEOCTTOEE

AT e e e A e T T e AT T T O T A T CETET TET CAMATETTEEETTAR
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
CRACTETEAGA R T TG

L TETT TTAR

ETODCECARDEAEDECRAACCTTTAT GEGARCTCRARAG
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIIIIIIIII
ETODTECR

A OEAEDECARCCCTTATOCTTTET TR0 CEEARCTCRARG

CREACTECCAETCAT AR AT CEACEAACET CEECATERACET CARETCATCATEROCTTTA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
LA T e E A AT e EEATEROETCARETCATCATEROCCTTA

CBACCREEECTACRCACSTECTACRATREOECATACAR AGAGAMEOEACTTOEOEAGKED
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
FEECT. FOBACTTCEOGAGAED

ANEOEEAMOCTCATARRET TOFTAETCOREATTEENETCIECARCTORACTOCATEAR
NNy
AREOEEMOCTCATARRET TOFTAETCOREATTEENETCTECARCTORACTOCATEAR

EIOEA AT O T AT AR T OE T AT CARRA TR T ACEETEARTACETTODOSEECCTTET
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
ETOGEAAT R TASTARTOSTEEA oA TEARTATSTTOOOGEE0TTTET

YA O T CA A A TR e A E TR T TR ARA REARETARET AT TARCCTTOR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
A O D D O T LA A DA T e e e A T e T T AR AR AR ET AR TARCT TARCCTIOS

AR T TACCACT TTE T EAT T AT EA T e eE T EARETOCT AACAREET AACOETA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AT TACCACT TTETEAT T oA TS AT EEEET S AR TOCTARCAREETARACDETA
AR T T TEEA TCA O T T TAC T TAAAGA RECETACT TTECACTECTCACR
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AR oG T TEEATCACCTOCTTACCTT ECETACTTTECACTECTCACR

EATTETCTEATEARAR ACERECACT AR A ACTTCTACACECTTET AECTCAGETEETTA
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
WG AT TET AT EARA R ACERECAET AR ACTTCTACAGECTTET AECTCAGETEETTA
ERECE A CCOCTEATARBEE T EAGET ORETEFT TCARATCCRCTCREECTTACTARRTTT
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII LLLIRLETRELLRELLr 1l

AR ERETEA T

T TACT T TAACTCACATACTEATETATECTICOSTTATTOCADED
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
TTET: TACTEATETATEITICETTATTOCADED
CTTETCTCACEARR Z000
|||||||||||||||||||||
CTTETCTCACCARAAATTATS 35LBZES

Xiv
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Apéndice lIA. Secuencias alélicas correspondientes al esquema MLST para las muestras de bacterias
Salmonella.

Muestra Salmonella 318.

Gen Secuencia del alelo de la muestra

GGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATCTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTGATCGTACGTCCCGGCACGGTAATGCTGGAGGTAGGCTTCAGC
GCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCACTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCAGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGATTTCATCG
CGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATGGGCGATG
TCCGCATCCAGTCGGTCAAACACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACGCCGCTCGCTATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGTCGCCCTCT
TTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCAGTCTTTAA
TCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGGTCAGGCAGCCGCGGATTTCGATACCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCCCCTGCCG
CTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCCGCGTGCC
CCGGACGAAAGACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTCGTCAC

aroC

ACGCCGCGGAATTTCTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTC
TTCGGCAGAACGCGACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTG
CCGATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCGCCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGT
AAAGACGCTTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGCATA
dnaN CCGTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAA
CTTCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAACATCCGA
TCGCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCACCCGG
CTCATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGA
GCAGGTTACCGAGAATCGGCAGCGTAGGACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGGTA

AGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCG
CACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCAGCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAAT
hemD CAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGC

TAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAGGCCAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGC
GTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACTAGATCGTTTTCCGTCAGCGTCGCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCC
GGCCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACT

GCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGTCGGTCTGTATATT
CCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCC
GCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCACAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCT
GGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTCAGGTCAGCCAACG
hisD CCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTG
ACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTGGCGGAGGCGGTA
GAACGTCAACTTGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTG
CGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATCATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGTGATTACCAGCGCAGGCTC
GGTATTTCTCGGCGACTG

ACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCCGC
GGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCTGC
GCGGCGAGCAGGGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACGATGGAGTAAA
pur E GGCTATCCACGCCGCTGAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGTGTGCC
GCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGGGCGGA
AACCACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGATG
GCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAA

CAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTAT
CTGGGCGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGAGATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGT
AACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCT
SUcA GTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGC
GGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAG
ACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGA
ACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACG

ATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGC
CGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCT
GAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAG
thrA ATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGACGATGATAACCTACCAGTTAAAGGG
ATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATG
TCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGTTTCTGTGTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCC
CGCCGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGA

XV
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Muestra Salmonella 375.

Gen Secuencia del alelo de la muestra

ATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTAATGCTCATCAGCGCATGGGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAATACCGGTTCGCCAAG
CCCTGCCGGCACGCCGCTCGCCATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGTCACCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTC
AAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAAAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCAGTCTTTAATCTCCAGCGGAATATCGCCCATCTGGGTCAGGCAG
CCGCGGATTTCGATGCCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCAATCGCCCCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGT
CCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCCGCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCT
GCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGT

aroC

CGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCGATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCACCGTCAAGCATACGCAT
CAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGTAAAGACGCCTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGT
CGGTCGCAACAGTGCGCAGTTCGCTGCCTTCCGTTTCAAACAGCATACCGTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGT
dnaN CGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTTCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAG
TGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGC
GGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCTCATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAA
GATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGG

AGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGCTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTGCTC
ACGATACCACTGGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGTGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCGCAT
CGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCGCACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCAGC
hemD AGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTCCC
GATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAGGC
CAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGAGTCGC
CAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCT

CCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCCGTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACG

GTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGC

GGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAG
hisD TGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG
CCGGGCCGTCTGAAGTGCTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCAGAACACGGTCCG

GATTCCCAGGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAGCTGCCGCGCGCGGACACCGCCCG
GCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGACGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATCAT
CCAGACGCGCAAATGCGCGCGA

GGTTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCAGCGATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCTGCGCGGCGA
GCAGGGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACAATGGAGTAAAGGCTATCC
pur E ACGCCGCTGAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGTGCGCCGCGCCGC
CCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGAGCGGAAACCACTT
CTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATC

CACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGA
CCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCCGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCATG
CTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAA
CGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGG
CTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGAT
GGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCG
GCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTG
GGCTTCACCACC

SUcCA

CCGCCAGCCAGATCCCAGCTGATCACATGATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATG
GTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACC
CGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTC
thrA GCACCATAACGCCTATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCATCCA
GCGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGG
GATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTG
TGTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGACGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGC

XVi



Facultad de Quimica | UNAM

Muestra Salmonella 389.

Gen Secuencia del alelo de la muestra

CCACACACGGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATCTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTGATCGTACGTCCCGGCACGGTAATGCTGGAGGTAG
GTTTCAGTGCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCGCTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCAGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGA
TTTCATCGCGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATG
GGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAACACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACGCCGCTCGCCATCACCGTTACTTTCGCGCCGATGGAGT
aroC CGCCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCA
GTCTTTAATCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGCTCAGGCAGCCGCGGATTTCGATACCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCC
CCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCC
GCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTC
GTCACGCC

CCGCGGAATTTCTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTC
GGCAGAACGCGACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCA
ATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCGCCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGTAAA
GACGCTTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGCATACC
GTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGGGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACT
TCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGTGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATC
GCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCT
CATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGC
AGGTTACCGAGAATCGGCAGCGTAGGACGACCACCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGGTAAAT
TTCAT

dnaN

ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGCTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTG
CTCACGATACCACTGGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCG
CATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTTGCACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCA
GCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTC
CCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAG
GCCAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGAGTC
GCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGCGCAGAC
GGCTCACTAACGCTTCCCCTGCGGGAGAGGGGCGGGTGATCAGAAT

hemD

GAAACGTTCCATTCCGCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCACGTCT
GTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGTCAGAACGT
AGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCA
GGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCG
hisD TCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCTGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGG
ATTTCGTCGCGTCTGACCTACTCTCCCAGGCAGAACACGGTCCGGATTCGCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGG
TGGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAA
AGATTTAGCGCAGTGCGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATT
ACCAGCGCAGGCTCGGTATTTCTCGGCGACTGGTCGCCGGAATCCGC

AGACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGCCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCC
GCGGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCT
GCGCTGCCAGCAGTGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACGATGGAGTA
pur E GAGGCTATCCACACCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGGTACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGATGTGC
CGCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGGGCGG
AAACCACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGAT
GGCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTGGTGCGGGACACGCTGCTTTTGAGGTGTCA

AGCACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGCGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAGCT
GACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCA
TGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATC
SUcA AACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGG
GCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAATCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGA
TGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACC
GGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACC

GTCACGGTGATTGATCCGGTAGAAAAATTGCTGGCGGTGGGCCATTACCTTGAATCTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTCGCCGTATCGCC
GCCAGCCAGATCCCAGCCGATCACATGATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGG
TTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCC
ACGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTCG
thrA CACCATTACGCCTATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCATCCAG
CGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGG
ATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGT
GTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGACGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGCTGAAAGAGGGGCTGCTGGAGCCGCTGGCGG
T

XVii



Facultad de Quimica | UNAM

Muestra Salmonella 384.

Gen Secuencia del alelo de la muestra

CCTACACACGGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATTTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTAATCGTACGTCCCGGTACGGTAATGCTGGAGGTAG
GTTTCAGCGCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCGCTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCGGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGA
TTTCATCGCGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATG
GGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAATACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACACCGCTCGCCATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGT
aroC CACCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGGCAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCA
GTCTTTAATCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGCTCAGGCAACCGCGGATTTCGATGCCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCC
CCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCC
GCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTATAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTC
GTCAC

CTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTCGGCAGAACGCG
ACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCGATCTGCACGCG
CAGCGGGTTTTCGCCACCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAATGGCTGGGTAAAGACGCTTCCAG
CGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCAACAGTGCGCAGTTCGCTGCCTTCCGTTTCAAACAGCATACCGTTTAAGTAGTA
dnaN GCGCACATCCTGATGGGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTTCGCTTTGCCA
GTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCCAACT
GAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCTCATGCGGCTGA
GAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTAAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGCAGGTTACCGAG
AATCGGCAGCGTAGGACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGG

CGTTATCAGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGTTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACC
AGTGCTCACGATACCACTCGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCC
AGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCGCACGTCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTC
h D GCCCAGTAGTTCGCGGCCGCCGTTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGCTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCT
em GATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCG
ACGCAGGCCAGTTTCGGCCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTC
AGCGTCGCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGC
GCAGACGGCTCACTAACGCTTCCCCTGCGGGAGAGGGGCGGGTGATCAGAA

AACGTTCCATTCAGCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGT
CGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAAGGTGG
TTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGG
CGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTC
hisD AGGTCAGCCAGCGCCTTGACGGCGCGGCTATCGATATGCCTGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT
TTCGTCGCGTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCCCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTG
GCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGCCTGATTGTGACCAAAG
ATTTAGCGCAGTGTGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCAGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATTAC
CAGCGCAGGCTCGGTATTTCTCGGCGACTGGTCGCCGGAATCTG

GGCCAGACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTC
CCCCGCGGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCGATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGA
ATCTGCGCGGCGAGCAGGGCGGCGTTAGCCGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACAATGG
pur E AGTAAAGGCTATCCACGCCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGT
GCGCCGCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGG
GCGGAAACCACTTCGATATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCA
CGATGGCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTGGTGCGGGACACGCTGCT

CGACGCGCTCAAACAGACCTACTGCGGCCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAAGAAAAACGCTGGATCCAACAGCGCAT
CGAATCCGGTCGCGCGGCCTTTAGTGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGCG
CCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCTATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCG
GCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGAC
SUcCA GAGTTTGCCGGTAAACATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTG
GTTCACCTAGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGTGCCCGTCTGGACAGACTGGAC
GAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACTCTGAACATGTC
GAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCACCTCTAACCCACTGGATGCGCGTTC
AACGCCTTACTGCACCGATATCGGTAAAATGGTCCAGGCGCCGATTTTCCAC

CTGTTGGCGGTGGGCCATTACCTTGAATCTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTCGCCGTATCGCCGCCAGCCAGATCCCGGCCGACCACATG
ATCCTGATGGCGGGATTTACTGCTGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCTGCCGCCGTGCTGGCC
GCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCT
GAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGTGCCAAAGTCCTTCACCCTCGCACCATTACGCCTATCGCCCAGTTCCAG
thrA ATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGG
ATCTCTAACCTTAATAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGCGTGTTTTTGCCGCCATGT
CTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCTTCTGAGTACAGCATCAGTTTCTGTGTGCCGCAGAGTGATTGCGCGCGTGCCC
GCCGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGCTGAAAGAGGGGCTGCTGGAGCCGCTGGCGGTTACGGAGCGGTTGGCGATTATCTCTGTT
GTCGGCGACGGTATGCGCACGCTACGCGGCATTTCAGCGAAATTCTTCGCCGCGCTGGCGCGGGCTAATA

XViii



Facultad de Quimica | UNAM

Muestra Salmonella Enteritidis.

Gen

Secuencia del alelo de la muestra

aroC

ACACGGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATTTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTGATCGTACGTCCCGGCACGGTAATGCTGGAGGTAGGTTTC
AGCGCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCGCTACTGATACCACCGAGGATGCCGCCAGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGATTTCA
TCGCGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATGGGCG
ATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAAAACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACGCCGCTCGCCATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGTCGCC
CTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCAGTCT
TTAATCTCCAGCGGAATATCGCCCATCTGGGTCAGGCAGCCGCGGATTTCGATGCCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCCCCTG
CCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCCGCGT
GTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTCG

dnaN

GAATTTCTCATTCGAGAGGATTGCTGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTCGGCAGA
ACGCGACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTGAAGATAAAGTCGCCAACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCGATCTGC
ACGCGCAGCGGGTTTTCACCGCCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGTAAAGACGCT
TCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGGCGGTGGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGCATACCGTTTAAG
TAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTTCGCTTT
GCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCC
AACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCCGGCTCATGCGG
CTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGCAGGTTACC
GAGAATCGGCAGCGTAGGACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGGTAAATTTC

hemD

GTGCGCCAGACGTTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTGCTCACGATACCACTCGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAA
CATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCGCACATCGTTGA
TAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCAGCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGT
TTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATG
AAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAGGCCAGTTTCGGCCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAG
GCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGTGTCGCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGGCCGGCGA
CAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGCGCAGACGGCTCACTAACGCTTCCCCTGCGGGAGAGG

hisD

TGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTC
CGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGTATTGCGGGATGTCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGAT
GAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGA
GTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGTCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAACGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGG
CTATCGATATGCCAGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGG
CTGAGCACGGTCCGGATTCGCAGGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCTGCAAGGTGGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCA
GAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCAGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGCGTCGCCATCTCTAA
TCAGTATGGGCCGGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATTACCAGCGCAGGTTCGGTA

purg

GCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCCGCGGA
TCGGGATTTTCCAGTACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCTGCGCG
GCGAGCAGGGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACAATGGAGTAGAGGC
TATCCACGCCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGTGCGCCGCG
CCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGTTTATCGGGGGTGCGATGGGCGGAAACC
ACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGATGGCGA
CACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTG

SUCA

CAGACCTACTGCGGCCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGT
GCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCGGGT
GCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGT
GGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTAGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTA
AGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGC
TGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGTAACCGAGCAG
CAACAAAGTGTTCGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGC
GGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCACCTCTAACCCACTGGATGCGCGTTCAACGC

thrA

CAGACCTACTGCGGCCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGT
GCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCGGGT
GCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGT
GGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTAGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTA
AGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGC
TGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGTAACCGAGCAG
CAACAAAGTGTTCGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGC
GGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCACCTCTAACCCACTGGATGCGCGTTCAACGC

XiX
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Apéndice IIB. Alineamientos correspondientes al esquema MLST.

Muestra Salmonella 318.

aroC 71
GEAT CGIGE OGO CITI GEIGAT CAT CI CGACTITCITCACCCATOCGETTGATOGTADGT

EICITICEI e ECACEOGEATTACACCIATGAGCAGRRATACEECCTEOECOEATTAT

T A AT I AT A IT AT O AT AT S OGO CACART T STTEOCOCR
eI O eI AT I T I T OO eI AR AT OO GAT GOGOCTAGCEECAGEEECEATC

AT AT oA AR T RO RO T AT EETT I CI CAR R RO CCT SOOI ZATT

GOCAAGAR AT ACCI GEGCEEAAMAAGCTICGEIAT CCAMAT COGOGEACCCIGOGOCGTIGATT

TR S EAT T CIGEC I OO R A FOCACCACEITARRT CCTICEOCGATCICCADE
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
T AT AT I I GECI GO OO CACGCEOCACCACCGITAR AT CCTITICGCCGATCICCACS
I T T CAC O CATT AT G CAT CARCECAT GEEFCEAT FICOFCAT CCAGTI OEEFICARAT
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
T T AT AT T AT T AT CAC OO AT G EAT ET OO CAT CCACT OEET CARRT

A eI T OO AR GO O OO CACEOOECICGCTAT CACTOEICACITIOGOEOCEATS
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
A eI T O AR DT Ot AC OO eI G CIAT CACO I CACTTIOFOGOCREATE

AT OGO CI CITITII I CAG OO CECAT CAGITOCICCAGOGOCI CAACGTITIGICCOECA
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
ERGICECCCICIITITICAGCECECECAT CAGITOGICCAGIGOGICAAGTITIGICCECA

TG ECACA R A A A AT T ARG T CA A CCT CACCCCACTCITTAATCI CCAGOECAAT S
RN R RN RN R R R RN R R AR R RN RN AR RN
T AR R AGR A CFATTARGC T CAACCI GACECCAGTICITTAATICICCAGCEEAATR

AT I eI C AR CAC OO EEATTTOGATACCOEARCTTT GGTATTTC
RN R RN RN R R R RN R R AR R RN RN AR RN

AT I eI CAGE A O CECATT I CGATACCGAACTITIT OGO CAGETIATITIC
T EECEAT OO OO I OO TACE AT OO I ITCACEOROEEARGARACETIOCACCOE
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
T e AT OO oI GO O IIACECECAT CECEEITICACGOGOEEARCGARACETIOCACTE

AL AAT OO FCAGEOOETATITICIGCICATAGEF LI CTAAT COECEFIFOCCOEEACEA
prrrrrnrrerrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrnrrrrrrrnnrrrnrrnnnnnnn
CCROEETRY SER

Ao TATTI I I CATAGET ST AR T OO

ARMGAC
T
RAGRCT

hemD 67
T AR R T e I e I T AR AR TR A ST I CITAC RO CEACTATEOIAE
ssssapiprnrnrnrnrnrnrn e
AT T AR AT T OGO O CI GET AR AR PR R GO ETT GITAC GO O OGAGTAT GRS

FOC0ET

AT I T I T OGO ORI O T ART ETIT OGO ACAT O TIGATARCATICACARRRR
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
AT I T I T o oG CAT O T AR T ETIT O CACAT O T I CGATARCATICACARRRE

ORI T O I OO CAG I I CAGEEITICEOICCAGCAGTITCEOEEICEOCATTIEICA
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
LRI T eI ORI CI CACECITI OO CACCACTICEOEECOEoCRTTIEICR

AR AT RGO C eI TI GO CECRRTATTIIISIARTICAGETAATIGTAGCARGED
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
AR AT RGO C eI TI GO CECRRTATTIIISIARTICAGETAATIGTAGCARGED
DO IEATIT OO GAT O A AT AT A AR ATATCERAACCCECTARACGEETAT GARGEECE
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
TG IEAT I T OO GAT CCAATGEATAACGAATATCGAATCCGCTAACGETATGAAGEECE

AR I eI eI ART O CAR AT A GG GACECAGEICAGTTTORRCCATCC
trrrrrrrrererrrerrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrnrrrnnreennrrrnenn
EOEID GECCAGTTTOGROCATCC

EOEOOETEETEOEEN

GOGECCART OGO EAR AT AGIEOEECE

b

LRI eI C A AR R AL e CI ECICI CARRCECCARARACTAGRTCS
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
IR eI CAG AR RGO AC eI GCICI CRRARGEECARRRACTAGATCR
TITTCCOETCAGOEIOET
trrrrnrrrrrerern
TITTCCOEICAGOEICET

i dnaN 65
A CGEAATI T I CAT I CeAGAGRAT T GUCGOEOEEECAAACGOCTIGCITGAGEATA

AT A CAT eI OGO C eI TACECITI CICAGCOGCAT GAGCOEEE I ECCACTACCEIZ

TG A O O ECIT o CACAT I TTAT COGEAT I CITCGECACARACEOCGACEETAAT OGS

oA AR T T I T T AT AT CI GO TGO GO CIGOCEEAGEEOEOEEAGATTIZCCEIT

AR EAC AT O AT AR I T CAGE T ARAGAT ARRACT OO CRACEI FOEOFIEEFATAITA

CAGTIGEARGECEAT CEEAT CITEEIECCIICIGECCETAGICECITCICECIGICIACE

TIACT GO CEAT I GCAC GO ECAGOEEEITIT OO CEICGAGCATACGCATCAGTICA
sassssasssspirIIIIIIAALIIAAANRRTARNRR ORI
LI eI AT RO TR EEEITIT OO OO I CRAGCATACECATCAGTIICR

AT AT I T AC O CACAR T CAC O ACT GO I eI ARRCACECITOCACOEECATT

trrrnnrnrrrrrrrrrrrrrrrrnrnnn e
AT AT I T AC O CACAR T CAC O ACT GO I eI ARRCACECITOCACOEECATT

R A A AR O T R e T O T O O EAC AT COECACTT OECIACTITOOETT
trrrerrrrenrrrernrrerenrrrrrnnrrrrnrrerenrrrrnrrrrrrenrreann
R A A A A T T e o eI O eI O o EAC AT EOEACTT OECIACTITOOETIT

TCAA A GCATACCEI I TAAGT AGTAGCGCACATCCIGATGAGCCATCGARAAACTGEGETICT
frrrenrrrennnrernnrerrnrnnrrnnn e n e rn e rrrnnrnnnn
TCAA A GCATACCEI I TAAGT AGTAGCGCACATCCIGATGAGCCATCGARAAACTGEGETICT

GO T AR T CACGEC eI T AT O GECCIGOGECAGCCTARATT CARACTITOGIITIGCCAS
frrrenrrrennnrernnrerrnrnnrrnnn e n e rn e rrrnnrnnnn
GO T AR T CACGEC eI T AT O GECCIGOGECAGCCTARATT CARACTITOGIITIGCCAS

IO AR GAT T O AR AT OO A ACC I ACGACAGOGAGAACGCEEITACEEOCA
frrrenrrrennnrernnrerrnrnnrrnnn e n e rn e rrrnnrnnnn
IO AR GAT T O AR AT OO A ACC I ACGACAGOGAGAACGCEEITACEEOCA

AR AT AR AT OO CAT OO I T CCAACT CAACGECART I COGOECCCICOCEECAGE
trrrerrrrenrrrernrrerenrrrrrnnrrrrnrrerenrrrrnrrrrrrenrreann
AR AT AR AT OO CAT OO I T CCAACT CAACGECART I COGOECCCICOCEECAGE

OO CAGATAT CARAGRATIT OGO OO ECACEEIAGT GECACOCEECTICATEOEET
trrrerrrrenrrrernrrerenrrrrrnnrrrrnrrerenrrrrnrrrrrrenrreann
OO CAGATAT CARAGRATIT OGO OO ECACEEIAGT GECACOCEECTICATEOEET

TEAGARRGCOEIAACEOGCECEACCATCICCAT
trrrrrrrrrnrrrrrnrrerenrrrrnnnn
TERAGARRGOETARACEOECECEACCATCICCAT

AR AT A T T AR T ST SRR R OO A CAGE DS T SO ST TECCASCRGETT
4848484888884 38443488384443843324443834344434448384848444343a

AT ORI AR R CEIEEITCI ST ECI OO OO CCATORCIGAT EARATOCTIC

AT I OO eI CI IO ICIETATATICCOEECEECICEECICOECICITICICR
LGibsssbbssdtdididcditbdsdddididddbdbittddddddddbisddddadddnd

AT GO CAC A AT eI eI O eI CCACEAR AT I T T ARCCT OO ECAGEIGATT

AL I AL I SO AT e CAI T GO EEATI GOCAGRRADEIGEITICICIZS
sssssssassssssssssasasasasasas LN ININITRIILATATAAAADDY
T oI eI T O ARG COCTART T GO EEAT G OCAGRRACGIGETIICICICS
T AT O T AT R A R T T CT AT O CAC AR T ST ST EE O T ECAGE

TETRTRr e erererrrrrerererereen
T O AT O T AT AR A T T CTAT SO AT AR T ST ST ZE0ST

CEODEIIECD &

e

AT AR I OGO CECAGECRAT IO CECICIFECCTITICORECARCEAGIOCETA
trrrrrrrrrerrrrrnrrrrnrrrnrrrrnrrrrnrrrnnrrrnrernrrrnnnrrnnn
AT AR I OGO CECAGECRAT IO CECICIFECCTITICORECARCEAGIOCETA

AR AT AT AR A A TT I T T GO OO CARC O ITICTARCOCARGICA RGO LA
TETRTRr e erererrrrrerererereen
AR AT AT AR A A TT I T T GO OO CARC O ITICTARCOCARGICA RGO LA

I AR RO I O A CE OGO ECIATI CEATAT GOCAGC ISR OOS T CIGARGIACIS
TETRTRr e erererrrrrerererereen
T ARG A R T O AT OO E AT CCATAT GOCAGCOEEEOOT CT GARCTACTS
T AT o AR N e e AR A AT T T O T OO T T I AT O OT OO DR
TETRTRr e erererrrrrerererereen
FI AT OO RR RGO CARCACCEEATT I CEI O ITCIFACCIECICTICOCAGECT

EE

R CACEFICCFEAT I A AT CCI I FACECCIGAT ECI GACATIECCOECARTE
TETRTRr e erererrrrrerererereen
R AT AT I A AT I GCT CACECC I GAT GO I GACATT ECCOECART

LA ACAR I CAR T I CAGR A CT OO0 EEACACOECCOEEIAT
TETRTRr e erererrrrrerererereen
ORI ACARCEI CARCT TG CAGRACT GOOE OIS OEEACACOSOOCEECAS

SOOI A OO AT ORI CI AT TSI CACCARAGATITAGCECACIEOCIC

Lrrrrrrrrrrrnrrrrrrrerrrrrnrrrrrnrrrrrrrrrerereren
I AT T CACI eI T CAT TSI AT CARRGATTTAGIETASTIEIEIC

XX
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AT AR GO EEI T OO I EEIGrACCRTICEGICCACTIGICCEITEICE
24222222222222222222222222232323232333233333333333333333333338

AGCGACTEEECTACCAT GCARTTCGCCGCCEARATITITGRAARTICIGEAT I CCOECRT

AGAACGCARACTTGCITCATAGCGI CCCCCECECATCGEGATITICCAGARCITCATCEE

P T A TR T T I S F A Y

CRTETRGRARGTEEITT OGO AT CRCAC OO GATARGCIGITCARCITOGOCRARADG

TITECECI I GO CCCACT O CAAT G I CAT GrACTICCGOGICEICTIGOGICAGRR
i R R R R R R R R R RN RN R RN RN R RN N NRARERRRRRE
FOGERRGR AR ERAT I O ART GO I RAT GCAGITCCROEI OIS I GOGICRAGRA

T OO E AT ACE eI TACC T ACCEEIITTACCGRATCGICAGIGTACCCA
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
TCIECECEECCAGTRAGEEOEEOEITAGCGECACCEECITITACCGRATCGOCRAGOGTACCCA

OO GER AT e GO GO EECAT I GC AT AT GEACT AR AGEITAT CCRACEOCEITGAEOECRE
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
COEERRT OGO CAT I GCAC AT GRACT ARRGECTAT CCRACEICECTRARIECRG

CECITIGT CECCERGTACCEEERCD

GOEITITIGOCECRATCRTIOOCEER

TEEETEE e rererrrrrrrrrrernrrrrrerrrnrerneeen
I T I AT AR ORI AT O AT AT EITITI FOCECART CATTI OO

T eI E T T o e T e ART AR T CACT T AT AT OO TCICT I OOEIOETIT
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
LRI E O OO eI e AR T AR T CACT T EAT AT OO T TSI I OOEICRTIT

ARG EAA AT T AT T eI E oA G U EEARRCCACTIICIACATEEIEIE
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
AR CAACAC I T AT CECE eI AT GEEOEEARRCCACTTCTACATECEIGIE

GERCRTCCRGRRTTTCARARATTICRECEECRARTTRCRT GEIAGCCCRGICECT
Trrrrrrrrrrerrrererrrnrrrrrerrrrrerrrrerrrerrerrnrnenn
GERCAT AR AT I T AR A R AT TT O EEC G EARTT ECAT GETAGTOCAGTICECT

thrA 64
AT T AT eI T T A R o T AAT A R R A T CAR T ST BT ECIGEEI0ET
iiiiiisiiiisisasisiiscissiisssssasasssssessasas||1l1111101]

LT EEE eI AR T G T ORI AT T OO OGO eI ErI GECCErCEI eI eeEI0ET

ARTEEITCCGACTATT OGO TECI RO CITIACGOGCTRACTECIGIGRA
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
ARTEEITCCGACTATT OGO TECI RO CITIACGOGCTRACTECIGIGRA

AT GEAC I GACCI CAT GECEICI AT ACCI CI GACOCECET CAGCI GOCECACEDT

TEEETEE e rererrrrrrrrrrernrrrrrerrrnrerneeen
AT IR I AT I AT I EI T AT AT I G I AT OO T CAGEI GO T EERIEDT

teded

teded

LT EARART ORI I O T ACCRAGERRGCRAT BRARCT CICITACTICOREOEOCRARGIC
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
LT EARART ORI I O T ACCRAGERRGCRAT BRARCT CICITACTICOREOEOCRARGIC

LT R T R AT T A AT OO O ACI TOCAGAT O CCCICICIGATIARRRAT
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
LT R T R AT T A AT OO O ACI TOCAGAT O CCCICICIGATIARRRAT

GG ARICCECAGEOEOCAGEARCECT AT CREOEOET CCRAGUGACEAT GATRACCIA
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
GG ARICCECAGEOEOCAGEARCECT AT CREOEOET CCRAGUGACEAT GATRACCIA

ORI T AR A EEERT I T AR T T AR AR AT GO GRAT EITTAGOEI CICOGECCCEEER
Trrrrrrrrrrer e rrrrerrrrrnrnrneeeennn
ORI T AR A EEERT I T AR T T AR AR AT GO GRAT EITTAGOEI CICOGECCCEEER

ATGARRGEEATGATTGEEAT RECEFCECEIEITITCRCCGOCRTSICTOROEICEREATC
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
ATGARRGEEATGATTGEEAT RECEFCECEIEITITCRCCGOCRTSICTOROEICEREATC

GOT AT T AT AT CCI I I GACTACAGCAT CAGTITICIGIGIGOCECRE

TEEETEE e rererrrrrrrrrrernrrrrrerrrnrerneeen
GO AT T AT CAGT oI O I I GACTACAGIAT CAGITICIGIGIGICOECRE

CEELEE
CEELEE
AGTEACTED

RERRRNRY
AFTERCIED

SucA 9
R AT AR T I O I e CIITAG I CACEACAR AR A R OECTTICCTRART
e

ARG T O GAR T EA R T CAC TG T GARGEECI GEAATCTAAROEITICCTGART

FRRCTGACCE I RAR GG GEARCEITAT CIGEECEICRARATT OO CEEFIZOGARA
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
AR T AT O I GA R GEE I GEARCEITAT I GEECEICARATT OO EEEI GOGARE

T I oI O EA e ACAT oI AT AC T AT ETI GARACAGATZEI T OFCICAT
rrrrrrerrrrrrrrree=rrrnrrererrrrrerrrrrrrrrrreerrreeenenen
T I I e I O A e CARAT GO GAT ACCCAT GCT GAAAGAGATEEITOFICAT

BT AR AR ATT O RAR T EET BT EEEEAT G ETATTEIEEI CECCIZART
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
B AR A O AT OO AR CI G eI ECI e AT RO CACOEOECEI CGICTI ZART

GIGCIGATCAACGTACT GEETAARARACCGCAGEAT CIGITCGACGAATTTGOCGETAAG
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
BRI AR T AT eI AR A A R O TR EAT CI I T ORACEARTITIGICIEETART

TOEED

CATARAGRACATCTGEET CCTCARGTATCACATGEECITCICGTICAGATATC
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
CRTARRGRACAT IR A ECCAC T FARGTAT CRCRT GEECITCICFT CAGATIAIC

R AR GRACE eI I GEI T AT GO eI GO I TTARCCCATOEIAT T GEARATT
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
RRRRCCGRA I IR TCACCT I RO ITTRARCCCAT O AT CT ZEARARTT

L RGO CCEE I EE I CAT GEE I O eI e OGO I CI GEACACACT GEAT AR TERED
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
FLERGCCC I RAT R OO T e OE OO I CI GRACRGACT FRACEARCCRAGED

CEOCECEEIGACIEEIT

DOEED

EEECOEIE

AGCARCARACTGTITGCCGATCACTATTCACGECG
rrrrrrerrrrrrrrrrerrrrnrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrnenrrreeenenen
AECAR AR AT I TR CCRRT CACTAT I CAC RO RRCEOCEDEFI FATCREICAGEE0ETE
GITCAG
e
GITCAG
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Muestra Salmonella 375.

aroC 319
AT T e AT T O A GO I TI CAC G CATTAAT GOT CAT CAGOECATGEEOGATET
trrrrrrrrnrnrnrnrnrnrrenrrnrernnnnnrnrnrnnnnnnnnnnnnnrnernmn
AT T e AT T O A GO I TI CAC G CATTAAT GOT CAT CAGOECATGEEOGATET

AT AT eI AR AT AT R T T OO AR GO OIS CACEOOECIORCCATCR
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
AT AT eI AR AT AT R T T OO AR GO OIS CACEOOECIORCCATCR

T AT I T O e IO GAT GEACI AT I CITITITICAGO OGO GCAT CAGTICEICCR

trrrrrrrrererrrerrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrnrrrnnreennrrrnenn
COETCRCITIO CEATGEAGTCACCCICITITITICAGD GCATCAGITOEICCR

OGO AR T I T eI OO AT O R NN CGEAT T ARG T CARCCT GACEICAGT
Frrrrnrrrrrernrrrrrrerrrrppsssss22pprrrrrnrrrrrerrenrereen
SO CET ARG I T eI OO AT O A A R R AR R AT TARGCI CARCCI GACEICAGT

LTI RRT I RGO EERRT AT OGO CRI I GG CAGECAGCCGOGRATTT ORI ECCER
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
LTI RRT I RGO EERRT AT OGO CRI I GG CAGECAGCCGOGRATTT ORI ECCER

AT T OO CAREIATTICIT R CART OO OO I GUCEITACGOGCRT OROEETITICRT
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
ACTTIT OGO AGETATIT I TG ART G OO CIG G TACGOECATOROEETTTICAT

GOECEERRGRRCETON CEGTARTCGOECAGECOETATTITICIGCTICATAGETET
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
B ARG AR T oA O O AT AR T OGO B AGE OO TATITCI GO CATAGEICT

TOED

oGO

EATCCEOETEIOOCEEACERRRRATD
trrrrnrrrrrererrrrrreree
EATCCEOEIEICOCECATERARARAT

hemD 49
AR I T AR AT I e oA o A I T oo e e IR I E oI CAGACECI CRTIGRAT
GOGACI I GACGGAR R A CGAT CIGEITITIGOCCITICACAGCACECOGICGCCITIEST
GACCAAT A GO O GACA GO T AGT AACCACT GCT CACGATACCACT GEGEAGT CAGCOGACTA

RGO AT RGO E AT I CGARACT B CT RO CRCOEOETATTIORCERTT

RO I T AR AT T OE I G ARCARCARGT FITFITACEIOFOGASTATGICR
sessssiirnrrrrrrrr e nrnrnreeeeen
eI T AR AT T OO G G AR ARCARCT CTT G ITACEIOGOCAGTATGICR

AT I I I IO GO AT O TART T I T CECACAT T IGATARCATICACARAR
PERrrrerrrrerrrrrrerrrrererrrnrrerrrnrrrrnrrrrrrnrrnrerenen
AT T T oI T o AT O TART ST T O CACAT O TIGATARCATICACARAR

AT AT T eI OO RAG I I CAGEEITT CEC T CAGCASTICECEECOGICATTIEST
trrrrrrrrrrernrrrrnrrrnrrernrrnrrrrrnrrnnrrnnrrrnnrrrnrenen
AR I T e I O A I ST CAGE I T T OGO ACCACT IO OEEIOROIATTRIC

AR T A OECCI TGO O CARTATITIGIAATTCAGGTAATTCTAGCAAGGT
PERrrrerrrrerrrrrrerrrrererrrnrrerrrnrrrrnrrrrrrnrrnrerenen
CGCARA AT CAGCGCECET TGO GCARTATTITCTAATTCAGGTAATTCTAGCAAGGT

TG AT T T OO AT O RATGEATARCGRAATAT CGAACCCECTARCEETATGARGEED
trrrrrrrrrrernrrrrnrrrnrrernrrnrrrrrnrrnnrrnnrrrnnrrrnrenen
T EAI T T O AT O AR T FRAT AR CEARTAT CERRCCOGITRARDEETAT FARGEET

BRI eI GO O AR T OO AR AT A E O R DR AT AR CAGTITOCACCRIC
PERrrrerrrrerrrrrrerrrrererrrnrrerrrnrrrrnrrrrrrnrrnrerenen
RGO I eI oG CART T EARRTAGI GG CACETAGEICAGTTITIIGATCAIC

T EA I eI A AR A AT GCT ST CARRGEECARRRROTAGATS
rrrrrnrnrnrerrrnnrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrnnnnnrnnnrnnrerrrnn
T AT e eI A A R A B O EA O RO T G T ST AR R GEECARR A R OCAGATS

SITTITCOGICAGAGIOET

frrrrrrrrererreen
GITTITCCEICAGRGTORT

dnaN 47
A GEL AR AR T AR AT OO AT O OO RATATTATTACI GOCGRTICIGCRCEIG
Aiasisiiiaiaiasasiiiaiazasisiaiazazasasiazazazazaca|(110111

AL EERGRT G OO I TACGIIITCICAFO AT FAGOCAGEOEOCCTBCROEIE

CRECEEEI T IO C RO I CARGTATAC AT CASTTCART CACEOCTITIACEOGECAT
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
ARG TIT O AT CARCCATACECAT CAGT T CAAT CACGOCITTACEOEECAT

AR RO ORI eI T AR A GAC T CCRGOEECATT GAGCACRCOECCAGROEEIE
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
AR RO AT TG T AR R CAC T CCAGOEECATT GAGCACRCOEOCAGADEETE

GO T G AACAGT GORCAGITCGCIGOCITCOGITICAARCAGCATACOGITTAR
Lrrrrrnrrrrrrnrrrnrerrrrnrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrrnrrrennrreeen
BT eI O ARCACT O CAGI TG I GO IT O EITICARRCAGCATACCCETITTAR

AT A A AT I AT GAG AT O A R AT E T ORI TCART CAGEOECTITCRT
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
AT A A AT I AT FARC AT CRAR R AT R O I TCART CAGEOECTITCRT

T EECCI RGO TARATTCAACTT ORI TT RO AT O CARGATTOGEERRATC
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
TG LA TARATTCRAA T TG I ITEOCAGT O CARAGATTOGEGEARATC

e AGE AT e TACAC A EACRA GO TACEECTAGARCECACCAGCAT OOEATD

TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
B EECACE AT T AR AT ACAR GO EEITACEECCAGARCECACTAGTATCOGATT

GOCTICCARCTGARCEECARTCTIC COCICOEEIRE GCAGATATCARAGAS
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
ST A AT AR O TR R T I OO RO O T OO A OO ECACARTAT CARACRR

T oA C eI ACT GO oI eI AT E oI CAGRARCOCTARDGIGIED
TEERERrrnrrrrrrrrrrrrrnrrrererrrrrrrrererrerrenrerrerereenn
T oo CRCE T AT FRCFC T F I AT F ORI FAGRARGOSTRROGIGIED

GRCCATCICCART

AERRERERRAR]
GACCATCICCAT

A AT ST T RO A ORI TACE ST OO ST OGO EI OO T OEEICIETATR
4384222884442 42442224442334443344433344233 4443 4442 3822238383

AT e AT EC AR AT eI T I ST G T OGO OO CECOCAT CECTI GAT EARRTOCTC

A A AAAAiAiAaiaiAAsaiassiiissiiisiiiasisiasiiisiizisiazaai)

TR e AR I I G I G AGEARAT CITTAACEICEECEEOEIECAGEIGATR

TR T oA CAR T G T I CT G oI O OO DO AT CETT GAT GARATOCICT
TERTEEr e e
TR T oA CAR T G T I CT G oI O OO DO AT CETT GAT GARATOCICT

AT AR T LRI eI GCRGEARRT CITTARC I OO ECRCECAGEIGATIR
TERTEEr e e
AT EE AR T eI eI I GCAGERRART CTTTARCFI CREIEECFCECAGEIGATIR

T I GO T ORI EACT OO TAC AR AGT EEATARRATTTITGEOCCOEECR
TERTEEr e e
T I eI T oA ARSI OO TAC AR AT GEATARRATTTTTZEOOCOOEECR

O CITI T AR ARG ARG T CAGET CASDD

TERTEEr e e
AT I T AR R AT ARG I CAGEI CAGCCAACGICICGATEEOEOEEITATCE

CEOCTCEACEEOETEEITATCS

AT AT A e OO EI I GAR T G GET GAT T AT AGTGECECARCRTOEEATT
TERTEEr e e
AT AT A E o eI I CAR T GO GE T GAT OO AT AGTEE O CARCATOCREATT

T T I TR I I I OO CRGECACAR RO EET OO FRAT T OO ARSI ZATICIGE
TERTEEr e e
T T I TR I I I OO CRGECACAR RO EET OO FRAT T OO ARSI ZATICIGE

TEACECCIGATECIGRACATIED

trrrrrrrenrrrrreereren
TEACEOCTGATECIGACATTED
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purk 12
EETIT I o ARCAR I T AT ORI T T eI I TR I AT CAGOGATECECIGATIECRACIT
L

ARG IACCAT AR T I CRCOEICRARATIIGFICAGOGATFCECIGATFCAGIT

I O eI I R R AR T T RO P RA TR E R EEDFITAGIEECATCEECIT
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen

I O LI RO AR AT T GO EAG RGO EEOGITAGOEECRACCEECTIT

TR AT OGO RGO TAC O AT O RAAT RO RO G ECAT CT G CACR AT ERAGTARRGED
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
TR AT e ARG T AT O A D e AAT BB oG ECAT CT GCACRAT CEACTARRGED

TAT R T A ACC ST T T T AC O ACE AT ACCGEEATCASIETIT

FErrrnrrrrrer=rrrererrrnrererrrererrenrrrrnrrrererrerrereen
TARTCCACEICEITIAS

T AR T AT T OO EECAGET e OO GO CE eI CGECRATART CATTIGAT
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
TR T AT T OO e e T AT e O OO G I IO OO OO CAATART TACTIGAT

AT eI I I IO CCeI I I OGO CAAG I CAACAGCITATCGECECIGOGAIGARTES
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
ATCCEITCICI IO CCeI I IO E ARG GRAACAGCITRATCGEEEEIGOCATFARIEE

AR RCCRCIT I ACAT G GO RACAT CCAGARTTICARARATITOGEOGEOGARTIGCA
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
ARRCCRCTTCIACAT G GO ERACATCCAGARTTICARARATTTCGEOEEOGARTIGEA

TEETAGICCRGICECT
trrrrnrrrrreenn
TEETAGICCRGICECT

thrA 3
R R R AT O AT AT CACAT AT T AT GO EEECITIACCGOCGETART

4384238442242222822344234443344422444433 4243444334232 8843

ARRA T AR TG GG IR ORI ART GEIT CCEACTATTCOEOCEOCCTECTICE
sasssssssssssssasilOIIILINIRARLRRTRARRR AR

I eI TTAC GG I RACT I T AR R TCTGEATT GACGT CRATGECETETATACTT
trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
I eI T I AT eI CACT G eI CARAT I GEACT CACCT CEAT GECCTETATACCT

G A e e AT GO EATE O CAGEC TG GAR AT CCATGICCTACTAGERAGTEA
trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
LR O O O A T GO A C O A E I CII GARAT CEAT CI CCTACCAGERAGCIER

TEEAART I TACT T OGO EC T AR AT O TT CACC T CETATCATAACEOTIATOEICD
trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
T AR I I AT T OO O AR AR T O T CAC T O CACCATAACGOCTATORICC

AT O AAT T eI I GATTAR AR AT AT TR ART TG AGEC S CAGCAATETICE
trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
AT ICCAGATCCCCI G CIGATTARARATACCEECARTCOGCAGECECCAGERACEITZA

TOEECECAT CCAGCRACGAT AT AR T TGO CGET TAAAGEEAT I I AACCTTAACAATS
trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
CEECECRICCRGCCACGAT AT ART TGOS ITARAGGEATCICIARCCTITARCRACA

T AT I ITAG I I OO G e AAT CARAGEEAT CATT EEEAT GETEEIEICEIE
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
TEECGRIEIITAGCEICICCEECCCEECAAT CAARGECRT AT I GERAT GECOEECIGIEIE

TIT I AT eI IO oEEEAT CI OIS G I CATTACOCAGICITICCICIC

FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
T e eI AT eI I O T eI I CEEI EEI GTICATITACOCAGICITICCICIE

AGTACAGCATCAGCTIICIGIGIGCOGCAGAGTIGACIGT

Trrrrnrrrrrrrrrrrrrrrererrrrrrrereren
ACTACAGCATCRGCTITCIGIGIGCCECAGAGTEATTICD

R AACACAR AT EEAT T ARCAGIECAT CEART OOEEI ORI EOREICITIASIED
Alisssitbssdddadidtditbsdtidiidddibbdddddidididitsdtddaadtdd

AR AT IO GAAC AR T CAC OO I CARGEEII GEARCCITAT CIGEETECCARR

TR A AR A R A R A O T T O CAR AR CACCGOCOECIGRAGGECIGEARCETTIAIC
assssasasaasaaipiirrrrrrIIRITIIIRTERIC IR RN
TG ECeARCECITCCI GARCGARCT GACCGOCECIGRAGGECIGRARCETIAIC

T ARAT T OO I GCCARACEITICICECICRAGGEEECRAGRTEOGCIGATIAC
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
TEEET AR A TT OO G ECCAR AT TTCICEC I CRAGEEEERAGATEOECIGATAT

AT GO AR A GACAT G T T O AT EO BT ARCAGCEECACT OGOCAACTEEIECIEE
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
AT GO AR A GACAT G T T O AT EO BT ARCAGCEECACT OGOCAACTEEIECIEE

trrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnrrrnrrrerrrrrrrrrrrrnrrrnrrrnnrrennn
AL EE AT eI T I CARC ST S I AT CARCETACI GECTARRR AR CICTACE

AT GO GAC AR I TGO ARG AT AR ACARCAT T G TACOGECRACCIGAAST
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
ATCIGITCGACEARTIT GO ARGTAT AR AGARCAT CI FEFTACOGECFACGIGRAST

ATCARCRTGEECITCICGICAGAT AT CRARACCEARGEOEEICIGEIICACCTIGEOGITER
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
AT CACATEEEITCI ORI CAGATAT CCAR RO CERAGECEEI CIGETTCACTIGEOETTIGE

CETITAAC AT AT T EEARRTT ST EAGC ORI ST GAT EEECT OO EOEIEDCT
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
CEIITAAC AT AT I GEARRT T CT CAGT ORI GEI GAT GEECIOOEIETEIECCT

GICIGGACAGATTIGEACGAACCGAGCAGCAACARRGTGTTGCCGAT CACTATICATEECE
FERRERrrnrrrrnrrrerrrrenrererrrnrerrrererernrrererrerrereen
LI R AR T e R C AR OO ACCACCARCARRCT CTTECOGAT CATTATICROEEEE

ACEICECEEIGATCEEICAGEECEIEEIICRE
trrrrnrrrrrrrrrrrrrrrrenrrreren

CECCECEEIGRCCGECCAGEEOEIGETICAT
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Muestra Salmonella 389.

aroC 11
A A A CEEAT eI TGO CCITIGEI GAT CAT CICGACTICIICACCCATCCGEITCEA

GITITTCCICOGGEACACGOGEATTACACCIATGAGCAGAAATACGECCIGOGCGATTAC

STTE GOSIGEITECICIGARRACOCIGDE
N S Y YT T 1T

SOCARGARATACCTEECEGARR AST TOGETATCEARATOCSCEECT SOOI GARCOCT DR

COET AT T T CATCECEATI CISEC T SOOECECACCSOCACCACST TARATOCTTOSCOEA
trrrrrrrnrrrrernnrrrrrnrnrrrnnnrrenrnnrrrrrrrrrnnnrrnnnnnn
COSTEATTTCATCECEATI CIGECT SCCECECAGOECCACCACSTITARATOCTTICECCEA

ToTCCACEOCITICAT O CATT SAT SO CAT CAGOECAT CESOEAT ST OOSCATOCASTC
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
IO ACEC T T T CAC DA TT AT BT CAT CRAGOECAT CEEOEATET OOSCAT OOASTO

T AR AT G T O CCAAGCCCI GO CEECACCCCECI CECCAT CACCEITACTIIICG
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
T AR AT G T O CCAAGCCCI GO CEECACCCCECI CECCAT CACCEITACTIIICG

OO GAT AT OO I CITITIT CAGC OGO CAT CAGTICEI CCAGCEOEI CARCTT
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
CECCGAIGEAGTCECOCICIII I I CAGCECECGCAT CAGI IO I CCAGOECGICARGTT

IEICCGCATOSGEEACARARGARCEGATIARGCICARCCIGACSOCAGICITTARTCICIR
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
IEICCGCATOSGEEACARARGARCEGATIARGCICARCCIGACSOCAGICITTARTCICIR

A AT GTCECCCAT TG eI CAGECAGCOECEEATTTOBATACOEARCITTITOCGOCA

trrrrrnrrrrrrnrnrrRrrRrnRrr R r ey
CEEAAT T OO CAT CIGECI CAGECAGOOECEEATTICCATATCGARCTTTTOOECOCA

Qo= 6

SETATTICIIGECEAT CECC oI SCoeCIACSOECAT OECCET TICACSOEOECARGARTD
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
SETATTICIIGECEAT O o T IS o oSO TACEOECAT OO T TICACEOEOECARGART

ST TR ACEET AR T OSRGOS TATT TOT SO T CATASSTETRAAT OOEOST TO
trrrnrrerrerrrrnrrnrrn e rrr e
I AT OO AT T AAT CECECAGECCCIATIT CIGCICATAGEICTAAT OCGOGICIC

COGGACGARA R A

trrrnrrnnrnnn
COGGACGARA R A

=

AT ARG AC I TART AT I T AR T T OO e o CAGET EOEOCAGRDECTCACT
Albsssbtssdtddliddditididtdididididbidddddidbdddbdbitddadddad

ORI I A AR AR AT I GETITI T CCITICACAGTACEOOEICECITTIIRCT

R RO AR T A OO A AT ACT AR AT ECI CACCATACCACTI GEECACT CAGIGR

A34248484848484844448 8883434384433 4448844434444444438343448434

R AT O AR G CRARCT GO ITEOEI OGICECECIATTITORIERTT

ARG T T R ARCAT I OGO I G TARCARCRRGOETICITACEICEOERAETATE
i R R R R RN R R RN RN RN RN RN RN RN RN RN
e AT I T AR AT T OGO eI G TARCARCR RGO ETI I TACEOOECEASTATS

CCAGCEC AT CECITCI TGO CCAT G AATGI I T T GCACAT CGI TGATAACATTCACA
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
A AT CE I T I T OO oGO CAT O T ART ST TTIGCACAT CETTGATARCATTICARCR

AR AR T R T T O T O AR I FI CREEEITI ORI CAGCAST T ORIEEIOEICRTIT
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
ARRR TR T ORI e AT CICAGEEITI OGO CAGCAGTTOROEECOEICATT

GOCACGCARRAT AT ITGCCCGCAATATTITGTAATTCAGEGTARATTGTAGT
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
GCCACGCAARATCAGCEOECCTITGOCCGCAATATTITGIAATTCAGGTAATTGTAGCAR

GECITCECI AT T CCCRAT CCAATGRAT AR CGARTATCCAACCCGCTAACGETATGAAG
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
ST T CECI AT T T ORI O AR T CRAT ARCEARTATCCGRACCOCITRARCCETATGRAS

R R E O I eI PO e T AR O TR RAR T AT EIEETRRTETAGETCAGITICEATS
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen

RGO T I OO ART OGO RARTAGOECEE AR AGECCAGTTTIORACT

ATOCCECTEEAGCTEEROETCACT CECCRCEECEIECICI CGARAGEET TCRZ
FErrrnrrrerernrrrrrrerrrrrrrererrenrrnrrrrnrrrrrerrenrereen
AL eI A I eI AT AR R e CAC GO EI T ICI CARAGEECAARRACIAS

ATCEITITOCETCAGAGTIORD

frrrrnrrrrrernrerern
ATCFITITOCEICAGATICOET

dnaN 10
OGO EEAATT T CI CATT CGAGAGGATTGOOGCGOGEECARACGOCTGCITGAGGATATCG
ATGEAGATGEI OGCECECEITACGCITICI CAGOCGCATGAGCCAGGOECCACTACCGTE
ECTITCOCAGATGTIITATOOEEATTICOTITOGECAG CECERACGEETAATOOEECERARAE

CRED

COEECECEEARAT T O I T T ATAT I SO OSSO T I GOOEEAGEEOECSEAGATTISOOETT

CERCCATCCACCAGCI T CEAGETARAGATAR A ST CECOGACS T EOECSCEEATATIATTA

CAGIIGEARGECGATCEEAT GCIGEIGCEIICIGECOSIAGCOECITICICECISICIACR

CIGCCAATCISCACECECAGOGEFIIIICECOEOCEICGAGCATACGCATCAGTIICARTT
ascasassgprrrrrrrrrrrrErITIIAICACACAE AR RRERRREIRR LR
I I eI G AT CACC eI TII CEC OO I CCGAGCATACGCAT CACGITCARTT

ACECCTTTACEOEECACRRT A A ST BEC T EEETAR ACACSCTTOCRSOSSCATTEAS
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
ACECCITTACGCGECACART CACCEAST GEC I SEETARAGACECITOCASTSSCATIGAS

CACACCECCACAC ST GECCE T OGET OSCCACAST SOSCASTICECTACCITOOSITICR

(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
CRACRCCECCASAC ST GECCE I OGS T OECEACAST SOSCASTTOECIACCITOCOSITICR

ARCAGCATACCESITIARGIAGTIAGOECACATCCIGATE CATCGARRACIGEEIOGECT
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
ARCAGCATACCEIIIARGIAGIAGCECACATCCIGATGFEOCATCOGARRACTIGEEIOGECT
T AR T A ECIT AT CEI GO I GCCECAGCETARRATT CAACTTCOGCITICGCCAGICE
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
ToRRTCAGECECTTOAT CET GE 0TSO e AGOETARRTTORARCT TOSCTTTSOCASTORS
TOARGATTCEE AR AT OO ECACECACTETACACAGOEAGARGOGECTACSSOTAGAR
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
TOARGATTCCE AR AT OO ECACECACT T ACACAGCEACARCCGECTACSSOTAGAR
CECRCCAGCAT CCGAT CECCI TOCARCI GARCEECART CTOCGCECOCTOOSECASEODE
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN

e AGAT AT A A AR A TT T OGO GO G ACEETACT GEOECCIGECICATEOEECIGA
(R RN RN R R R R RN R R RN R AR RN
e AGAT AT A A AR A TT T OGO GO G ACEETACT GEOECCIGECICATEOEECIGA
SRRRGCSTARCECEOEOERCCATCOTOCAT
frrrrrrrenrrnrnrnrrrErRnRE Y
SARRGCSTARCSCGOEOEACCATCIOCAT

hisD 32
GARACGTT AT T O OGO CAGACGCIACCGCCIGTAGAT GT GEARMCOCAGOCAGECGIC

AT T oA T eI CACAR T AT I I T ECI OO OGO CAT OECT GAT EARAT OIS

I T e A RGET T A eI OO T AT CI CT O T CT STATAT T OODEEOGECTICS
LGibsssbbssdtdididcditbdsdddididddbdbittddddddddbisddddadddnd

TR ORI eI T RO I ECAG AR R T CITTARC T OEEOEEOEOECAGEIERATT

BTG I T I CRRCGEI GCI AT ECIGECRACEICEECECECRTTGOGECRIGICAS
4242s22222222222222228222002220222 280 2822222 1111101110111

I I eI T e RGO GACT COCTACC AR RCT CEATARRRTTCOGECRICICAL

ARG AT IO GG T I O oo oo oA CE T I GAT GARAT CCICIAT GOGECRCARTIE
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
ARG AT I I GG OGO CAT O I GAT GARAT OO CIAT GOGECECAATIC

T eI G CAGEAR AT TITI AR CEI OGO EECECECAGEIEATT ROTEITTISECCTIC
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
T EECEICCAGEAR AT ITTARCET CEECEECECECAGECEATTECCECICIGRECCTIIC
SECABIEN RCCGRARGIGERATARARTITTITEECCCOEECRACEOCTTITISTIARCIT
Lrrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrernrerrenn
AR T OO eI AT AR R CT CEAT AR ARTTTTT GO ECAROGOCTITICTIARCT

ARG AR GO T CAC I CAG O AR T I CEACEEIEOEECIAT CEATATGOCIGICREES
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
ARG CAACCET CAGCI AT AR T CI CEACEEIEOEECTAT CEATATGOCIGICEEE

T oI ARG AT eI AT OGO O ARG CARCACCEEATITOGIOEOST I ZAD
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
T oI GARGI AT G I AT OGO ARG EECECARCACCEEATITOGICGOEICIGAD

SR I OO A GEC AR AT A DT CCEEAT T O CAGET AT I GTIGADEOCIGAT GIT
Lrrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrernrerrenn
AT T O A G A AR A eI OO E AT T O CAGEI CAT CCI G GACGOCIGATECT

AR T o AR I e ARG T eI AGAAC I CARCT EEOEEARCIGOCORCECRCE
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
EACATT o ARG I e ORI AGRACCI CAACT EEOEEAACIGICRIECECE

AR A G R T ARG T O T CT AT T CT EACCARAGATITAGIECAS
TRERERTEnr e ererererernrreerereen
R R AT A O CAGT O CT AT T CT EACCARAGRTITAGIRECAE

EOETC

RRAN]
TSI

XXiv
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ARG EAT ARG CE eI IO OO O GG rAGTATICGGOCCARTIGOCCEITEC
AAMAMA444484040404040444440444040408484848d8da0ad8d808080884

ARG ECTACCAT GCART IO CARATITITGRARTICIGEAT I CCOECRT

CERGRRCECRRRCTITECITCATAGOET OO OEERT CEEERTITICCARARCTITCRIC
Sasasasasa2a82222223223223232222223222223a323a3a3a3a3a8a8a8aa0an

CECC

CRTGTAGRRGIGEITTIOCECOCATORD oE
GETITECECITI GO ACT oG AATE I T AT GCAGTICOEO IO TEIIGOEICAS
e i E R R R R R R R R R R R R AR AR AR AR
G ERACACRACEEATAT I O AR T E I ICAT GCAGT ICOGOEICETEIIGIEICAS

AT IO E I GO ARSI C OO I TAGCGCTACCEECITTACCGRATOGOCAGLGTACT
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
AR LGOI GCCAGCACT GO ECeITAGCEETACCEECITTACCGRTOGOCAGOGTIALCT

RO EART OO AT CI G C AT AT BEACT AGRGECTAT CCACRCCECTTASDED
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
ARG EART OO AT CI G T AT GAT BEACTAGRGECTAT CCACACOECTTASDED

R R T OO OO IOt ART AR T CACT T GATAT COGT T I CTICOGICET
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
R R T E eIt ARTART CACTTGATAT COGTTIT LTI CORICE

T ARG I AR AT TAT O eI E AT GEEOEERARACCRCTICTACATZEIE
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
T AR I AR AT TAT e T SO AT GEEOGERARACCACTICTACATZCIE

CEEERCAT CCAGARTTT AR ARTTTOGECEEIGARTTGCATGFTAGTICAGICECT
trrrrnrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrrrrrrrrrrnrnrrrnrrrnnnrrnnenn
CEEER AT AR AT T T AR A R AT TT e EARTT ECAT GETAGTCCAGTICECT

thrA 4
I AT GATI AT O G ETAGAR A R A TT T GEOGE I GEEOCATTACCTIGAATCTAD

4384238442242222822344234443344422444433 4243444334232 8843

FI ORI AT TR AR T ORI OO TAT T OGO CAGOCAGAT OO CAGTIGAICATAIC
4344438488888 888223848434843444434448384443444434443844884444
ERCIGCIGIEARAT I GEACTGACET OGAT BT CTATACCIGIGACCCACEICASEIC
AT AT G eI T T AT e T AAT CRARA A REECT CAACT ST GETECIGEEI0ST
fiisisiasssiiiaiiiissssisasisiaiazasassazazazaas (1010101011

R R eI eI CAR AT O AT ET O T AT CAC ARG CAT CEARCT ECTIGEEICET

ARG T ORI AT T OGS I eI GG CIGITTACGOGLTGACTECIGIGRA
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
AT I T AT AT T ORI O eI eI GO CIGITIATEOETIGATIGTICIGAR

ATCIGEACIGACCICCAT GO CIATACCIGIGACCCACEICACCIGOCECACECCAGE
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
AT Al CACCICCAT GEOCI CTATACCICI GACCCACCICAGCI GOOCCRACEICAGS
CIGCIEARAT AT T T ACCACEARCCCAT GEAACT CICITACTTOGECECCRARRGTC

FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
CIGCIGARAT CEAT T CCTACCAGEAAGCGATGEAACT CICITACTICEEOECCARRAGTC

T R T e RO AT T AT AT OO O ARSI TOCAGAT OO CCT I CTGATTARRRRT
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
LT R T RO AT TAC T AT OO O ASI T CAGAT OO CCTSICT AT TARRRRT

A AR T ARG E O A E AR eI GAT O ECAT CCAGOEACEAT CGATAATCIE
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
A AR T oA E O A EAR eI GAT OGECECAT CCAGOGACEAT GATAATCIC

SO EETTARARGERRT CI T ARCCITARCARCAT GEOCRT SITTAGOGICICOGECOCEEER
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
OO TARAGEEAT CICTAACCITAR R ACATEECEATEIITAGCEICICOEECCOEEEA

trrrrrrrrrrnrrrerrrrrerrrnrrrrrrrrrrnrrrrrnrrrnnrrrnnrrennn
AL AR AT A T S AT SO e O o eI eI TI I OO C I AT I CI ORI IIREEREATIC

TG GCICATTACCCAGTCCICCICIGAGTACRGCATCAGCTICIGIGI GUCECRTE
FERRERRrnernrnrrrerrrrrnrererrrererrenerrenrerererrerrereen
T eI AT T AT AT OO I O I TI GACTACAGTAT CAGTITICIGIGIGICECAR

AGTEACIEC
RERRRNRY
ARTREACTRC

SucA 13
AGCACCGAAGAGAR R CGCIGGAT CCARCAGOECATCGAATCCGE
eiiiiiiiisisisies

AR R eI T I GAR AT I AT OO I CARCEECICEARCEITAT CIGERIGTCARR

sssssssaaa ssssssssssssssssas

I AT A GAR R A R A O T T LI GARCGAC T I AT LI GAAGGECTGEAACTETITIAT
aessassssssciirrnIrIIIITINIRNICIRRRLIRILIRRRR RN

oA I AR A CACAT eI IO CCAI GOGEET AR SCACTCEORARGIGEIGTIC
Prrrrrrrerrrrrrreerrrrrrrerenrerrrrrrrrrrrrrrnrrrrernrreen
oA I AR A CACAT eI IO CCAI GOGEET AR SCACTCEORARGIGEIGTIC

FEErrrrrnrrrrrrnen e rrrrrereneerrrrrrrnrrrenrrernrereeen
BRI EC AT G T TG I AR CCI GIT CAT CARTETACT GECTARARARITETAR

GATCIGTITCGACGAATTTGCCGETARGCATARAGAACATCTGEETACOGEOGACCTIGARG
Prrrrrrrerrrrrrreerrrrrrrerenrerrrrrrrrrrrrrrnrrrrernrreen
GATCIGTITCGACGAATTTGCCGETARGCATARAGAACATCTGEETACOGEOGACCTIGARG

TATCARCAT G T I O T CAGATAT CEAR A DO EARGECEET CIGETTCACTIGEETIE
Prrrrrrrerrrrrrreerrrrrrrerenrerrrrrrrrrrrrrrnrrrrernrreen
TATCARCAT G T I O T CAGATAT CEAR A DO EARGECEET CIGETTCACTIGEETIE

EOETTTAAT AT O AT I EEARRTTET CAGCOOEET ST GAT BT OOSTEOEIEDT
Prrrrrrrerrrrrrreerrrrrrrerenrerrrrrrrrrrrrrrnrrrrernrreen
EOETTTAAT AT O AT I EEARRTTET CAGCOOEET ST GAT BT OOSTEOEIEDT

T IR AR T A AR CEAGCAGCAR AR AT ST TGO CGAT CACTATICADEED
Prrrrrrrerrrrrrreerrrrrrrerenrerrrrrrrrrrrrrrnrrrrernrreen
ORI EEA ARG TR AR CEAGCAGCARCARACT ST TGO GAT CACTATICADEED

CRCECCECEEIGACTEEOTAGEETEIGEITCRE
Lrrrrrrrrrrrrernrnrrrrrrerereen

CECCECEETERCOEEOAGEEIET EETITCAS
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Muestra Salmonella 384.

aroC 230
T ACACAC AT O GE oGO IIIGEI AT CATITCGACI TCITCACCCAT OOEETTIA
EIIIII I O GEEACACECCEATIACACCIATCAGCAGRRATACEEOCIGOEIGATITAT
AT A I O G eI AT AR T G CI GEAGETAGEITI CAGC GO CATATGOGOCACRRTE
I eI A I I I I OO O T AR R OO AT FOCOCTAGCGECAGEEECOGATD
eI TGO oG A T AT GO CACCGAGEAT GO OGO CGECGIGETIGCICIGAARACCCTED

AR AR T A T AR R A ST T O AT A R AT OO EET TR T EAGRASIITED

ECCFIEATI I CAT OGO EATICI GECI BOCECECARCEOCACCACEITARRTCCITORICE
TRRrenrrerrnrrenrnrrenrnerrrererrnererenerrnrnerrnrrenrennnn
ECCFIEATI I CAT OGO EATICI GECI BOCECECARCEOCACCACEITARRTCCITORICE

AT Ao I T T CAC AT T AT ECI CAT CAG O ECAT GO EAT G TOOECAT CCACT
Terrrnrrnrrrrrnnrer e rerrrrrennrerrerrnrnnrrnrnnrnn
AT O RSO CIITCAC O AT T CAT GCI CAT CAGCECAT CEECEAT ST COSCATOCAST

ST AR AT AT eI T OO AR GO I B OO e CACAC ORI CEOCAT CACO ST CACTITIC
Terrrnrrnrrrrrnnrer e rerrrrrennrerrerrnrnnrrnrnnrnn
CECT CARARTACCEEITCEOCARGCCCTGOCEECACACOFCTCGCCATCACOEICACTITIC

ECE AT G FACI CACCCICITITI I CAGC ORI CAGTI TOFICCAGOECGT CARGT
TRRrenrrerrnrrenrnrrenrnerrrererrnererenerrnrnerrnrrenrennnn
ECE AT G EACI CACCCICITITI I A OO CAT CACT TOGI CCAGOEOCT CARET

T oA T e AR A R CA A O AT TARGCT CAR OO GACEOCASTCTTIARTCICOD
Terrrnrrnrrrrrnnrer e rerrrrrennrerrerrnrnnrrnrnnrnn
TIGTCOGCATOREEED CAACGEATTARGCICARCCIGACEOCASICITIARICICT

AR AT T O AT T e T ORGSR A DO O AT TTORAT SO OEARSTITTOOEDD
TRRrenrrerrnrrenrnrrenrnerrrererrnererenerrnrnerrnrrenrennnn
AECEERAT I OGO CCAT I GECTI CAGECAACOGCEFATTIICGATGOCGAACTITICORIT

AEFTAITICI TR EAT OO I RO CCCTACEOECAT OO FEITICACEOEIEERARGAR
TRRrenrrerrnrrenrnrrenrnerrrererrnererenerrnrnerrnrrenrennnn
AEETATTICITGE AT OO I GO CCCTACEOECAT CEOGEITICACEOEOEERARGAR

T A AT AR T O E oA CETATIT I G CT CATAGET START COECETET
Terrrnrrnrrrrrnnrer e rerrrrrennrerrerrnrnnrrnrnnrnn
ST oA A eI AR T OO e A SO STAT I T I B CI CATASET STARTOORDST ST

CCOFEACGRRARAC

(NRRRRRNRRRRAN]
COOFERACERARRR

n

hemD 252
CEITAT CAGOGACCITAATAT CI T GCCAGCCCAGT T CCCGEEOGAGET GOGCCAGACGIT

SR I AR A AR R ER T T eI TITI GO CCIT T CACACCACGOOET OGICITTIEIT

R L R R TR AT A DO R A RGO ACT AR CACT GCT CACEATACCACTI OEEEASTCA

4484838488884 4334433848884433842344443844484444444443844834444

R R T O RO R F AR AT GO CT GO O ICECECTATTTIORIGERTIT

PR ARG OO I T R RACAT I ORI G ARCARCRRBOSTITFITRACEIOEOERE
aeasssssssssspibrrIIIIILIAAICIRRRTIRRRRE R
e A AT TECARCAT T OO CECTEETARACARCARGOETTEITACECOEOERE
AT O R eCeCAT CE I I CI T OO GO o AT O ARTETITOGCACCTI CETTGATARCATT
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
TATGCCAGCECATCECIICIICCGCGOCAT O ARTEI TTOGCACCGICET IGATARCATT

CRACARRR AR T AT TG OO EAGCICICAGEEITI G CCAGTIAGITORIGEICED
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
R AR R R R T R I T O I ORI CT CAGEETTTORCCCACTASTTIORIERECDED

T o RO AR R AT TR RO EIIT RO ARTATTITISTARTITCAGEIARTICIA
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
T o RO AR R AT TR RO EIIT RO ARTATTITISTARTITCAGEIARTICIA

R ARGECIT ORI TI OO O AT CCART GEATARCERAT AT CGRRACODED CEEIAT
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
GCAAGECITOGCIGATT I CCCGATCCAATGEAT AACGAATATCGAACCOGCTAACGETAT

AR GEE AR T e CRAT OO A RAT ACDEOGEOBACECAGEOCACGITIC
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
ERAGEEC AT I eI e CRAT e O CARAT AGDEIGECRACECAGEICAGITIC

GEOCATCOCEII GEAEIT GEEIET AT GECGACGECCTGCICIGAARGEECARARA
FEErrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrererrrnrrrrrerererrrerrrrrerrereen
S AT O e I e A I G eI GAC T AR A RO RO RO CI ECI CI CARRGEECARARR

CCRGATCEITTICOEICRGOGICOED

frrrrnrrrrrrrnrrrrrernen
CCRGRICEITTICCEICAGOEICED

dnaN 38
CI AT I CGACAGEATI GO OGO CARACECCIGCIT CAGEATATCFCAGICICEITITIC

AT EERCATGEICEOECECCITACECITICICAGCCRCAT GAGCCAGEOECCACTACCEIE

CREATEITIATCC AT I I IO ACAR I ECCAC I ART COFEEARGFORACCATOCAT
4448284208 48428422828244842842248224822843248 448338428 4822828

OO ARATICITTGAT AT I RO RO I ROCFRAGEFCRCEFAGATITEICETT

CRECITCRAGET AR ACAT AR RGT OO CCAC I GO ECFEATATTATIACIGOCEAICTIC
Sasssssssssssssssassasassasssssssssssssssssssssssassazasa))]

R I TG RAR GO RAT CFEAT I GEI GCFIICIFEICCT ARCOFCITCICECTIEICICIC

RO CARCEFEITI T RO CACO I CCARCATAC AT CAGT TCART CACEOCTITITACG
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
RO CARCEFEITI T RO CACO I CCARCATAC AT CAGT TCART CACEOCTITITACG

O ACAAT A ART EE I G T ARRGACECI T CAGOEECATIGRAFCACACCEICAG
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
O ACAAT A ART EE I G T ARRGACECI T CAGOEECATIGRAFCACACCEICAG

A EEFIGEC IO T AR AT EOECARITOFCIGCCTITCOGITTCARACAGCATACT
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
A EEFIGEC IO T AR AT EOECARITOFCIGCCTITCOGITTCARACAGCATACT

GITTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGEECCATCGAARRCTGEEFICGCTTCAATCAGECE
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
GITTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGEECCATCGAARRCTGEEFICGCTTCAATCAGECE

CITCATCEIGECCIGCGEECAGCETARATI CAACTIOGCITIGOCAGIOFICARGATICOEE
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
CITCATCEIGECCIGCGEECAGCETARATI CAACTIOGCITIGOCAGIOFICARGATICOEE

CRARTCEECEECAGECAGCEIACATAGCRAGRRGIGECT ACGECCAGRACECACCAGCAT
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
CRARTCEECEECAGECAGCEIACATAGCRAGRRGIGECT ACGECCAGRACECACCAGCAT

COEATCEC I T CCARCT GARCEECART CT COECECCCICOEECAGECCOFCEECAGATATC
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
COEATCEC I T CCARCT GARCEECART CT COECECCCICOEECAGECCOFCEECAGATATC

ARACARTTI OGO CEECACEEI AGI GFCECCIGECICATGUGEC I GACARRGOGETARD
Prrrrrrrnrerrenerenrererrnrerrnrrrnrrnrnrnererrerenrererennn
ARACARTTI OGO CEECACEEI AGI GFCECCIGECICATGUGEC I GACARRGOGETARD

GOGCECGACCATCICCAT
frrrrerrererrnrnnn
GOGCECGACCATCICCAT
hisD 427
AR ETT o AT A GO ARG CTAC OGO CI CTAGAT T &5 CCOCAGOCAGEOGTIGDE

AT GO ERT RO AR AT R T T CI T ECI OO CAT O CT GAT GARATOCTC

TR CRCETTAC GO eI OGO I CIGI O EI CT STATATT OOOERECEECTORED
ALl AAALAAAlhAL il AAAstdlidbdiddddddddbdbidddadbdadbdnaddd

TAT AR T I eI eI G AR GRRRT I TTARAC ST OEEOEEOECECAGEDGATT

G oI T oI AR T T AT BT GE AT O OGECEOECATTEOREEAT BOCAGAR
Aiiiiiiisaiisisiiiisaziiisisiacazazacscacac 1 (0IIIIIITITT0

ST T eI T oG A AT OO T AC O EARACT EEATAATTECOREEAT EOCAGAR

GETEEI T oI eI oo OO AT T AT CARAT OCI CTAT SOREOETARCTI TS
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
GETEEI T oI eI oo OO AT T AT CARAT OCI CTAT SOREOETARCTI TS

T RGEARAT T TTAACET OO EECEOECAGECCEATTEOOECICIGEDITITIORS
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
T e ACEARAT I TT AR T CER OO CAGECEAT T EOCECICIGEOCTITORS

CAGCGAGT CCCTACCEAARCTGEGATAARATTTITGGCCCCGECAACGCCTITITGIAACTGA
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
CAGCGAGT CCCTACCEAARCTGEGATAARATTTITGGCCCCGECAACGCCTITITGIAACTGA

A AR eI ARSI AT AT T A GEOECEECIAT CRATAT ZOCTIZOOEEE0C
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
A AR eI ARSI AT AT T A GEOECEECIAT CRATAT ZOCTIZOOEEE0C

LI GARGIACT I GAT OGO CACAG TGO ECARCACTEEATTT ORI CGCEICIGACCT
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
LI ARG AT eI AT O OO CAC AR O oG AR A EEATTT ORI OEOEICIRALCT

ST T O A CE I CAG ARG eI OO EAT IO CAGE I GAT CCT GIT GACEOCTRATECTGR
PERRERTEnrrnerr e rrnrrrerrrrrrrrrrrrrrrerrernrerrerrrreereen
ST T O A CE I CAG ARG eI OO EAT IO CAGE I GAT CCT GIT GACEOCTRATECTGR

R T OO RRG eI GG RARE ORI ACARCEI CARTT ZEIERARIT ROOEOGOEOEER
trrrrrrrrrrrnrrrerrrrrrnrrrrnrrrrrnrrrenrrrrrerrrrnnnrrrenn
R T OO RRG eI GG RARE ORI ACARCEI CARTT ZEIERARIT ROOEOGOEOEER

R e A e O T RGO B AT OO T GAT T T AT AR R EATTTAGOEASTE

trrrrnrrrrrrnrrrerrrrrrnrrrrnrsrrrnrrrenrrrrrerrrrnnnrrrern
RO e OO AT O I RGO CAGT ORI CI AT T R GATCAR R GATTTAGOECACSIC

XXVi
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SRR AT A T ARG eI T O eI GO CAGTAT I OGECICARTICICNG
P O O O I O B R O O O PO D I B S P SR I R S R PP PRy

A AT TAC AT FLARTICFCOEICCARRTITITGARATICIGRAT GICOOECAT

TR AR AR R T T I T AT AR ET OO OGO EEAT ORGEATTTICCAGRADTT

438423842423 422222244233 242434424332 24232244334443324333a88332883

R EET T T o I T T R AT OO RAT GO I GAT CAGT T OCGCEICEIRIICNG
aassssssssasasasassstllININTIRTRARLEAR AR RN
B ERR R R R AT AT CAR I O AT FOFCI AT FCAGTI T OCRCEICETIEIIRIE

AR RT T e e eI EACTAGEEI G eI TAG I CECATOGECITTACOGAT OGO CAGIE
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen

TR A AR T F O e OO L AT I T ACART GEACT ARRGECTAT CCRCEIOEITIA
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen
TR AR AT RO F AT CT T ACRAAT GEAGT ARRAGECTATCCRACEIOEITIA

RGO IT I T AT A AT ACCEEEACCAGCETTITIT RGOS CARTOATIC
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen
SO AGCE I T I T AC e A ORI ACCEEEACCAGCETITITGCCECARTCATIC

e R T e I IO oo OO ECARTARTCACTITGATAT OOGIICICITICNG
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen
ORI R ICEFCARTART CACTTFATATOOGITICICITICNG

OO TT CeGCEAAGCIGARCAGI T TAT CEEEEET GUGAT GEECEEAAACCACTTOGATAT
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen

LA AT O AR ATTI AR R A AT TT OGO e CRART I GTAT GETAGCICOCAGTIORD
TErrrnrrrrrrrrrrrrrrnrrrrrrnrerrrrrnrrrerrererrrrrnernerenen
GETCECEEEACATCCAGRATTICARRRRATTTORECEECEARATTECATGETAGCOCAGTICED

T

|
T

thrA 209
TG T E e EE I AT TAC I T GART CTACCEI CEAT AT O CEEAAT CEACT OGOCET
3444384888884 38442284883834344423348484448444434443844384444

I eI ART eI T OO GACT AT T T GO OB ST TGO oCIGITTACEDETT

AT e A A AT OO OO AT CACAT AT OCT GAT GEOEEEATTITACIECIGET
Alisssstbssdtdididsdbtbsttidiidddibidddddidididitsdddddadidd

GRCIGCIGTEARAT I GEACT GACET OGAT BT CTATACCIGIGACCOOECETCASEIC

AR AR ARG AR GG GCIGEECCCIART G TCCOGACTIATICIGOORCOEIE
sassssssassssasasasaspirnnrrrIrIILIIAOAIA LRI
RO R E I G I CARACT C I GO CTART GETTOCEACTATICIGOORINCIE

AT T A ST ARG T B AT SO AT G T GARAT CEATCTIOCTACCAGGRR
FERRERRrnrrrrnrrrrrrrrrrrrrerernrerrrererrnrerererrerrerenen
AT IR OO eI AT RO A e AT ECT GARAT CEAT I OCTACCAGGRA

GOEAT AR I I TATI T O T GO AR R ST OCITCACCCTI CGCACCATTATEOCTATC
trrrrrrrrrrnrrrrrrrrrnrrrnrrrernrrrrrrrrrrnrrrrnrrrnnrrennn
PRI EERRCT I I TACI T O B ARAST OCTTCACCIT OGCACCRTTACGICIAIC

SO AT T AR OO I C T CI GAT T AR AR AT ACCEECART OO CACEOECCARERALE
FERRERRrnrrrrnrrrrrrrrrrrrrerernrerrrererrnrerererrerrerenen
AT I O CAGAT OO I T I AT T AR R R AT AC TG ECART OO CAGEORCCAGERADE

I AT eI T AT A GAT AT ART CT GO GEI TARAGEEAT CICIARCTITART
FERRERRrnrrrrnrrrrrrrrrrrrrerernrerrrererrnrerererrerrerenen
I AT eI oA A AT AT AR T CT SO OGS TARRGEEAT CICTARCCTITART

AR CRTGECEAT I ITAGC T I OGO EART CAR RCECAT CATT EERAT EEORECE
trrrrrrrrrrrrrrrrrrnrrrnrnrnrnrnrnrnrnrnrnenrnnnnnnnnnnnnn
AR AT ERT I I TR T I OO o OO EA R T EA A R EECAT BAT T EEEAT EEOREE

LTI T T R F T I OO E AT I ORI GET GCTCATTACCCRAGTIOITLT
FERRERRrnrrrrnrrrrrrrrrrrrrerernrerrrererrnrerererrerrerenen
LTI T I T oo AT eI I OO e AT CI CGET EET GITCATTACCCRGTOITLT

TCIGACTACAGCAICAGITICIGICIGCOECAGASIGATIIET
trrrrnrrrrrrrnrrrrrrrrrrrrrrreenrrrereeneny
TCIGAGTACAGCATCAGITICIGIGIGCOGCAGAGIGATICTC

SucA 216
R T AR R R A TR T OGO OO GAT I GG T CAGTATAT GCACAT CACCRR

AR RGO AA D AR T R AT O R CI GARGEEC T EEARCETTATCIGERCECCARA

RO AR AR AR AT R AT C AR AR E AT CRART COEEI OO OEECCTTITARTIEC

244884848884 3842448 8888840444434 4838448444434348448844334840348

T eI e ARSI I T I O I O ARG ERARAT GO I FATACCTAT GCIGARA

TR R AR A R A R O T T O I AR AR T GAC DR OO T GARGEE I GRARCETTAICT
aassssasaaipirrrrrrrnIIIIRITRECRACER RN rrnrenren
SRR T G T ARA T I T oI GAA TR AR T GAT TR TEARGEECT GEARCEITATIT

TR GO GAR AR CAT G T T O AT oG ETAACAGOEECACT OGO EARCT ST ECTGER
LEErrrrrrnrnrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrnrrrrrrererrrerrrrerereren
TR GO RRGREAT I T OO CAT oG ETARCAGIEECACT OGO ERARACT ERTIECTCER

BRI GECECACCEDE T O I RARA I ECI GAT CARC T ACT GEETARRRRRCCGTAGEA
LEErrrrrrnrnrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrnrrrrrrererrrerrrrerereren
BRI GG AR OE eI O I GAA I FCI GAT CARC ST ACT GEETARARARCOGTAGEA

TG TR GACI T IR G TAAR AT AR AR R AT I GEETACCGECGACGIGARGIA
LEErrrrrrnrnrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrnrrrrrrererrrerrrrerereren
TG TR AT IO G T AR R AT AR A A R AT I G T ACCCEECCAICIGARGIA

TR AT eI I O CACATAT CEAR A DDA R GEOEET CT EEI TCACTTAGOEITEED
trrrrrrrrrrrrnrrrrrrrrrrerrrrerrrrrerrrrrrrrrrrrrer=rrreren
TCACATGEECII I CEI CACGATAT AR A TR RGEIGEICIGEI TCATCTERCOECTEED

ST AR AT AT I AR A TT T GAGC OO EET ST AT SR OOSTEOETEOC0E
LEErrrrrrnrnrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrnrrrrrrererrrerrrrerereren
ST AR AT AT I AR A TT T GAGC OO EET ST AT SR OOSTEOETEOC0E

T GEACAGACT GEACER AT CACCAGCARACAR ACTETTGOCEAT CATTATICACEECGA
LEErrrrrrnrnrrrrrrrrrrnrrrrrrerrrnrrrrrrererrrerrrrerereren
T GERCRCACT GEAC AR COGARTAGTARCRARGT FTTEOCRAT CACTIATICACEECGA

CECCECEEICACOEECCAREECFIFRITICAR

CECCCCGEICACOEECCAGEECETIERTITICAT
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Muestra Salmonella Enteritidis.

aroC 5
AR AT I GG CITI eI GAT CATTI CGACTII CIT CACCCAT COGEITGATCET

FIIITI O OO EEEACRACEOEEATTACACCTATGAGCAGRRATACEEOCIGOEOEATTAT

T AT AT A A O A AT o e AT ST TSI ST AR R COCT EORO0ET
L N IEIITTITENEIY
SO AR R A T A I e O A R A R CT T O AT CEARRT OO OEECISCACOCIZOEO0ET
AT TT AT AT T oI eI OO TR CACCACETTAR AT OCTTOCODEAT ST

trrrrrrrrrnrrrrrrrrrrnerrrrrrrrnnnnnnnrrrrrrnnnnnrrrrrrnrnn
GATTTCATCEOGATTICICECTE TR CACCACETITARATCOCITO GARTCIC

A I T I CAC AT T AT I CAT CAC O CAT CEEOEAT EI CCECATOCACTOREIC
trrrrrrrrenrrrrrrrreererrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrernn
A CCITICACC AT T RAT LI CAT CAGCECAT GEECEAT FICCECATCCAGTIOREIC

ARSI OO I I T I I T CAG oSO CAT CACT I OST CCASOROST CARCTTTIZIC
trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnnrrr R rrnrrnrrrnrnrrrrrrrrrnnnnn
ARSI OO I I T I I T CAG oSO CAT CACT I OST CCASOROST CARCTTTIZIC
AT oA AR A A e A A TT AR T CA RO T EACEOCAST CITTART CICCASOED
trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrnnrrr R rrnrrnrrrnrnrrrrrrrrrnnnnn
CECAT O EACAR A AR RO EEATTARCCTCARCCTEAD

AR AT OO AT I eI A A OO AT TICGAT GOCEARCTITITOOEOCAEETR
trrrrrrrrenrrrrrrrreererrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrernn
ARTAT OO AT I EEE I ARG AR EOEEATTICRAT GOCEARACTITITOOEOCAEETA

TITCITEECEATOR IO CECTACECECAT CECEEITTCACGOEOEEARAGAROETOC
trrrrrrrrenrrrrrrrreererrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrernn
I I CEAT OO CI e G TACGOECAT CECEEI TTCACGOEOFEARAGRACETICC
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