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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 analítico que las instituciones de diagnóstico 

epidemiológico empleen para su identificación. 

 El presente estudio utiliza la secuenciación del ADN de muestras de 

bacterias del género Salmonella por medio de la técnica de secuenciación de 

nueva generación (NGS) a través de la plataforma Roche 454 GS FLX Titanium y 

el subsecuente análisis bioinformático de las secuencias obtenidas. Se generó el 

mapeo del gen ARN ribosomal (ARNr) 16S para determinar el género de las 

bacterias y se estableció un esquema de tipificación de secuencias multilocus 

(MLST) directamente en las secuencias nucleotídicas de fragmentos de genes 

constitutivos para la obtención de la serovariedad de las bacterias. 

 La identificación de las bacterias del género Salmonella mediante la NGS 

de ADN del genoma completo en conjunto con herramientas de bioinformática 

direccionadas al análisis de un esquema MLST proporciona un enfoque con 

ventajas superiores a los métodos convencionales. 
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Introducción. 

 Los microorganismos están ampliamente distribuidos en todo el planeta, 

algunos son benéficos, o al menos no producen ningún daño, otros son dañinos y 

producen enfermedades al hombre, los animales y las plantas. En relación con los 

alimentos hay microorganismos que ayudan en la elaboración de diferentes tipos 

de productos, no obstante existen microorganismos patógenos 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 pública, recientemente y en todo el 

mundo se ha constatado el aumento de su frecuencia, cambios en las causas 

predominantes y en la dinámica epidemiológica (WHO, 2013). 

 Las enfermedades transmitidas por alimentos obedecen a diversas causas, 

aquellas de origen bacteriano son las que con mayor frecuencia se reportan a 

nivel mundial. Debido a esta razón el estudio y control de los microorganismos 

causantes de las ETA es primordial.  

 Con el propósito de identificar oportunamente microorganismos patógenos, 

se han desarrollado una serie de metodologías para poder diferenciar un 

microorganismo de otro. Aquellas técnicas moleculares basadas en el análisis de 

los ácidos 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 tecnologías revolucionarias que provean información de los ácidos 

nucleicos ha permitido el desarrollo de las plataformas de secuenciación de nueva 

generación (NGS).  

 Salmonella es uno de los géneros más estudiados entre los patógenos que 

pueden ser aislados de los alimentos. La principal forma de contagio es la vía 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 económicas 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 

producción al consumo final. Un componente esencial de la vigilancia 

epidemiológica, es la identificación de los agentes infecciosos asociados a las 

enfermedades que representan riesgos a la población.  

 Es en este sentido de suma importancia contar con métodos y nuevas 

tecnologías que garanticen el estudio y el control de los agentes biológicos 

promotores de las ETA, no sólo con el fin de identificar al microorganismos en 

cuestión sino llevar la identificación a nivel de cepas para determinar el causante 

del brote infeccioso, detectar la transmisión cruzada de patógenos, determinar la 

fuente de infección y reconocer cepas particularmente virulentas de los 

microorganismos (Olive y Bean, 2009). 

 Debido a este motivo se estudia la implementación de un método basado 

en la secuenciación del ADN de genoma completo para la identificación de 

microorganismos, para proporcionar mayor precisión respecto de los métodos 

convencionales. Este hecho coadyuva a las actividades de identificación de 

bacterias patógenas que realiza el Centro Nacional de Referencia en Detección de 

Organismos Genéticamente Modificados (CNRDOGM) del Servicio Nacional de 

Sanidad e Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) para lograr la 

identificación y asignación 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 teórico. 

 

1.1. Enfermedades transmitidas por alimentos. 

 

 Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son el resultado de la 

ingestión de alimentos contaminados por agentes químicos y agentes biológicos. 

La contaminación de los alimentos puede ocurrir en cualquier etapa del proceso 

de producción de alimentos para consumo y puede resultar de la contaminación 

ambiental, incluyendo la contaminación del agua, tierra o aire. 

 La Organización Mundial de la Salud (WHO) plantea que la mayoría de las 

enfermedades por alimentos son de origen biológico, aquellas de etiología 

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 

población general, pero particularmente para grupos vulnerables, como los niños, 

los jóvenes, los ancianos y los inmunodeprimidos. 

 La presentación clínica más común de las enfermedades transmitidas por 

los alimentos toma la forma de síntomas gastrointestinales. No obstante, estas 

enfermedades también pueden tener síntomas neurológicos, ginecológicos e 

inmunológicos. Fallo multiorgánico e incluso cáncer pueden resultar de la ingestión 

de alimentos contaminados, lo que representa una considerable carga de 

discapacidad, así como de mortalidad (WHO, 2014). 

 

1.1.1. Epidemiología 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 preparación y consumo de 

alimentos y la contaminación fecal del agua y de los alimentos. Para la población 

infantil se añaden factores como la desnutrición, ausencia o prácticas inapropiadas 

de lactancia materna, peso bajo al nacer y un esquema de vacunación incompleto 

(SSA, DGE y SINAVE, 2012). 
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 Las enfermedades que potencialmente pueden ser transmitidas por 

alimentos en México, están asociadas de manera predominante a una 

manifestación clínica diarreica (Romero, 2002), lo cual constituye una amplia 

gama de padecimientos causados por diversos agentes etiológicos, para los 

cuales es necesario establecer los procedimientos de vigilancia epidemiológica en 

aquellos que representan mayores riesgos para la salud de la población (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 

Epidemiológica (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 país. 

 

 
Figura 1.1. Distribución 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 etiológico al que están asociados: 
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 ETA debidas a agentes químicos:  

1. Casos provocados por plaguicidas y clenbuterol (0.1%). 

 ETA debidas a agentes biológicos:  

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 distribución porcentual de cada una de las categorías sobre el total de 

los casos de ETA está representada en la Figura 1.2.  

 

 
Figura 1.2. Distribución de las principales causas de enfermedades de transmisión 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 

población, de estas aquellas del género Salmonella son responsables de la 

mayoría de los casos nuevos de ETA en el país (Figura 1.3). 
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Figura 1.3. Distribución de las principales causas de origen bacteriano de enfermedades 
de transmisión por alimentos (SINAVE, 2009-2013). 

 

 La vigilancia epidemiológica de las ETA cuyos agentes etiológicos son de 

origen microbiológico se complica por varios factores:  

 

 Muchos organismos patógenos transmitidos por el agua y los alimentos son 

contagiados de persona a persona lo que dificulta la relación de lo 

consumido con el padecimiento.  

 Una proporción de las ETA que son causadas por microorganismos 

patógenos 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 móviles (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 y 

muchos meses en agua (NSRL, 2010). Por esta razón son una causa importante 

de enfermedades transmitidas por alimentos en humanos.  

 La clasificación más 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 organización de las subespecies definidas 

para Salmonella enterica; la división en tifoidea y no tifoidea está basada en el 

síndrome de la enfermedad mientras que la diferenciación de los serovares 

depende de reacciones de aglutinación con antisueros específicos para los 

epítopos dentro de cualquier antígeno. Varias combinaciones de antígenos han 

provocado 1500 serovariedades dentro de Salmonella enterica subsp. enterica y 

1000 en las subespecies de Salmonella enterica restantes. 
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Figura 1.4. Clasificación 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 

más común 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 clínicas 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 estómago y 

después al intestino. Es generalmente contraída 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 transmisión. También puede producirse la 

transmisión de persona a persona a través de la ruta fecal-oral (Hernández et al., 

2011). 

 Típicamente, estas cepas causan gastroenteritis, lo cual a menudo no 

provoca complicaciones y no necesitan tratamiento, pero pueden ser graves en los 

niños, ancianos y pacientes con inmunidad debilitada. Las bacterias del género 

Salmonella pueden pasar a través de toda la cadena alimenticia, la producción 

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 vómito. El inicio de los síntomas ocurre de 6-72 

horas (frecuentemente entre 12-36 horas) después de la ingestión de la bacteria, y 

la enfermedad de 2 a 7 días (Uribarren, 2014). 

 Las dos serovariedades más 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 adaptación y patogenicidad (Hernández et 

al., 2011). 

 Una forma particular de infección por Salmonella en el humano es la fiebre 

tifoidea, la cual es causada por la ingestión e invasión intestinal de Salmonella 

enterica ser. Typhi, el cual produce infección sistémica (Benavides et al., 2012). La 

fiebre tifoidea es la causa más común 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 Typhi y Paratyphi son patógenos comunes 

en países en desarrollo. Salmonella se caracteriza por su antígeno flagelar (H), su 
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antígeno O (lipopolisacárido) y un antígeno polisacárido 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 últimos cinco años 

en México se han reportado alrededor de 50 mil casos al año en de fiebre tifoidea 

(Figura 1.5). Es relevante insistir, como se mencionó con anterioridad, que esta 

incidencia se basa primordialmente en una valoración clínica, sin que se hayan 

aplicado métodos confiables de diagnóstico. Esto implica, por tanto, un grado de 

incertidumbre en la estadística. 

 

 
Figura 1.5. Distribución 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 pública (WHO, 2013). 
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1.3. Clasificación de los organismos. 

 

 La taxonomía trata la organización de los organismos dentro de categorías 

o taxones para mostrar el grado de similitud entre ellos. Estas similitudes son 

debidas al parentesco existente, ya que todos los organismos están relacionados 

a través de la evolución (Tortora et al., 2013). La clasificación de los organismos 

es primordial, brinda un lenguaje universal para la obtención de información y 

permite la identificación de los organismos en diversos estudios. 

 La relación evolutiva de los organismos se puede establecer por medio de 

cronómetros biológicos como lo son las macromoléculas ribosómicas, en especial 

los ARN ribosómicos (ARNr). Este tipo de moléculas se pueden usar para 

construir un árbol filogenético para todas las formas de vida. Carl Woese, fue el 

primero en advertir la posibilidad de emplear el ARNr como instrumento idóneo 

para establecer relaciones filogenéticas.  

 Se han identificado tres líneas celulares filogenéticamente distintas a partir 

de la comparación de las secuencias del ARN ribosómico. Estas líneas evolutivas, 

conocidas como dominios evolutivos son Bacteria, Archea y Eukarya (Figura 1.6). 

Se basa en la suposición que estos dominios surgieron por divergencia a partir de 

un organismo antecesor común. El árbol filogenético universal determinado por 

comparación de secuencias del ARNr muestra dentro de cada dominio sólo 

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

 

 
Figura 1.6. Árbol filogenético de la vida. 
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 La capacidad de secuenciar ácidos nucleicos, incluso genomas completos, 

ha dado lugar a nuevos conocimientos sobre la clasificación y la evolución. La 

taxonomía también proporciona una referencia común para la identificación de 

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

 

1.4. Métodos de identificación de microorganismos. 

 

 A lo largo de los años se han desarrollado y empleado de manera 

sistemática métodos basados en las características fenotípicas de los 

microorganismos, ejemplo de éstos son los métodos fisiológicos, bioquímicos y 

serológicos. Recientemente han alcanzado un crecimiento notable métodos 

basados en las características genotípicas para la identificación y clasificación de 

los microorganismos (Sauer et al., 2008).  

 

1.4.1. Métodos fenotípicos. 

 

 Los métodos fenotípicos para la identificación de microorganismos se han 

basado tradicionalmente en la observación macro o microscópica de la morfología 

del microorganismo; en la tinción producida al aplicar algunos colorantes sobre el 

tejido infectado o sobre el microorganismo; en la determinación mediante pruebas 

bioquímicas del metabolismo celular;  en el desarrollo del microorganismo en un 

medio de cultivo especifico; en el caso de microorganismos patógenos, en la 

observación de los síntomas que presentan los hospederos; y en la reacción de un 

anticuerpo a la presencia de un antígeno (Rodríguez et al., 2009). 

 Gracias al poder de resolución alcanzado en el campo de la microscopía es 

posible la identificación de las partes estructurales características de una célula 

individual, aislar los componentes celulares y analizar su composición química 

(Montoya, 2008).  

 Las características de la pared celular son ampliamente usadas como parte 

de un esquema de clasificación bacteriana, puede visualizarse mediante una 

técnica de tinción de tipo diferencial, la cual se conoce popularmente como tinción 
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de Gram. Esta coloración 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 situación se presenta por causa de las diferencias 

estructurales de la pared celular de las bacterias (Montoya, 2008). La tinción de 

Gram, distingue dos grupos de bacterias: bacterias Gram positivas y Gram 

negativas (Tabla 1.1). 

 

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

Característica Gram positivas Gram negativas 

Estructura de la pared celular 
Monocapa gruesa de 
peptidoglucano. 

Multicapa delgada de 
peptidoglucano. 

Composición de la pared 
celular 

Baja en lípidos (1-4%). 
El peptidoglucano presente 
supone 50% del peso seco 
de algunas bacterias. 
Presencia de ácidos 
teicoicos. 

Alta en lípidos (11-22%). 
El peptidoglucano presente 
supone 10% del peso seco. 
No hay ácidos teicoicos. 

Requerimientos 
nutrimentales 

Relativamente complejos en 
muchas especies. 

Relativamente sencillos. 

Resistencia a la rotura 
mecánica 

Más resistentes. Menos resistentes. 

 

 La pared celular de los microorganismos contiene además proteínas y 

lipopolisacáridos (LPS), para algunos de estos componentes de la pared celular 

pueden ocurrir variaciones en la estructura molecular. Cada estructura diferente 

puede ser llamada antígeno. Un antígeno es una molécula que reacciona con un 

anticuerpo (NSRL, 2010). La diferenciación de cepas de microorganismos toma en 

cuenta tres tipos de antígenos: el antígeno somático (O), las dos fases de los 

antígenos flagelares (H1 y H2) y un antígeno capsular (Vi) (Achtman et al., 2012). 

 La serotipificación depende de una prueba de reacción a los 

microorganismos con diferentes anticuerpos para determinar cuáles antígenos 

están presentes. Basados en la detección de antígenos 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 propósito 

de la serotipificación es determinar, a cuáles de los más de 2500 serotipos de 

Salmonella pertenece un aislamiento específico.  

 Los serotipos de Salmonella son definidos basados en la estructura de los 

antígenos O y los antígenos H. Estos antígenos son detectados usando 

reacciones de aglutinación con antisueros generados de forma comercial, el 

antígeno O usa una suspensión de crecimiento a partir de una placa de agar 

mientras que los antígenos H usan una suspensión a partir de medios líquidos de 

cultivo. El serotipo es definido desde el patrón específico de las reacciones de 

aglutinación usando el esquema de clasificación de Kauffmann-White (NSRL, 

2010). 

 Estos métodos son útiles para el reconocimiento de una fuente común de 

microorganismos de un brote aislado, pero inapropiados para una asignación 

confiable de aislamientos de uno de 2500 serovares de Salmonella enterica 

(Achtman et al., 2012). 

 

1.4.2. Métodos genotípicos. 

 

 Los métodos genotípicos tienen múltiples ventajas, ya que permiten la 

discriminación del género, de las especies y de las subespecies de los 

microorganismos con precisión (Sauer et al., 2008). 

 Altos niveles de diferenciación bacteriana pueden lograrse de dos maneras 

diferentes. En un primer enfoque, son identificadas regiones del genoma no 

caracterizadas, altamente variables dentro de la población bacteriana. Para 

patógenos bacterianos, son populares varios métodos basados en este enfoque, 

por ejemplo, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la electroforesis en gel 

de campo pulsado (PFGE) y la ribotipificación. En estos métodos, las enzimas de 

restricción o los cebadores de PCR elegidos, son aquellos que proporcionan 

máxima discriminación dentro de la población.  

 El segundo enfoque usa la variación que está acumulada lentamente en la 

población bacteriana. Un método característico de este enfoque es la 
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electroforesis enzimática multilocus (MLEE). Aunque sólo un pequeño número de 

alelos puede ser identificado dentro de la población mediante el uso de este tipo 

de estudio, se alcanzan altos niveles de discriminación mediante el análisis de 

diversas regiones del genoma (Maiden et al., 1998). 

 No obstante, ha surgido un nuevo planteamiento, la tipificación de 

secuencias multilocus (MLST). MLST tiene ventajas superiores sobre MLEE 

debido a que se lleva a cabo la identificación de alelos directamente en las 

secuencias nucleotídicas 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, así como la 

diferenciación entre dos microorganismos puede determinarse por las variaciones 

en la secuencia de nucleótidos de ADN aisladas de cada uno de ellos. Esto se 

debe a que el número de diferencias en la secuencia es proporcional al número de 

cambios mutacionales estables fijados en el ADN que codifica esa molécula en 

ambos microorganismos.  

 Los métodos para obtener secuencias de ácidos nucleicos implican una 

combinación de biología molecular y de bioinformática. 

 

1.4.2.1. Secuenciación de nueva generación. 

 

 La identificación de microorganismos basadas en la determinación de la 

secuencia de nucleótidos a través de un segmento de ADN extraído de los 

microorganismos en forma directa o bien de una muestra que contenga el 

microorganismo en cuestión recientemente está teniendo un avance muy 

importante debido a: la especificidad (pueden detectar sólo 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 

diagnóstico en un menor tiempo y reducir los costos) de los ácidos nucleicos 

(Rodríguez et al., 2009). 
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 La identificación basada en la secuenciación del genoma de una bacteria es 

objetiva y posee mayor precisión que los métodos convencionales, especialmente 

para la clasificación de microorganismos inusuales (Petti, 2007). 

 La demanda de tecnologías revolucionarias que provean información del 

genoma puntual, rápida y a costos menores es cada vez más grande, esto ha 

permitido el desarrollo de las tecnologías de secuenciación de nueva generación 

(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 

amplía el panorama de la experimentación más allá de sólo determinar el orden de 

los nucleótidos. En términos generales las tecnologías de secuenciación incluyen 

un número de métodos que son agrupados dependiendo de cómo son preparados 

los ácidos nucleicos, la secuenciación de los mismos y de qué manera son 

analizados los datos (Metzker, 2010). 

 El flujo de trabajo para estas nuevas tecnologías procede de la siguiente 

manera: creación de la biblioteca; cuantificación de la biblioteca; amplificación 

mediante PCR de las moléculas de la biblioteca y la secuenciación de las mismas 

(White et al., 2009). 

 

1.4.2.1.1. Pirosecuenciación. 

 

 Una de las plataformas de NGS existentes en el mercado es la plataforma 

Roche 454 GS FLX Titanium, cuya química base se sustenta en la 

pirosecuenciación. La pirosecuenciación es un método no electroforético 

bioluminiscente que mide la liberación de pirofosfato inorgánico (PPi) 

proporcionalmente convirtiéndolo en luz visible usando una serie de reacciones 

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

 

1.4.2.1.1.1. Creación de la biblioteca. 

 

 La preparación del ADN comienza con la fragmentación del ADN genómico 

por medio de una nebulización con gas nitrógeno (N2). Posteriormente son ligadas 
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secuencias nucleotídicas (44 pb) específicas 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), 

además de una secuencia clave de reconocimiento (4 pb); las secuencias 

adaptadoras están diseñadas para cumplir funciones en los pasos de selección, 

amplificación y secuenciación del ADN. Una vez realizada la ligación de 

adaptadores, son seleccionados sólo 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. Cuantificación de la biblioteca. 

 

 Una de las técnicas empleadas frecuentemente para la cuantificación de 

ADN es la Reacción en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR). La qPCR 

está basada en la detección y cuantificación de un reportero fluorescente, cuya 

señal aumenta en proporción directa a la cantidad de producto de PCR en la 

reacción. La cuantificación del ADN se debe gracias al empleo de un termociclador 

que tiene acoplado un sistema de detección que es capaz de adquirir y cuantificar 

la señal emitida por el reportero al final de cada ciclo. La química de detección es 

variable, una de las más comunes es por agentes intercalantes fluorescentes, uno 

de ellos es SYBR greenTM 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 (Cortázar y Silva, 2004). 

 

1.4.2.1.1.3. Amplificación de la biblioteca. 

 

 Un número específico 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 emulsión 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 



Facultad de Química UNAM 
 

 
16 

 

la PCR (Rothberg y Leamon, 2008). El resultado será que cada perla tendrá un 

gran número de secuencias de la biblioteca idénticas y repetidas. Finalizada la 

amplificación de la biblioteca la emulsión es desecha con disolventes orgánicos, lo 

que permiten la liberación y purificación de las perlas de captura que contendrán 

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

 

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

 

 Para realizar la estimación del número de perlas de captura se emplean a 

menudo equipos que tienen su fundamento en el principio de impedancia en el 

conteo de partículas, éste se sustenta en el aumento de la resistencia producida 

cuando una partícula con baja conductividad pasa a través de un campo eléctrico. 

El número de intermitencias indica la cifra de partículas y la amplitud de cada 

intermitencia es proporcional al volumen de la partícula. 

 

1.4.2.1.1.4. Enriquecimiento de la biblioteca. 

 

 Para que la ADN polimerasa ejecute la síntesis de la cadena 

complementaria al ADN de la biblioteca unido a las perlas de captura en el 

proceso de pirosecuenciación se añaden cebadores complementarios al extremo 

3’, el cual se encuentra libre. Sólo aquellas perlas a las que el cebador se haya 

unido de forma óptima serán empleadas.  
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1.4.2.1.1.5. Secuenciación de la biblioteca. 

 

 La pirosecuenciación se basa en la síntesis 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 adición de un solo desoxirribonucleótido trifosfato (dNTP) 

a la vez a la cadena base en cantidades limitadas. En la incorporación del dNTP 

complementario, la ADN polimerasa extiende el cebador y pausa, la síntesis de 

ADN es reiniciada siguiendo la adición del siguiente dNTP complementario en el 

ciclo en turno; la integración de cada dNTP resulta en la formación de un enlace 

fosfodiéster y la subsecuente liberación de pirofosfato inorgánico 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 tamaño que las perlas de captura que 

contienen los fragmentos de ADN de la biblioteca. 

 

 

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

 

 Las reacciones involucradas en la pirosecuenciación, se llevan a cabo en 

un dispositivo conocido como PicoTiter Plate (PTP), el cual consiste en una placa 

con más de dos millones de pozos. Cada pozo tiene un diámetro de 44 micras. 

Las enzimas empleadas en la reacción, la sulfurilasa y la luciferasa, están unidas 

a perlas más pequeñas, que las perlas que contienen los amplicones clonales, de 
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tal forma que, sólo una perla de este tipo es capaz de prevalecer, no obstante 

varias más 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 añadirá uno o más dNTP dependiendo de la 

secuencia que actúa como molde y se emitirá luz con una intensidad proporcional 

al número de nucleótidos incorporados a la nueva cadena. El secuenciador consta 

de un sistema óptico especial que recoge el patrón de destellos luminosos que se 

emiten. Mediante el software del equipo de cómputo del secuenciador se 

interpretan estos patrones de luz y se generan unas gráficas que indican si ha 

habido incorporación o no de nucleótidos y su número (pirograma). El análisis 

bioinformático de la información resultante revela la secuencia final del ADN 

(Figura 1.9) (Metzker, 2010). 



Facultad de Química UNAM 
 

 
19 

 

 

Figura 1.8. Pirosecuenciación 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 secuenciación, múltiples bibliotecas diferentes de ADN pueden ser 

secuenciadas juntas en una sola región de la PTP empleando un conjunto de 

adaptadores diferentes (MID). Estos adaptadores poseen en su secuencia además 

de los cebadores universales (A o B) y la secuencia clave, una secuencia adicional 

única no repetida para cada uno de ellos (11 pb) lo cual determina la identidad 

entre una y otra biblioteca durante el análisis bioinformático posterior.  

 

1.4.2.2. Bioinformática. 

 

 La Bioinformatica es, en un sentido general, la disciplina que resulta de la 

aplicación de la computación, así como las teorías, métodos y procedimientos que 

le son propios, al ámbito de las Ciencias de la Vida. No obstante, no parece haber 

un consenso general entre los profesionales de la Bioinformática. Existen tres 

enfoques que representan hoy en día el objetivo de esta disciplina: el enfoque 

clásico dirigido a la simulación de inteligencia y vida artificial; el enfoque 

instrumental, derivado de la gestión eficiente de la información biológica; y el 

enfoque estructural, el cual define a la Bioinformática como la aplicación de los 

sistemas computacionales en la recolección, almacenamiento y análisis de la 

información biológica. Este último, el enfoque con mayor aceptación (Lahoz, 

2004). 

 En el estudio exclusivo de las secuencias de ADN, se realiza el análisis con 

la ayuda de software especializado de las secuencias de nucleótidos que 

constituyen el genoma de los seres vivos (Lahoz, 2004). La primera fase es la 

deducción de la secuencia de nucleótidos, para ello se realiza el ensamblaje o 

mapeo de los fragmentos secuenciados. En el primer caso se aplica en la 

secuenciación 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 secuenciación. 
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 Los secuenciadores devuelven secuencias crudas y es necesario eliminar 

regiones con mala calidad de lectura, nucleótidos que pertenezcan a adaptadores 

y nucleótidos que se encuentren altamente repetidos para evitar interferencias en 

el análisis. Todos los sistemas de secuenciación valoran la calidad de sus lecturas 

asignando un valor a cada posición, esta estimación del error es específica de 

cada tecnología y es calculada por el software del equipo. Para facilitar el análisis 

y la interpretación de los resultados, estos valores se suelen cambiar de escala a 

una escala normalizada y utilizable para todas las tecnologías de secuenciación. 

Una de las más 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 calificación de 20 en la escala Phred indica que existe 1 error por cada 

100 lecturas, bajo la misma línea, una calificación 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 cuáles solapan entre sí e identificar pares o 

grupos de secuencias comunes, estos son llamados contigs (Lesk, 2002). 

Finalmente el proceso de ensamblaje resulta en una única 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 análisis de las secuencias puede tener diversos objetivos más allá de 

conocer el orden de los nucleótidos, la identificación de homologías en secuencias 

de nucleótidos específicas es uno de ellos. 

 Las secuencias de ADN marcan la función de las proteínas en los seres 

vivos. Cuando más similares sean dos secuencias más similares tenderán a ser 

las funciones de las proteínas codificadas por ellas. Las secuencias de un mismo 

gen en un conjunto de especies serán más distintas cuando más alejadas 

filogenéticamente estén las especies comparadas (Andreas et al., 2004). Para 

contribuir al análisis de secuencias, existen bases de datos biológicos que 

incluyen recopilaciones de secuencias de nucleótidos, proteínas, genomas, 
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expresión genética, taxonomía, metabolismo, factores de transcripción, etc (Lesk, 

2002). 

 

1.4.2.3. Secuenciación del gen ARN ribosomal 16S. 

 

 Se han evaluado muchas moléculas como cronómetros moleculares y con 

ellas se han realizado estudios de comparación de secuencias con el fin de 

generar árboles filogenéticos. Debido a la probable antigüedad de la maquinaria 

sintetizadora de proteínas, 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 tamaños de 5S, 16S 

y 23S. Los ARNr bacterianos contienen varias regiones de secuencia altamente 

conservada que resulta útil para obtener alineamientos de secuencia apropiados, 

pero, al mismo tiempo, la variabilidad de secuencia suficiente en otras regiones de 

la molécula para servir como cronómetros filogenéticos (Madigan et al., 2003). 

 El uso de la secuencia del gen ARNr 16S para estudiar la filogenia y 

taxonomía bacteriana ha sido el gen constitutivo más usado comúnmente por un 

gran número de razones. Estas razones incluyen su presencia en todas las 

bacterias, a menudo existen como una familia multigenes u operones; la función 

del gen ARNr 16S no ha cambiado con el tiempo, sugiriendo que cambios 

aleatorios en la secuencia son una medida más precisa de la evolución (Janda y 

Abbott, 2007). 

 Uno de los usos potenciales más atractivos de la información de la 

secuenciación del gen ARNr 16S es proporcionar el género y la identificación de 

especies de los aislamientos que no pueden ser reconocidos con perfiles 

bioquímicos o por taxones que son extrañamente asociadas con enfermedades 

infecciosas humanas. 

 Muchos resultados a la fecha sugieren que la secuenciación del gen ARNr 

16S provee la identificación del género en más 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 resolución de estos problemas taxonómicos 

(Janda y Abbott, 2007). 

 

1.4.2.4. Tipificación de Secuencias Multilocus. 

 

 La tipificación de secuencias multilocus (MLST) es una herramienta 

empleada para la identificación de grupos de aislamientos de microorganismos 

que están relacionados genéticamente. Se trata de un enfoque basado en las 

secuencias de nucleótidos de múltiples fragmentos de genes constitutivos (Picó, 

2012).  

 Se sugiere que MLST correlaciona con un serovar, salvo algunas 

excepciones. Los esquemas de MLST son esfuerzos comunitarios, ya que la 

información está disponible públicamente en línea 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 análisis del 

serovar Typhi y subsecuentemente probado con 110 aislamientos de 25 serovares 

de Salmonella enterica subespecie enterica. Los análisis fueron usados 

posteriormente en la asiganación 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 antibióticos 

(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 Proteína que codifica Función de la proteína 

aroC Corismato sintasa 

Cataliza la reacción para obtener corismato, un 
importante intermediario en la vía del ácido 
siquímico, una ruta común de biosíntesis de 
compuestos aromáticos (Bolívar et al., 2013). 

dnaN 
ADN polimerasa subunidad 

beta III 
Implicada en la síntesis de ADN. 

hemD Uroporfirinógeno III sintasa 
Cataliza la síntesis de uroporfirinógeno, 
intermediario en la biosíntesis de hemo. 

hisD Histidinol deshidrogenasa 
Cataliza los últimos pasos en la vía de 
biosíntesis de la L-histidina. 

purE 
Fosforribosil aminoimidazol 

carboxilasa 
Implicada en la síntesis de nucleótidos 
purínicos (Devlin, 2006). 

sucA 
2-oxoglucatarato 
descarboxilasa 

Cataliza la descarboxilación oxidativa del 2-
oxoglucarato a succinil CoA y dióxido de 
carbono, una reacción clave en el ciclo de 
Krebs. 

thrA 
Aspartoquinasa bifuncional 

I/Homoserina 
deshidrogenasa. 

Involucradas en la catálisis de la vía 
biosintética de la familia de aspartatos de los 
aminoácidos. 

Para lograr la caracterización 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) común y ST que comparten todos los alelos a excepción 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. 

Además, muchos ST que contienen múltiples aislamientos, diez o más, también 

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

relacionados genéticamente, algunos eBG exhiben una única relación con un 

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

alineamientos cuyo serovar es desconocido). 
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Figura 3.9. Árbol 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 árboles de ST 

conectados por el número de alelos compartidos (Figura 1.10). Cada círculo 

corresponde a un ST, cuyo tamaño es proporcional al número de aislamientos. La 

topología del árbol 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 vínculos 

de seis alelos idénticos compartidos se presentan con una línea gruesa; aquellos 

con cinco alelos compartidos se muestran con una línea delgada. Los eBG se 

indican sombreados y el serovar asociado se ha marcado para los 28 serovares 

más frecuentes. Dentro de cada ST, los aislamientos de diferentes serovares o 

para los cuales la información es insuficiente se muestran en blanco. 

 La base para sustentar la existencia de eBG es la fuerte correlación ente la 

serotipificación y las asignaciones de eBG para múltiples eBG. Sin embargo, 

existen discrepancias entre serovares y eBG, que en principio, podrían reflejar 

errores en la serotipificación o en la secuenciación de nucleótidos para MLST o en 

ambos. Debido al potencial discriminatorio de MLST, muchas de las discrepancias 

se han resuelto con nuevas asignaciones de serovar que deberán ser 

implementadas de forma gradual. Dada esta inferencia, puede ser viable 

remplazar la serotipificación por MLST para propósitos epidemiológicos de rutina 

(Achtman et al., 2012). 
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2. Objetivo. 

 

2.1. Objetivo general. 

 

 Verificar el género y la asignación de serovariedad a muestras de bacterias 

del género Salmonella por medio de la secuenciación de su genoma, a través de 

la utilización de la secuenciación de nueva generación y el uso de la herramienta 

de análisis de tipificación de secuencias multilocus. 

 

2.2. Objetivos particulares. 

 

A. Realizar la extracción de ADN íntegro de células bacterianas. 

 

B. Generar y cuantificar las bibliotecas de secuenciación óptimas para la 

plataforma Roche 454 GS FLX Titanium. 

 

C. Llevar a cabo la amplificación clonal de las bibliotecas de secuenciación a 

fin de establecer las condiciones adecuadas de ADN en el proceso de 

secuenciación. 

 

D. Ejecutar la corrida de secuenciación de ADN bajo los estándares que el 

protocolo determina. 

 

E. Efectuar el análisis bioinformático de las secuencias generadas en la 

corrida con el propósito de asignar el género y la serovariedad a las 

muestras de bacterias Salmonella. 
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3. Metodología. 

 

3.1. Estrategia experimental. 

 

 

Figura 3.1. Diagrama de estrategia experimental. 

 

3.2. Materiales y métodos. 

 

3.2.1. Selección de bacterias del género Salmonella. 

 

 Se analizaron 5 muestras de bacterias del género Salmonella provenientes 

del cepario del Laboratorio de Diagnóstico para la Detección de Organismos 
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Patógenos (LDDOP) organismo perteneciente al SENASICA. De cada una de 

éstas se recibieron 5 alícuotas en microtubos de 1.7 mL en forma de células 

(resuspendidas en 200 µL de buffer PBS con una concentración aproximada de 

1x109 células/µL) o el ADN previamente extraído (Tabla 3.1). Una alícuota de cada 

muestra fue empleada para el proceso de secuenciación 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 

Células Salmonella 389 

Salmonella Enteritidis 

 

3.2.2. Extracción y evaluación del ADN. 

 

 Para la extracción del ADN de las células bacterianas, se empleó el kit 

Roche High Pure PCR Template Prepration, el cual se basa en la lisis de la célula 

por medio de actividad enzimática y la posterior purificación a través de la unión 

específica del ADN a columnas de sílica. Se agregaron 200 µL de binding buffer y 

40 µL de proteinasa K a cada alícuota de células. Las mezclas se homogenizaron 

en un vortex y se incubaron durante 10 minutos a 70 °C. Se agregaron 100 µL de 

isopropanol y se transfirió el volumen a columnas de purificación. Las columnas 

fueron centrifugadas 1 minuto a 8000 g. El sobrenadante generado fue 

desechado. Se añadieron 500 µL de inhibitor removal buffer a cada columna, se 

homogenizaron y se centrifugaron 1 minuto a 8000 g. A continuación se realizaron 

dos lavados con 500 µL de wash buffer cada uno. Finalmente se recuperó el ADN 

de las muestras, por medio de la elución con buffer Tris-HCl en un tubo de 1.7 mL.  

 La cantidad y calidad del ADN se evaluó en un espectrofotómetro 

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

expresar la pureza del ADN. La concentración se obtuvo en ng/µL.  

 

3.2.3. Secuenciación del ADN. 

 

 La secuenciación del ADN bacteriano se realizó en la plataforma Roche 454 

GS FLX Titanium, se aplicó el flujo de trabajo desarrollado por la compañía. 

 

3.2.3.1. Elaboración y valoración de las bibliotecas de secuenciación. 

 

 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 

fragmentación aleatoria de moléculas de ADN. 

 La técnica de nebulización con N2 fue empleada para fragmentar el ADN, la 

presión de salida fue ajustada a 30 psi  con el propósito de obtener fragmentos 

promedio de 700-850 nucleótidos. La cantidad de ADN necesaria de cada muestra 

fue 500 ng en un volumen final de 100 µL de buffer Tris HCl-EDTA (TE).  

 La purificación del nebulizado se llevó a cabo con el kit QIAquick 

PCR Purification. El nebulizado fue transvasado a un tubo falcon de 15 mL con 

2500 µL de buffer PB y eluído a través de una columna de unión con 750 µL de 

buffer PE. Para recuperar los fragmentos de ADN obtenidos se agregaron 18 µL 

de buffer TE a la columna. Posteriormente se realizó la reparación de extremos 

romos, para ello se empleó la mezcla de reacción 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 µL de 

perlas y se colocaron en un microtubo de 1.7 mL, que a su vez se dispuso sobre 

un concentrador de partículas magnéticas (MPC). Una vez aglomeradas las 

perlas, se desechó el sobrenadante y se adicionaron 73 µL de buffer TE, se 
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homogenizó y se agregaron 500 µL 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 añadió 1 µL de un MID diferente a 

cada uno de los 5 tubos y 1 µL de enzima ligasa, se colocaron dentro del 

termociclador ABI 9700 a 25 °C durante 10 minutos. A continuación, el ADN se 

agregó a los tubos con perlas AMpure, y se dejó reposar a temperatura ambiente 

durante 5 minutos. Los tubos se colocaron sobre el MPC y se esperó hasta la 

aglomeración de las perlas. Se desechó el sobrenadante y se adicionaron 100 µL 

de buffer TE y 500 µL de Sizing solution (por duplicado). El sobrenadante fue 

desechado y sin quitar los tubos de la MPC de adicionó 1 mL de etanol al 70%, 

éste se retiró de inmediato y se desechó. El excedente de etanol se eliminó por 

medio de evaporación. Los tubos sin etanol se retiraron de la MPC y se 

adicionaron 53 µL de buffer TE para eluir y preservar las bibliotecas.  

 La valoración de los fragmentos de las bibliotecas se realizó mediante una 

electroforesis en el equipo Bioanalyzer 2100, se empleó el kit High Sensitivity DNA 

Analysis. Las bibliotecas se aceptaron bajo el siguiente parámetro: pico promedio 

de la curva 700-850 nucleótidos. 

 

3.2.3.2. Cuantificación de las bibliotecas de secuenciación. 

 

 Se cuantificó el número de moléculas de las bibliotecas por medio de la 

técnica PCR en tiempo real en el equipo LightCycler® 480 Roche AppliedScience®; 

se empleó el kit KAPA SYBR® Fast qPCR. La química del kit se basa en el empleo 

de un agente intercalante (SYBR greenTM) y cuenta con seis estándares de 

concentración conocida (Tabla 3.2); este hecho permitió elaborar una curva 

estándar: unidades de fluorescencia en función de la concentración 

(moléculas/µL). Con esta herramienta fue posible estimar la concentración de las 

bibliotecas generadas. 
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Tabla 3.2. Concentración de los estándares del kit KapaBiosystems. 

Estándares ADN (copias/µL) 

Estándar 1 100,000,000 

Estándar 2 10,000,000 

Estándar 3 1,000,000 

Estándar 4 100,000 

Estándar 5 10,000 

Estándar 6 1,100 

 

 Se llevó a cabo la dilución serial de cada una de las bibliotecas generadas 

como se presenta en la Figura 3.2.  

 

 

Figura 3.2. Diluciones seriales de la biblioteca de secuenciación. 

 

 Se tomó el volumen correspondiente de cada dilución para generar la 

mezcla de reacción y se llevó a cabo el termociclado como lo muestra la Tabla 3.3. 

La cuantificación se aceptó si al menos tres puntos de las diluciones de la 

biblioteca amplificaron dentro de la curva.  

 

Tabla 3.3. Mezcla de reacción y condiciones de termociclado para la cuantificación de las 
bibliotecas de secuenciación por qPCR. 

Reactivo Volumen (µL) Condiciones de termociclado 

KAPA SYBR FAST Master Mix 6 Precalentamiento: 95 °C 5 minutos. 
35 ciclos de 95 °C durante 30 
segundos y 60 °C por 45 segundos. ADN biblioteca o ADN estándar 4 
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 La concentración final de cada biblioteca se calculó por medio de la 

ecuación de la recta generada a partir de la curva estándar; esta se ajustó con el 

tamaño de cada biblioteca en relación con el tamaño de los estándares (460 

nucleótidos). 

 

3.2.3.3. PCR en emulsión. 

 

 Dos emulsiones fueron elaboradas: la emulsión “A”, se destinó a la 

secuenciación de las bacterias Salmonella 318 y 375; y la emulsión “B” para la 

secuenciación de las bacterias Salmonella 384, 389 y Enteritidis. 

 Se hizo uso del kit emPCR Kit Reagent (Lib-L) para preparar las mezclas de 

reacción correspondientes a la emulsión A y la emulsión B con los componentes 

necesarios para realizar la PCR de las bibliotecas, de igual forma se preparó el 

buffer para el lavado de las perlas de captura. 

 Con base en la metodología establecida, se preparó una solución de trabajo 

estándar con una concentración de 1x106 moléculas de la biblioteca/µL. El cálculo 

empleado se muestra a continuación:  

 

                              
                                           

  
        

                                
  
   

 

 

 Se efectuó la preparación de las perlas de captura de ADN (35 millones de 

perlas contenidas por tubo) para cada una de las emulsiones: se centrifugó un 

tubo de perlas de captura durante 1 minuto a 13000 rpm; se retiró el sobrenadante 

y se adicionó a cada uno 1 mL del buffer de lavado, se homogenizaron y se 

centrifugaron durante 1 minuto a 13000 rpm. Este paso se repitió y el 

sobrenadante se retiró. Las perlas permanecieron en hielo hasta el momento de 

ser utilizadas. 

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

trabajo de las bibliotecas para lograr en cada emulsión 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 estableció 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 cálculo empleado fue el siguiente: 

 

                                       
                            

                                       
 

 

 El ADN de las bibliotecas se desnaturalizó en el termociclador ABI 9700 

durante 1 ciclo a 95 °C durante 2 minutos. 

 Para efectuar la emulsión, 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 terminó el programa se adicionó a cada 

copa las mezclas de reacción 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 adicionó el 

contenido de cada tubo, las copas de homogenizaron por inversión y se colocaron 

en el Tissue Lyser por 5 minutos a 12 Hz. 

 Cada copa de emulsión se distribuyó en 2 placas de 96 pozos de fondo 

redondo para el termociclador ABI 9700. En cada pozo de la placa se dispensaron 

100 μL de la emulsión, las placas se sellaron con papel óptico 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 observó el aspecto de la emulsión, 

que fue homogéneo y no evidenció separación de las fases (Figura 3.3). 
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Figura 3.3. El aspecto de la emulsión debe ser homogéneo y no ser visibles las fases de 
la misma (Roche AppliedScience®, 2011). 

 

3.2.3.4. Rompimiento de la emulsión. 

 

 Se montó el sistema de vacío 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 vacío para el rompimiento y recuperación de la 
emulsión (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 

emulsión A y dos tubos falcon correspondientes a la emulsión B. Los tubos se 

homogenizaron y los de mayor volumen de cada emulsión se colocaron en una 

centrífuga Beckaman Allegra X-12 durante 5 minutos a 2000 rpm. Terminado el 



Facultad de Química UNAM 
 

 
36 

 

tiempo, se retiró el sobrenadante y se transfirió el volumen de los tubos restantes 

con la finalidad de tener sólo un tubo de la emulsión A y uno de la emulsión 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 retiró el 

sobrenadante. Dos lavados más se hicieron con 35 mL de isopropanol y 

posteriormente con 35 mL de buffer Enhancing. En el último lavado, se retiró el 

sobrenadante de tal forma que quedaran aproximadamente 2 mL de éste en el 

tubo. Éstos se transfirieron a tubos individuales de 1.7 mL y se colocó 1 mL en 

cada uno, de esta forma se obtuvieron dos microtubos correspondientes a la 

emulsión A y dos para la emulsión B. Los tubos se centrifugaron durante 1 minuto 

a 14000 rpm y se desechó el sobrenadante.  

 Se adicionó a los tubos 1 mL de hidróxido de sodio (NaOH) diluido (por 

duplicado) con el fin de eliminar las cadenas complementarias sintetizadas durante 

la amplificación clonal y dejar en las perlas de captura sólo la cadena unida por el 

extremo 5’. Los tubos se incubaron 2 minutos a temperatura ambiente, después se 

centrifugaron y se retiró el sobrenadante. Posteriormente se realizaron dos 

lavados con 1 mL de buffer Annealing. Se agregó 1 mL del mismo buffer para 

resuspender las perlas.  

 Los tubos fueron pesados en una balanza analítica. Se hizo una estimación 

del volumen al considerar la densidad del buffer 1 mL/g y una aproximación del 

número de perlas recuperadas mediante el contador de partículas Roche Casy. 

 Se tomaron 320 µL de perlas de enriquecimiento (80 µL 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 

desechó y fueron resuspendidas en 320 µL de buffer Enhancing. 
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3.2.3.5. Enriquecimiento directo. 

 

 Después de ser pesados, se descartó el sobrenadante de los tubos y a 

cada uno se agregaron 45 μL de Annealing y 25 μL del cebador de 

enriquecimiento del kit emPCR Reagents. Se homogenizaron y se incubaron a 65 

°C durante 5 minutos con agitación continua a 350 rpm. Una vez transcurrido el 

tiempo anterior se colocaron los tubos en hielo 2 minutos y se adicionaron 800 μL 

de Enhancing a cada uno. Se homogenizaron y se desechó el sobrenadante. Dos 

lavados fueron realizados con 1 mL de Enhancing. Finalmente se añadieron 800 

μL de Enhancing y 80 μL de perlas de enriquecimiento. Todos los tubos se 

incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos en un aparato que permitió 

su homogenización e inversión de manera constante, el Labquake.  

 Posteriormente se colocaron los tubos en el MPC, se dejaron aglomerar las 

perlas a las que se unió de forma correcta el primer de enriquecimiento y se retiró 

el sobrenadante con aquellas perlas de captura sin ADN o a las cuales no se unió 

el primer. Se realizaron 10 lavados con Enhancing para tal fin. 

 A cada uno de los tubos se adicionaron700 µL de NaOH diluido (por 

duplicado) lo cual indujo la liberación y la consecuente recuperación de las perlas 

de captura unidas a las perlas de enriquecimiento en el MPC. El sobrenadante de 

las muestras de la emulsión A y la emulsión B se recuperó por separado en un 

tubo de punta de delfín, ambos tubos fueron centrifugados y se desechó el 

sobrenadante. Se agregó 1 mL de Annealing, se homogenizaron y se 

centrifugaron para retirar el sobrenadante; una vez más se realizó este paso y se 

agregaron 200 µL del mismo buffer para resuspender las perlas.  

 Los tubos se pesaron en una balanza analítica. Se estimó del número de 

perlas enriquecidas con el contador de partículas Roche Casy. 

 

3.2.3.6. Valoración de la PCR en emulsión. 

 

 El análisis y evaluación de la emPCR se llevó a cabo con una estimación 

del porcentaje de enriquecimiento final de las perlas de captura. El porcentaje de 
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enriquecimiento adecuado para realizar la secuenciación de las bibliotecas es de 

3-20%  

 

3.2.3.7. Corrida de secuenciación. 

 

 La corrida de secuenciación se realizó en el equipo GS FLX, se ejecutó el 

programa GS Sequencer. Se utilizó el kit de secuenciación GS FLX Titanium 

Sequencing Kit XLR7A.  

 Previo a la corrida se realizó un lavado de mantenimiento al equipo, 

además, un pre lavado. Se empleó el kit GS FLX Maintenance Wash y el buffer de 

prelavado Pre-wash respectivamente.  

 El buffer Titanium Bead fue enriquecido con 1.2 mL del Titanium 

Supplement CB y 34 µL de enzima apirasa, se mezcló por inversión y se etiquetó 

como buffer “BB2”. Este buffer se mantuvo frío durante todo el procedimiento.  

 Las perlas que contienen las enzimas necesarias para que ocurra la 

pirosecuenciación, así 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 trabajó con dos regiones de la PTP, 

una para las perlas resultantes de la emulsión A y otra para las de la emulsión B, 

de tal manera que se realizó el cálculo para tomar el volumen de las muestras 

requerido para disponer 2 millones de perlas por cada región; el volumen 

resultante se transfirió a tubos de 1.7 mL (A y B) y se agregaron 20 µL de perlas 

control. Se centrifugó el tubo y fue retirado el sobrenadante, se dejaron sólo 50 µL 

de éste. De una mezcla elaborada con 1570 µL de BB2, 150 µL de cofactor de la 

polimerasa y 300 µL de polimerasa, se agregaron 950 µL a los tubos de las perlas 

de captura y se dejó incubar 15 minutos en el LabQuake. 

 El procedimiento para cargar la PTP consistió 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 µL de forma constante y 
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homogénea en la región correspondiente de la PTP, se empleó para ello un 

dispositivo de soporte (Figura 3.5). Entre cada capa se centrifugó la PTP con el fin 

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

 

 

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, así como los reactivos correspondientes a la 

corrida de secuenciación fueron colocados (buffers de lavado, dNTPs, enzimas, 

etc). Se especificó la información de las muestras de trabajo en el programa GS 

Sequencer y se dio inicio a la corrida de secuenciación. 

 

3.2.3.8. Evaluación de la corrida de secuenciación. 

 

 La evaluación de la corrida de secuenciación se ejecutó con el software GS 

Processor. Se consideró el número total de lecturas realizadas por el 

secuenciador, es decir, el número de fragmentos de ADN que fueron 

secuenciados, tanto de la muestra problema como de la secuencia control; así 

mismo, la calidad de las lecturas. Se valoró la congruencia de la secuencia clave 

de los adaptadores y la señal emitida en el pirograma. Una vez que se estableció 

la validez de las lecturas producidas, los archivos correspondientes fueron 

guardados para realizar los subsecuentes análisis bioinformáticos de las 

secuencias. 
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3.2.4. Análisis bioinformático. 

 

3.2.4.1. Procesamiento de las secuencias de ADN. 

 

 Para realizar el análisis bioinformático se empleó el software CLC 

Sequence Viewer, el cual permitió llevar a cabo la selección de las lecturas 

generadas en la corrida, para emplear sólo aquellas de mejor calidad; el 

ensamblaje de las secuencias consenso de cada muestra; y la elaboración de 

alineamientos para el mapeo de las secuencias consenso. 

 

3.2.4.2. Análisis del gen ARN ribosomal 16S y esquema de tipificación 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 realizó en las secuencias 

consenso de cada una de las muestras vía CLC mediante una serie de cebadores 

que fueron diseñados 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 cuestión.  

 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://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica) donde le fue 

asignado un número, 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 

asignación del eBG y por tanto, la serovariedad con la cual se identificó a la 

bacteria. 

 

 

http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/dbs/Senterica
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4. Resultados y discusión. 

 

4.1. Evaluación de las características de los parámetros iniciales. 

 

4.1.1. Bibliotecas de secuenciación. 

 

 El estudio cualitativo y cuantitativo sobre el ADN de las muestras sirve 

como preámbulo para la determinación de los aspectos críticos clave que afecta 

directamente el rendimiento del proceso de secuenciación. El tamaño promedio de 

cada una de las bibliotecas de ADN generadas y la concentración obtenida por 

medio de la técnica de PCR en tiempo real, se asumen como dos características 

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

Nombre de la muestra 
Tamaño promedio de los fragmentos 

de la biblioteca (pb) 
Concentración 
(moléculas/µL) 

Salmonella 318 

 
 

1.17x10⁷ 

Salmonella 375 

 
 

2.17x10⁷ 
 

Salmonella 384 

 
 

2.74x10⁶ 
 

Salmonella 389 

 
 

3.26 x10⁶ 
 

Salmonella Enteritidis 

 
 

3.74 x10⁶ 
 

 

816 

848 

701 

830 

783 
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 Se muestra la construcción gráfica obtenida a partir de la relación de la 

fluorescencia emitida (FU) y la longitud de los fragmentos de ADN (pb). El tamaño 

de cada biblioteca de secuenciación se estimó con base en una serie de 

marcadores de tamaño conocido; en cada gráfica 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 fragmentación del ADN que en 

principio se realiza de manera aleatoria, por lo tanto, los fragmentos obtenidos se 

dispersan en un intervalo de tamaño con un pico promedio (indicado en la parte 

superior del mismo). El tamaño esperado de las bibliotecas de secuenciación 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 parámetro es fundamental, de tal manera que 

repercute directamente sobre el tamaño y la calidad de las lecturas generadas en 

el proceso de secuenciación, al respecto se profundiza más adelante en el punto 

4.2.1 de este apartado. 

 

4.1.2. Cuantificación de las bibliotecas de secuenciación. 

 

 En relación a la concentración de las bibliotecas se buscó que fuera mayor 

a 1 millón de moléculas/µL, este valor es definido con base en la concentración 

necesaria para realizar la solución de trabajo empleada en la emPCR, así se 

favorece la cantidad precisa de moléculas de la biblioteca que son integradas. 

Todas las concentraciones estimadas por medio de qPCR cumplieron con el 

parámetro establecido y permitió la preparación de las emulsiones 

correspondientes.  

 Una de las ventajas de utilizar qPCR sobre los protocolos de cuantificación 

por masa (electroforesis capilar en gel o espectrofotometría UV) es que estos 

pueden requerir más moléculas de la biblioteca de las que son necesarias para la 

secuenciación. 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 emulsión. 

 

 Un tercer aspecto crítico durante el proceso de secuenciación es el 

porcentaje de perlas enriquecidas (Tabla 4.2). La cantidad de perlas enriquecidas 

se obtuvo a partir de la concentración calculada por el contador de partículas 

respecto el volumen estimado a partir del peso en gramos, con ello se definió el 

total de perlas enriquecidas 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 recuperación de perlas enriquecidas 

establecido para la plataforma de secuenciación empleado es de 3-20% (Roche 

AppliedScience®, 2011). Los valores de la emulsión A y la emulsión B se 

encontraron dentro del rango óptimo de trabajo. 

 

Tabla 4.2. Resultado de la recuperación de perlas enriquecidas. 

Nombre de la 
muestra 

Copias por 
perla 

Concentración 
de perlas 

enriquecidas 
(perlas/mL) 

Volumen de 
perlas 

enriquecidas 
(µL) 

Total de 
perlas 

enriquecidas 

Porcentaje 
de perlas 

enriquecidas 

Emulsión A 
0.4 

4789333 1084.1 5192116 14.8 

Emulsión B 6331000 1109.7 7025510 20 

 

 El intervalo de recuperación 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 número óptimo de copias de ADN que se integran a la 

emPCR reduce la posibilidad de tener perlas policlonales, es decir, con dos o más 

copias diferentes de ADN de la biblioteca que disminuyan la eficiencia del proceso 

de secuenciación. 

 Por lo anterior fue importante hacer énfasis en la cuantificación del número 

de moléculas de la biblioteca ya que es esencial para alcanzar alto rendimiento y 

calidad en el proceso de secuenciación. A este respecto White et al. establece que 

la subestimación de la concentración de la biblioteca resulta finalmente en señales 
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mezcladas debido a más de una secuencia integrada por perla lo que reduce el 

número de lecturas de alta calidad; por otro lado la sobreestimación de la 

concentración de la biblioteca resulta en menos ADN, en cuyo caso la plena 

capacidad del secuenciador no puede realizarse. 

 

4.2. Corrida de secuenciación. 

 

 Con base en el protocolo Roche AppliedScience® para la secuenciación de 

ADN, se empleó un volumen de 417.6 µL de la emulsión A y 316 µL de la 

emulsión B para depositar aproximadamente 2 millones de perlas en las regiones 

respectivas de la PTP.  

 El tiempo de duración del proceso de secuenciación fue de 9 h. El 

mecanismo de trabajo consistió en un flujo de nucleótidos de 200 ciclos seguido 

por un lavado con la enzima apirasa para degradar los nucleótidos que no fueron 

incorporados.  

 La luz generada como resultado de las reacciones de pirosecuenciación en 

los pozos de la PTP fue registrada en el equipo por una cámara de forma masiva y 

simultánea.  

 Posteriormente se produjo la fase de procesamiento de datos que incluyó la 

adquisición de las imágenes crudas captadas por el equipo, se obtuvieron ~28 Gb 

de información. Las imágenes fueron procesadas para generar señales que se 

tradujeron a un lenguaje binario. El procesamiento completo de las imágenes 

crudas alcanzó un volumen de ~37 Gb de información. El resultado final fue una 

serie de archivos que contuvieron los pirogramas para lecturas individuales, el 

número de lecturas y las puntuaciones de calidad asociadas a las mismas. 

 

4.2.1. Evaluación del proceso de secuenciación de ADN. 

 

 Las lecturas resultado del procesamiento de la información generada por la 

secuenciación de las bibliotecas, fueron evaluadas para eliminar regiones con 

mala calidad de lectura, nucleótidos que pertenezcan a adaptadores y nucleótidos 
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que se encuentren altamente repetidos para evitar interferencias en el análisis 

(trimming). La Figura 4.1 representa la distribución de las lecturas antes y después 

de la supresión de las regiones mencionadas; el eje de abscisas establece la 

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

 

 

Figura 4.1. Distribución de las lecturas en función de su longitud. 

 

 Una vez realizada la depuración de las lecturas, se observa el incremento 

en el número 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 número de 

lecturas disminuye respecto la cantidad inicial. Este comportamiento sucede 

cuando al ser descartados nucleótidos de una secuencia en un rango específico 

de tamaño, la longitud disminuye, en consecuencia puede permanecer o cambiar 

su intervalo de tamaño; por otro lado se sugiere que las secuencias de mayor 

longitud son susceptibles a un mayor número de errores, de esta manera generan 

regiones con baja calidad, por lo tanto, más nucleótidos de las secuencias son 
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descartados por lo que disminuyen su tamaño y resultan en un incremento de las 

secuencias en los intervalos de menor longitud. 

 Se ha encontrado además que el cambio en el número de lecturas en el 

rango de 460 a 479 permanece semejante en ambas distribuciones aunado a la 

depuración de las secuencias. Este hecho es debido principalmente al 

decaimiento de la enzima polimerasa durante la síntesis de la cadena 

complementaria de ADN de la biblioteca, lo cual podría significar la longitud óptima  

promedio de nucleótidos que la enzima es capaz de integrar con el mínimo de 

errores. 

 

 

Figura 4.2. Representación gráfica de la cobertura de secuenciación de las lecturas. 

 

 Al respecto, la Figura 4.2 muestra la cobertura alcanzada en la 

secuenciación de los fragmentos de ADN de las bibliotecas; en el eje de abscisas 

se muestra la posición de los nucleótidos en la secuencia y en el eje de 

ordenadas, el porcentaje de cobertura. El gráfico expone el declive de la 

secuenciación de los nucleótidos a medida que el tamaño de la secuencia 
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incrementa, aproximadamente a partir de 440 nucleótidos secuenciados ocurre el 

decremento máximo. 

 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. El mayor número de lecturas, 26% respecto del total se encuentra en 

un intervalo de 500 a 519 pb. 

 

Figura 4.3. Distribución de las lecturas en función 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. Distribución de la calidad de las lecturas. 

 

 Aproximadamente el 60% de las lecturas posee una calidad superior a 35; 

19% de las lecturas, porcentaje máximo de lecturas observado, posee calidad 37, 

esto significa 1 error por cada 5012 pares de bases secuenciadas. La calidad 

máxima observada es 40 y corresponde a menos del 1% de las lecturas, 1 error 

por cada 10000 pares de bases. 

 Se determinó el número de lecturas para cada una de la muestras y la 

longitud promedio de las mismas (Tabla 4.3). A continuación se realizó el mapeo 

de cada muestra para obtener la secuencia consenso y se prosiguió con el análisis 

del gen ARNr 16S y el esquema MLST. 

 

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

Muestra Número de lecturas Longitud promedio 

Salmonella 318 76268 
411 

Salmonella 375 59587 

Salmonella 389 103865 

408 Salmonella 384 127483 

Salmonella Enteritidis 55193 
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4.3. Análisis del gen ARNr 16S. 

 

 Se reconoció 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 

cuestión; 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 señala en la Figura 4.5.  
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A 

 

B 

 
C 

 

Figura 4.5. Ejecución de BLAST para la búsqueda de alineamientos (http://blast.ncbi. 
nlm.nih.gov). 
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para su análisis y se optó por alineamientos sólo con genomas representativos y 

secuencias altamente similares (B); el informe que desplegó el análisis constó de 

una lista detallada con el nombre de los microorganismos a los cuales la 

secuencia de consulta se asemeja y se proporcionó el alineamiento para todos los 

casos encontrados (C). 

 El objetivo del alineamiento fue conseguir alinear las posiciones homólogas, 

el alineamiento con mejor porcentaje de coincidencias es en teoría el más 

razonable, se toma en cuenta la cobertura de las secuencias alineadas, así como 

los gaps empleados. Un gap existe cuando ha ocurrido una deleción o inserción 

de un nucleótido, 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 

número 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 

puntuación 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 número de 

nucleótidos de la secuencia de la base de datos que son homólogos respecto el 

número de nucleótidos de la secuencia de la muestra; los gaps en la secuencia de 

estudio requeridos para obtener el mayor alineamiento de los nucleótidos; 

finalmente se indica la identidad del microorganismo al cual pertenece 

presuntamente la secuencia en cuestión. 
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Tabla 4.4. Asignación de identidad mediante el análisis del gen ARNr 16S. 

Muestra Alineamiento Gaps Identidad 

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

enterica ser. Typhimurium 

Salmonella 375 1950/1993 (97.8%) 10/1993 
Salmonella enterica subsp. 

enterica ser. Paratyphi A 

Salmonella 389 1944/1994 (97.5%) 8/1994 
Salmonella enterica subsp. 

enterica ser. Paratyphi A 

Salmonella 384 1976/1996 (99%) 2/1996 
Salmonella enterica subsp. 

enterica ser. Paratyphi A 

Salmonella Enteritidis 1982/2001 (99.1%) 1/2001 
Salmonella enterica subsp. 

enterica ser. Typhi 

 

  Janda y Abbott describen que la secuenciación del gen ARNr 16S provee 

la identificación del género y la especie en más 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 estableció 

además, 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 precisión 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 único 

patrón de identidad, no sugiere una determinación confiable debido a que el 

análisis del gen ARNr 16S pierde su poder resolutorio en niveles de agrupación 

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 biológicos, el mayor 
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porcentaje de incidentes reportados sugiere aquellas enfermedades cuya causa 

ha sido mal definida. 

 

4.4. Análisis de la tipificación de secuencias multilocus. 

 

 La tipificación 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 refirió a la base de datos MLST con el fin 

de realizar un alineamiento y conocer la semejanza con aquellos alelos 

registrados. Posteriormente el patrón de todos lo alelos identificados en conjunto 

dio lugar a un tipo de secuencia (ST) específico, el cual refirió a un eBG particular, 

y por tanto el serovar al cual corresponde cada una de las muestras (Figura 4.6). 

La asignación del tipo de alelo es aquella que refiere el mayor número de 

posiciones homólogas en el alineamiento (los alineamientos pueden ser 

consultados en el Apéndice IIB de este documento). 

 

 

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

alineamientos dieron lugar a un ST específico. 

 

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. Asignación alélica para la muestra Salmonella 318. 

Gen Alelo MLST 

aroC aroC 71 

dnaN dnaN 65 

hemD hemD 67 

hisD hisD 16 

purE purE 61 

sucA sucA 9 

thrA thrA 64 

 

 En el caso del alelo del gen aroC se determinó la semejanza con el alelo 

aroC 71 a partir de la posición 165 sobre un total de 501 nucleótidos, lo que 

significa 67% de alineamiento de las secuencias; el alelo dnaN resultó ser similar a 

partir de la posición 192 en un total de 501 nucleótidos con el alelo dnaN 65 

(62%); para el alelo hemD cuya longitud es de 432 nucleótidos, la semejanza con 

el alelo hemD 67 se dio a partir del nucleótido 6 (98%); el alelo hisD con 501 

nucleótidos de longitud fue homólogo a partir de la posición 151 con el alelo 

hisD16 (70%); el alelo purE tiene una longitud de 399 nucleótidos y se estableció 

semejanza con el alelo purE 61 desde la posición 137 (66%); el alelo thrA, pos su 

parte, contiene 501 nucleótidos en su secuencia, se asignó al alelo thrA 64 con 

homología a partir del nucleótido 49 (90%); el alelo sucA cuya longitud es de 501 

nucleótidos, fue referido al alelo sucA 9 por su semejanza a partir del nucleótido 

46 hasta la posición 500 (91%). Las secuencias de los alelos de las muestras no 

incluyeron ningún gap para su alineamiento. 
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 El patrón de los siete alelos para la muestra Salmonella 318 no se encontró 

en la base de datos, se estableció como un ST desconocido. En la Figura 4.7 se 

muestran los ST más cercanos al patrón generado.  

 

 
Figura 4.7. Asignación 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. El 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 relación se establece con el serovar Senftenberg, en 

su mayoría los registros hallados en la base de datos para este serovar provienen 

de Alemania. El ST 1751 no se relaciona con ningún eBG, incluso con ningún 

serovar específico; el ST 833 por su parte, discrepa en 5 de los 7 alelos de la 

muestra, lo cual reduce la probabilidad de cercanía 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 continuación en la Tabla 4.6.  

 

Tabla 4.6. Asignación alélica para la muestra Salmonella 375. 

Gen Alelo MLST 

aroC aroC 319 

dnaN dnaN 47 

hemD hemD 49 

hisD hisD 42 

purE purE 12 

sucA sucA 58 

thrA thrA 3 

 

 El alelo aroC cuya longitud es de 501 nucleótidos, es semejante al alelo 

aroC 319 a partir de la primera posición y hasta la posición 438 (87%); el alelo 

dnaN y el alelo thrA cuya longitud es de 501 nucleótidos resultaron ser similares al 

alelo dnaN 47 a partir del nucleótido 52 (90%) y al alelo thrA 3 a partir del 

nucleótido 78 (84%) respectivamente; el alelo hemD fue referido al tipo de alelo 

hemD 49 por su homología desde la posición 127 en una secuencia de 432 

nucleótidos (70%); el alelo hisD posee semejanza con el alelo hisD 42, la cual 

inicia en el nucleótido 120 hasta la posición 383 de un total de 501 nucleótidos que 

componen la secuencia (52%); en cuanto al alelo sucA con una longitud de 498 

nucleótidos, se encontró similitud con el alelo sucA 58 desde la posición 75 (85%); 

el alelo purE cuya longitud es de 399 nucleótidos, es semejante al alelo purE12 a 

partir del nucleótido 38 (90%); Respecto el alineamiento, las secuencias de los 

alelos de las muestras no incluyeron ningún gap. 

 El conjunto de alelos determinados para la muestra Salmonella 375 

estableció que no existe un ST conocido en la base de datos para las secuencias 

(Figura 4.8). 
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Figura 4.8. Asignación 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 más se asemeja al patrón de alelos de la 

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

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

provienen en su mayoría 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 relación 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. Asignación alélica para la muestra Salmonella 389. 

Gen Alelo MLST 

aroC aroC 11 

dnaN dnaN 10 

hemD hemD 13 

hisD hisD 32 

purE purE 10 

sucA sucA 13 

thrA thrA 4 

 

 La longitud de los alelos de los genes aroC, dnaN, hisD, sucA y thrA es de 

501 nucleótidos, en el caso de aroC se obtuvo un alineamiento de 65% con el 

alelo aroC 11 pues presentó homología a partir de la posición 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 encontró semejanza con el alelo hisD 32 desde el 

nucleótido 166 (66%); el alelo sucA 13 fue similar desde la posición 73 con la 

secuencia del alelo sucA de la muestra en cuestión; con 66% de homología el 

alelo thrA 4 fue designado al alelo thrA de Salmonella 389. En el caso del alelo 

hemD 13 se asignó al alelo hemD de la muestra por su similitud a partir del 

nucleótido 130  respecto 432 nuleótidos que conforman su secuencia (69%); 

finalmente el alelo purE de la muestra alineó 65% respecto el alelo purE 10 a partir 

de la posición 139 de 399 nucleótidos. Los alineamientos de las secuencias no 

requirieron ningún gap para determinarse. 

 La información 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. 

 

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

 

 La identificación de los alelos correspondientes a la muestra Salmonella 

384 se observan en la Tabla 4.8. 

 

Tabla 4.6. Asignación alélica para la muestra Salmonella 384. 

Gen Alelo MLST 

aroC aroC 230 

dnaN dnaN 38 

hemD hemD 252 

hisD hisD 427 

purE purE 236 

sucA sucA 216 

thrA thrA 209 

 

 El primer alelo asignado es aroC 230 referente al alelo aroC de la muestra, 

se determinó la semejanza a partir de la posición 174 de un total de 501 

nucleótidos, lo que significa 65% de alineamiento de las secuencias; el alelo dnaN 

resultó ser similar a partir de la posición 178 sobre un total de 501 nucleótidos con 

el alelo dnaN 38 (64%); respecto el alelo hemD cuya longitud es de 432 

nucleótidos, la semejanza con el alelo hemD 251 se dio a partir del nucleótido 134 

(69%); el alelo hisD con 501 nucleótidos de longitud fue homólogo a partir de la 

posición 164 hasta la posición 497 con el alelo hisD 427 (67%); el alelo purE tiene 

una longitud de 399 nucleótidos y se estableció semejanza con el alelo purE 236 

desde la posición 143 (64%); el alelo sucA, por su parte, contiene 501 nucleótidos 

en su secuencia, se asignó al alelo sucA 216 con homología a partir del nucleótido 

131 hasta la posición 500 (74%); y el alelo thrA cuya longitud es de 501 

nucleótidos, fue referido al alelo thrA 209 por su semejanza a partir del nucleótido 

142 (72%). Ninguna de las secuencias requirió 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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Figura 4.10. Asignación de eBG para la muestra Salmonella 384 (Salmonella enterica 
MLST Database). 

 

 En consecuencia los alelos tampoco se asociaron directamente con un eBG 

específico. El ST 1090 con una semejanza en 6 de 7 alelos es aquel que 

representa mayor cercanía con la muestra en cuestión, la diferencia radica en 

alelo del gen sucA, el cual alineó con el alelo sucA 216 en 74% de su secuencia. 

El ST 1090 está asociado al serovar Arapahoe, el único registro existente en la 

base de datos lo refiere los Estados Unidos de América. El 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 relación con el 

serovar Maricopa. Los ST adicionales pierden cercanía genética con la muestra al 

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

 

 Los alelos específicos de la muestra Salmonella Enteritidis se muestran en 

la Tabla 4.9.  

 

Tabla 4.6. Asignación alélica para la muestra Salmonella Enteritidis. 

Gen Alelo MLST 

aroC aroC 5 

dnaN dnaN 2 

hemD hemD 3 

hisD hisD 7 

purE purE 6 

sucA sucA 6 

thrA thrA 11 

 

 Referente al alelo aroC cuya longitud es de 501 nucleótidos se obtuvo un 

alineamiento de 66% con el alelo aroC 5 pues presentó homología a partir de la 

posición 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 posición 88 sobre un total de 432 nucleótidos 

(80%); el alelo hisD encontró semejanza con el alelo hisD 7 desde el nucleótido 

134 hasta el nucleótido 501 sobre una secuencia de 502 nucleótidos (73%); el 

alelo purE se asemejó al alelo purE 6 en 66% de su secuencia, a partir de la 

posición 134 respecto una secuencia de 399 nucleotidos; el alelo sucA 6 fue 

similar desde la posición 118 a la posición 501 del alelo sucA sobre un total de 504 

nucleótidos (76%); finalmente el alelo thrA 11 fue designado al alelo thrA de 

Salmonella Enteritidis. Los alineamientos de las secuencias no requirieron ningún 

gap para ser determinados. 

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

Enteritidis se muestra en la Figura 4.11.  
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Figura 4.11. Asignación 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 confirmación 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 presentó un tipo de secuencia 

no registrada en la base de datos. Para lograr la caracterización de las bacterias 

se recurrió al ST que posee el mayor número 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 íntima relación genética; 

es preciso recordar que los eBG congregan ST que comparten todos los alelos a 

excepción de uno e incluso en algunos casos hasta dos. Los ST que contienen 

múltiples 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 proporcionó de manera directa el ST 11, eBG 4, 

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

 

 Los resultados que se presentan en el análisis 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 identificación de 

microorganismos incluso a un nivel de serovariedad.  

 El análisis por MLST logró identificar alelos directamente en las secuencias 

nucleotídicas de fragmentos de genes constitutivos y mostró el amplio potencial 

que supone la NGS para el estudio de genomas completos consecuencia del salto 

de varios órdenes de magnitud que ha tenido el proceso de secuenciación en la 

longitud de los fragmentos secuenciados y la rapidez que para ello supone esta 

tecnología (Jiménez et al., 2012). Este hecho amplió el panorama más allá de sólo 

examinar genes específicos. 

 La Tabla 4.10 presenta la confirmación del género de las muestras y la 

asignación de la especie, la subespecie y la serovariedad, en el caso de 

Salmonella Enteritidis la confirmación de ésta. 

 

Tabla 4.10. Identificación 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 valoración cualitativa y cuantitativa para 

la realización de las bibliotecas de secuenciación a partir de la extracción de ADN 

de células bacterianas. 

 Las bibliotecas de secuenciación elaboradas cumplieron con los parámetros 

de trabajo establecidos.  

 La técnica de qPCR sugirió mayor ventaja respecto métodos basados en 

masa para cuantificar las bibliotecas de secuenciación. 

 La evaluación de la PCR en emulsión, determinó porcentajes apropiados de 

perlas enriquecidas para llevar a cabo la secuenciación. 

 El tamaño de la biblioteca de secuenciación, la precisa cuantificación de las 

moléculas de ADN de la biblioteca y el porcentaje de perlas enriquecidas, son 

factores primordiales para el óptimo proceso de secuenciación de ADN. 

 La corrida de secuenciación se efectuó y proporcionó datos útiles para el 

análisis bioinformático. 

 Se realizó el análisis in silico del gen ARNr 16S y los siete genes que 

componen el esquema MLST. 

 Los resultados obtenidos demostraron que la identificación de bacterias del 

género Salmonella a un nivel de asignación de serovar basada en la 

secuenciación de nueva generación 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 Detección 

de Organismos Genéticamente Modificados, se incorporan nuevas estrategias, 

herramientas y procedimientos. La información resultante de este estudio apoyará 

la validación de un método basado en el ADN para facilitar el reconocimiento 

eficaz en un brote epidemiológico y asistir las respuestas de alertas sanitarias. 

Servirá además, para proponer nuevos métodos de identificación y generar 

esquemas de tipificación 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 

Salmonella 

318 

NNNNNNNATTCAGGGTTGACTCTGAAACAGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGGTGAGAAAAAGCCAAGCGGCACTGCTCTT
TAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTGACGTCCTCGGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCAAGAGTG
AACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCTTTGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCA
GGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAAC
TGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT

GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACAGAAGTT
TCCAGAGATGAGAATGTGCCTTCGGGAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTC

CCGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTTAGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG
GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG
CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC
TCCTTACCTGAAAGAAGCGTACTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAGTGAATAGCAAGGCGTCTTGCGATTGAGACTTCA
GTGTCCCCTTCGTCTAGAGGCCCAGGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACAGGGGTTCGAATCCCCTCAGGCCGACCCGATTCGCTC

CCGTGCTTTGTTGTGGCAAAGCTCGCATACTTCAGTATGCTTCGCTTCACCACGCCGCGCCCGGAAACGAATC 
 

Salmonella 

375 

NNNNNNNNTAAACGCTTGACTCTGAAACGGGAAAGCGTAATATACGCCACCTCGCGACGCTGAGCAAAAAGCGAAGCGGCACTGCTCT
TTAACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTGACGTCGCAAGACGAAAAATGAATACCAAGTCTCAAGAGT
GAACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCATTGAGCATCAAACTTTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGC
AGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAA
CTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTT
GCCATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTTGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGAC
CAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAG
CCATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGA
CGTTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGC
GTAAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGT
CTTGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGAC
AAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAG
GTTGTGCCCTTGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAAT
TGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATCCACGGAAGTT
TTCAGAGATGGATTGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATCCTTTGTTGCCAGCGGTCCGGCCGGGAACTCAAAGGAGACTGCCAGTGATAAACTGGAGGAAGGTG

GGGATGACGTCAAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGCATACAAAGAGAAGCGACCTCGCGAGAG
CAAGCGGACCTCATAAAGTGCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGTGGATCA
GAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGAGTGGGTTGCAAAAGAAGTAGGTAGCTTAAC
CTTCGGGAGGGCGCTTACCACTTTGTGATTCATGACTGGGGTGAAGTCGTAACAAGGTAACCGTAGGGGAACCTGCGGTTGGATCACC
TCCTTACCTTAAAGAAGCGTACTTTGCAGTGCTCACACAGATTGTCTGATGAAAAGTGAATAGCAAGGCCTCTACAGGCTTGTAGCTCAC
GTCGTCTAGAGCGCACCCCTGATAAGGGTGAGGACAGGGGTTCGAATCCCCTCAGGCCTACCAAATTTGCTCCCGATGCTGTGTTGTG

AAAAAGCTCACATACTTAAGTATGCTTCGCTATACCACGCCGTGTCACAGAAAACGAATC 
 

Salmonella 

389 

ACCGAAAATAAACGCTTGACTCTGAAGCGGGAAAGCGTAATATACCCACCTCGCGACGGTGAGCTAAAAGCCAAGCCGCACTGCTCTTT
AACAATTTATCAGACAATCTGTGTGGGCACTCGAAGATACGGATTCTTAACGTCCTCGGACGAAAAACGAATACCAGGTCTCTGAGTGA
ACACGTAATTCATTACGAAGTTTAATTCACGAGCATCAAACTTAAATTGAAGAGTTTGATCATGGCTCAGATTGAACGCTGGCGGCAGGC
CTAACACATGCAAGTCGAACGGTAACAGGAAGCAGCTTGCTGCTTTGCTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGC
CTGATGGAGGGGGATAACTACTGGAAACGGTGGCTAATACCGCATAACGTCGCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCC
ATCAGATGTGCCCAGATGGGATTAGCTGGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGATGACCA
GCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCC
ATGCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCGCAGCAATTGACG
TTACCCGCAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGT

AAAGCGCACGCAGGCGGTCTGTCAAGTCGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATTCGAAACTGGCAGGCTTGAGTCT
TGTAGAGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAA
AGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTTGGAGGC
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. 
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Muestra Salmonella 375. 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A. 
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Muestra Salmonella 389. 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A. 

  



Facultad de Química UNAM 
 

 
xiii 

 

 

Muestra Salmonella 384. 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi A. 
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Muestra Salmonella Enteritidis. 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi. 
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Apéndice IIA. Secuencias alélicas correspondientes al  esquema MLST para las muestras de bacterias 

Salmonella. 

Muestra Salmonella 318. 

Gen Secuencia del alelo de la muestra 

aroC 

GGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATCTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTGATCGTACGTCCCGGCACGGTAATGCTGGAGGTAGGCTTCAGC

GCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCACTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCAGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGATTTCATCG

CGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATGGGCGATG

TCCGCATCCAGTCGGTCAAACACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACGCCGCTCGCTATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGTCGCCCTCT

TTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCAGTCTTTAA

TCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGGTCAGGCAGCCGCGGATTTCGATACCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCCCCTGCCG

CTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCCGCGTGCC

CCGGACGAAAGACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTCGTCAC 

dnaN 

ACGCCGCGGAATTTCTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTC

TTCGGCAGAACGCGACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTG

CCGATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCGCCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGT

AAAGACGCTTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGCATA

CCGTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAA

CTTCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAACATCCGA

TCGCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCACCCGG

CTCATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGA

GCAGGTTACCGAGAATCGGCAGCGTAGGACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGGTA 

hemD 

AGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCG

CACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCAGCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAAT

CAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGC

TAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAGGCCAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGC

GTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACTAGATCGTTTTCCGTCAGCGTCGCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCC

GGCCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACT 

hisD 

GCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGTCGGTCTGTATATT

CCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCC

GCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCACAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCT

GGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTCAGGTCAGCCAACG

CCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTG

ACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCGCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTGGCGGAGGCGGTA

GAACGTCAACTTGCAGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTG

CGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATCATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGTGATTACCAGCGCAGGCTC

GGTATTTCTCGGCGACTG 

purE 

ACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCCGC

GGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCTGC

GCGGCGAGCAGGGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACGATGGAGTAAA

GGCTATCCACGCCGCTGAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGTGTGCC

GCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGGGCGGA

AACCACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGATG

GCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAA 

sucA 

CAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTAT

CTGGGCGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGAGATGCGCTGATACCCATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGT

AACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCT

GTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGC

GGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAG

ACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGA

ACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACG 

thrA 

ATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGC

CGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCT

GAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTCGCACCATTACGCCCATCGCCCAGTTCCAG

ATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGTAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGACGATGATAACCTACCAGTTAAAGGG

ATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATG

TCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGTTTCTGTGTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCC

CGCCGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGA 

 

 

 



Facultad de Química UNAM 
 

 
xvi 

 

 

Muestra Salmonella 375. 

Gen Secuencia del alelo de la muestra 

aroC 

ATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTAATGCTCATCAGCGCATGGGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAATACCGGTTCGCCAAG

CCCTGCCGGCACGCCGCTCGCCATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGTCACCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTC

AAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAAAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCAGTCTTTAATCTCCAGCGGAATATCGCCCATCTGGGTCAGGCAG

CCGCGGATTTCGATGCCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCAATCGCCCCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGT

CCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCCGCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCT

GCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGT 

dnaN 

CGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCGATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCACCGTCAAGCATACGCAT

CAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGTAAAGACGCCTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGT

CGGTCGCAACAGTGCGCAGTTCGCTGCCTTCCGTTTCAAACAGCATACCGTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGAGCCATCGAAAACTGGGT

CGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTTCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAG

TGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGC

GGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCTCATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAA

GATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGG 

hemD 

AGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGCTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTGCTC

ACGATACCACTGGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGTGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCGCAT

CGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCGCACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCAGC

AGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTCCC

GATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAGGC

CAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGAGTCGC

CAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCT 

hisD 

CCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCCGTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACG

GTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAACGTGGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGC

GGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAG

TGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCAG

CCGGGCCGTCTGAAGTGCTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGATTTCGTCGCTTCTGACCTGCTCTCCCAGGCAGAACACGGTCCG

GATTCCCAGGTGATTCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAGCTGCCGCGCGCGGACACCGCCCG

GCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAAAGATTTAGCGCAGTGACGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATCAT

CCAGACGCGCAAATGCGCGCGA 

purE 

GGTTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCAGCGATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCTGCGCGGCGA

GCAGGGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACAATGGAGTAAAGGCTATCC

ACGCCGCTGAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGTGCGCCGCGCCGC

CCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGAGCGGAAACCACTT

CTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATC 

sucA 

CACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGTGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGA

CCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCCGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCATG

CTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAA

CGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGG

CTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGAT

GGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCG

GCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTG

GGCTTCACCACC 

thrA 

CCGCCAGCCAGATCCCAGCTGATCACATGATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATG

GTTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACC

CGCGCCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTC

GCACCATAACGCCTATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCATCCA

GCGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGG

GATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTG

TGTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGACGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGC 

 

 

 

 

 



Facultad de Química UNAM 
 

 
xvii 

 

 

Muestra Salmonella 389. 

Gen Secuencia del alelo de la muestra 

aroC 

CCACACACGGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATCTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTGATCGTACGTCCCGGCACGGTAATGCTGGAGGTAG

GTTTCAGTGCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCGCTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCAGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGA

TTTCATCGCGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATG

GGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAACACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACGCCGCTCGCCATCACCGTTACTTTCGCGCCGATGGAGT

CGCCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGACAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCA

GTCTTTAATCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGCTCAGGCAGCCGCGGATTTCGATACCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCC

CCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCC

GCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTGTAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTC

GTCACGCC 

dnaN 

CCGCGGAATTTCTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTC

GGCAGAACGCGACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCA

ATCTGCACGCGCAGCGGGTTTTCGCCGCCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAGTGGCTGGGTAAA

GACGCTTCCAGCGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCGACAGTGCGCAGTTCGCTACCTTCCGTTTCAAACAGCATACC

GTTTAAGTAGTAGCGCACATCCTGATGGGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACT

TCGCTTTGCCAGTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGTGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATC

GCCTTCCAACTGAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCT

CATGCGGCTGAGAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTCAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGC

AGGTTACCGAGAATCGGCAGCGTAGGACGACCACCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGGTAAAT

TTCAT 

hemD 

ATCAGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGCTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACCAGTG

CTCACGATACCACTGGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCCAGCG

CATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTTGCACATCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTCGCCCA

GCAGTTCGCGGCCGCCATTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGTTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCTGATTTC

CCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCGACGCAG

GCCAGTTTCGACCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTCAGAGTC

GCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGCGCAGAC

GGCTCACTAACGCTTCCCCTGCGGGAGAGGGGCGGGTGATCAGAAT 

hisD 

GAAACGTTCCATTCCGCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCACGTCT

GTCGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGTCAGAACGT

AGTTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCA

GGCGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCG

TCAGGTCAGCCAACGCCTCGACGGCGCGGCTATCGATATGCCTGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGG

ATTTCGTCGCGTCTGACCTACTCTCCCAGGCAGAACACGGTCCGGATTCGCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGG

TGGCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGTCTGATTGTGACCAA

AGATTTAGCGCAGTGCGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCGGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATT

ACCAGCGCAGGCTCGGTATTTCTCGGCGACTGGTCGCCGGAATCCGC 

purE 

AGACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGCCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTCCCCC

GCGGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCAATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGAATCT

GCGCTGCCAGCAGTGCGGCGTTAGCGGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACGATGGAGTA

GAGGCTATCCACACCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGGTACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGATGTGC

CGCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGGGCGG

AAACCACTTCTACATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCACGAT

GGCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTGGTGCGGGACACGCTGCTTTTGAGGTGTCA 

sucA 

AGCACCGAAGAGAAACGCTGGATCCAACAGCGCATCGAATCCGGTCGCGCGGCCTTTAGCGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAGCT

GACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGTGCCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCCA

TGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCGGCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATC

AACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGACGAATTTGCCGGTAAGCATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGG

GCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTGGTTCACCTGGCGCTGGCGTTTAATCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGA

TGGGCTCCGTGCGCGCCCGTCTGGACAGACTGGACGAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACC

GGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACCCTGAACATGTCGAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACC 

thrA 

GTCACGGTGATTGATCCGGTAGAAAAATTGCTGGCGGTGGGCCATTACCTTGAATCTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTCGCCGTATCGCC

GCCAGCCAGATCCCAGCCGATCACATGATCCTGATGGCGGGCTTTACCGCCGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGG

TTCCGACTATTCCGCCGCCGTGCTGGCCGCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCC

ACGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCTGAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGCGCCAAAGTCCTTCACCCTCG

CACCATTACGCCTATCGCCCAGTTCCAGATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCATCCAG

CGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGGATCTCTAACCTTAACAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGG

ATGGCGGCGCGTGTTTTCGCCGCCATGTCTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCCTCTGAGTACAGCATCAGCTTCTGT

GTGCCGCAGAGTGACTGCGCGCGTGCCCGACGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGCTGAAAGAGGGGCTGCTGGAGCCGCTGGCGG

T 

 



Facultad de Química UNAM 

xviii 

Muestra Salmonella 384. 

Gen Secuencia del alelo de la muestra 

aroC 

CCTACACACGGATCGTGGCGCCCTTTGGTGATCATTTCGACTTCTTCACCCATCCGGTTAATCGTACGTCCCGGTACGGTAATGCTGGAGGTAG

GTTTCAGCGCCATATGCGCCACAATGTGTTGCCCGCTACTGATGCCACCGAGGATGCCGCCGGCGTGGTTGCTCTGAAAACCCTGCGCCGTGA

TTTCATCGCGATTCTGGCTGCCGCGCAGCGCCACCACGTTAAATCCTTCGCCGATCTCCACGCCTTTCACCGCATTGATGCTCATCAGCGCATG

GGCGATGTCCGCATCCAGTCGGTCAAATACCGGTTCGCCAAGCCCTGCCGGCACACCGCTCGCCATCACCGTCACTTTCGCGCCGATGGAGT

CACCCTCTTTTTTCAGCGCGCGCATCAGTTCGTCCAGCGCGTCAAGTTTGTCCGCATCGGGGCAAAAGAACGGATTAAGCTCAACCTGACGCCA

GTCTTTAATCTCCAGCGGAATGTCGCCCATCTGGCTCAGGCAACCGCGGATTTCGATGCCGAACTTTTCCGCCAGGTATTTCTTGGCGATCGCC

CCTGCCGCTACGCGCATCGCGGTTTCACGCGCGGAAGAACGTCCACCGCCACGGTAATCGCGCAGGCCGTATTTCTGCTCATAGGTGTAATCC

GCGTGTCCCGGACGAAAAACATCTTTAATCGCGCTATAGTCCTGCGAGCGCTGATCGGTGTTTTCAATCAGCAGGCCAATGCTGGTGCCGGTC

GTCAC 

dnaN 

CTCATTCGAGAGGATTGCCGCGCGGGCAAACGCCTGCTTGAGGATATCGCAGCCCGCTTCCAGATGTTTATCCGGATTCTTCGGCAGAACGCG

ACGGTAATCCGGGAAGCGACCATCCACCAGCTTCGAGGTAAAGATAAAGTCGCCGACGTGCGCGCGGATATTATTACTGCCGATCTGCACGCG

CAGCGGGTTTTCGCCACCGTCGAGCATACGCATCAGTTCAATCACGCCTTTACGCGGCACAATCACCGAATGGCTGGGTAAAGACGCTTCCAG

CGGCATTGAGCACACCGCCAGACGGTGGCCGTCGGTCGCAACAGTGCGCAGTTCGCTGCCTTCCGTTTCAAACAGCATACCGTTTAAGTAGTA

GCGCACATCCTGATGGGCCATCGAAAACTGGGTCGCTTCAATCAGGCGCTTCATCGTGGCCTGCGGCAGCGTAAATTCAACTTCGCTTTGCCA

GTCGTCAAGATTCGGGAAATCGGCGGCAGGCAGCGTAGACAGCGAGAAGCGGCTACGGCCAGAACGCACCAGCATCCGATCGCCTTCCAACT

GAACGGCAATCTCCGCGCCCTCCGGCAGGCCGCGGCAGATATCAAAGAATTTCCGCGCCGGCACGGTAGTGGCGCCTGGCTCATGCGGCTGA

GAAAGCGTAACGCGCGCGACCATCTCCATTTCAAGATCGGTGCCGGTAAGAGAAAGCGTACCGTCCGCTACCTGGAGGAGCAGGTTACCGAG

AATCGGCAGCGTAGGACGACCGCCCAGCGGGCCGCTGACCTGCTGAAGCGGTTTTAATAAATGTTCACGTTCAACGG 

hemD 

CGTTATCAGCGACCTTAATATCTTGCCAGCCCAGTTCCCGGGCGAGGTGCGCCAGACGTTCACTGACGACCAATAGCCGACAGCGTAGTAACC

AGTGCTCACGATACCACTCGGGAGTCAGCGACCAGAGCCGTTGCAACATCTCGCCGCTGGTAACAACAAGCGTTGTTACGCCGCGAGTATGCC

AGCGCATCGCTTCTTCCGCGCCATCGTAATGTTTCGCACGTCGTTGATAACATTCACAAAAACTGACTTCGGCTCCGCGAGCTGTCAGGGTTTC

GCCCAGTAGTTCGCGGCCGCCGTTGCCACGCAAAATCAGCGCGCGCTTGCCCGCAATATTTTGTAATTCAGGTAATTGTAGCAAGGCTTCGCT

GATTTCCCGATCCAATGGATAACGAATATCGAACCCGCTAACGGTATGAAGGGCGAGCGCCGTGGTGCGGCCAATCGCGAAATAGCGCGGCG

ACGCAGGCCAGTTTCGGCCATCCCGCTGGAGCTGGGCGTGAGCAAAGGCGACGGCGTGCTGTGAAAGGGCAAAAACCAGATCGTTTTCCGTC

AGCGTCGCCAGGCGGTCGGCCAGGGTGGGTAGCTCCCGACCGGCGACAAATTCAATCAGTGGAAAACTCCAGGCCACCTGCCCCAGTGCGC

GCAGACGGCTCACTAACGCTTCCCCTGCGGGAGAGGGGCGGGTGATCAGAA 

hisD 

AACGTTCCATTCAGCGCAGACGCTACCGCCTGTAGATGTGGAAACCCAGCCAGGCGTGCGTTGCCAGCAGGTTACGCGTCCCGTCGCGTCTGT

CGGTCTGTATATTCCCGGCGGCTCGGCTCCGCTCTTCTCAACGGTGCTGATGCTGGCGACGCCGGCGCGCATTGCGGGATGCCAGAAGGTGG

TTCTGTGCTCGCCGCCGCCCATCGCTGATGAAATCCTCTATGCGGCGCAACTGTGTGGCGTGCAGGAAATCTTTAACGTCGGCGGCGCGCAGG

CGATTGCCGCTCTGGCCTTCGGCAGCGAGTCCGTACCGAAAGTGGATAAAATTTTTGGCCCCGGCAACGCCTTTGTAACCGAAGCCAAGCGTC

AGGTCAGCCAGCGCCTTGACGGCGCGGCTATCGATATGCCTGCCGGGCCGTCTGAAGTACTGGTGATCGCCGACAGCGGCGCAACACCGGAT

TTCGTCGCGTCTGACCTGCTCTCCCAGGCTGAGCACGGTCCGGATTCCCAGGTGATCCTGCTGACGCCTGATGCTGACATTGCCCGCAAGGTG

GCGGAGGCGGTAGAACGTCAACTGGCGGAACTGCCGCGCGCGGACACCGCCCGGCAGGCCCTGAGCGCCAGTCGCCTGATTGTGACCAAAG

ATTTAGCGCAGTGTGTCGCCATCTCTAATCAGTATGGGCCAGAACACTTAATTATCCAGACGCGCAATGCGCGCGATTTGGTGGATGCGATTAC

CAGCGCAGGCTCGGTATTTCTCGGCGACTGGTCGCCGGAATCTG 

purE 

GGCCAGACGGCGATACCCAGCGGTTCGCCCGCCTGGCGCAGCATTCGGCCCAGTTGTCCGTTGCCGAGAACGCAAACTTGCTTCATAGCGTC

CCCCGCGGATCGGGATTTTCCAGAACTTCATCGGTTTGCGCTTTGCGCCAGTCGGCGATGCGCTGATGCAGTTCCGCGTCGTGTTGCGCCAGA

ATCTGCGCGGCGAGCAGGGCGGCGTTAGCCGCACCGGCTTTACCGATCGCCAGCGTACCCACCGGAATGCCGCGCGGCATCTGCACAATGG

AGTAAAGGCTATCCACGCCGCTTAGCGCAGCGCTTTGTACCGGCACGCCGAGTACCGGGACCAGCGTTTTTGCCGCAATCATTCCCGGCAGGT

GCGCCGCGCCGCCCGCGCCGGCAATAATCACTTGATATCCGTTCTCTTCCGCCGTTTCGGCGAAGCTGAACAGCTTATCGGGGGTGCGATGG

GCGGAAACCACTTCGATATGGTGCGGGACATCCAGAATTTCAAAAATTTCGGCGGCGAATTGCATGGTAGCCCAGTCGCTTTTGGACCCCATCA

CGATGGCGACACGCGCCGGATTATTGCGGGAAGACATGCGTCTTAAAACTCCTGTGGTGCGGGACACGCTGCT 

sucA 

CGACGCGCTCAAACAGACCTACTGCGGCCCGATTGGCGCTGAGTATATGCACATCACCAGCACCGAAGAAAAACGCTGGATCCAACAGCGCAT

CGAATCCGGTCGCGCGGCCTTTAGTGCTGACGAGAAAAAACGCTTCCTGAACGAACTGACCGCCGCTGAAGGGCTGGAACGTTATCTGGGCG

CCAAATTCCCGGGTGCGAAACGTTTCTCGCTCGAGGGGGGAGATGCGCTGATACCTATGCTGAAAGAGATGGTTCGCCATGCGGGTAACAGCG

GCACTCGCGAAGTGGTGCTGGGGATGGCGCACCGCGGTCGCCTGAACGTGCTGATCAACGTACTGGGTAAAAAACCGCAGGATCTGTTCGAC

GAGTTTGCCGGTAAACATAAAGAACATCTGGGTACCGGCGACGTGAAGTATCACATGGGCTTCTCGTCAGATATCGAAACCGAAGGCGGTCTG

GTTCACCTAGCGCTGGCGTTTAACCCATCGCATCTGGAAATTGTGAGCCCGGTGGTGATGGGCTCCGTGCGTGCCCGTCTGGACAGACTGGAC

GAACCGAGCAGCAACAAAGTGTTGCCGATCACTATTCACGGCGACGCCGCGGTGACCGGCCAGGGCGTGGTTCAGGAAACTCTGAACATGTC

GAAAGCGCGCGGTTACGAAGTGGGCGGTACGGTACGTATCGTTATCAACAACCAGGTGGGCTTCACCACCTCTAACCCACTGGATGCGCGTTC

AACGCCTTACTGCACCGATATCGGTAAAATGGTCCAGGCGCCGATTTTCCAC 

thrA 

CTGTTGGCGGTGGGCCATTACCTTGAATCTACCGTCGATATCGCGGAATCGACTCGCCGTATCGCCGCCAGCCAGATCCCGGCCGACCACATG

ATCCTGATGGCGGGATTTACTGCTGGTAATGAAAAGGGTGAACTGGTGGTGCTGGGCCGTAATGGTTCCGACTATTCTGCCGCCGTGCTGGCC

GCCTGTTTACGCGCTGACTGCTGTGAAATCTGGACTGACGTCGATGGCGTGTATACCTGTGACCCGCGTCAGGTGCCGGACGCCAGGCTGCT

GAAATCGATGTCCTACCAGGAAGCGATGGAACTCTCTTACTTCGGTGCCAAAGTCCTTCACCCTCGCACCATTACGCCTATCGCCCAGTTCCAG

ATCCCCTGTCTGATTAAAAATACCGGCAATCCGCAGGCGCCAGGAACGCTGATCGGCGCGTCCAGCGACGATGATAATCTGCCGGTTAAAGGG

ATCTCTAACCTTAATAACATGGCGATGTTTAGCGTCTCCGGCCCGGGAATGAAAGGGATGATTGGGATGGCGGCGCGTGTTTTTGCCGCCATGT

CTCGCGCCGGGATCTCGGTGGTGCTCATTACCCAGTCCTCTTCTGAGTACAGCATCAGTTTCTGTGTGCCGCAGAGTGATTGCGCGCGTGCCC

GCCGTGCGATGCAGGATGAGTTCTATCTGGAGCTGAAAGAGGGGCTGCTGGAGCCGCTGGCGGTTACGGAGCGGTTGGCGATTATCTCTGTT

GTCGGCGACGGTATGCGCACGCTACGCGGCATTTCAGCGAAATTCTTCGCCGCGCTGGCGCGGGCTAATA 
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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 

purE 

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 
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Apéndice IIB. Alineamientos correspondientes al esquema MLST. 

Muestra Salmonella 318. 

aroC 71 dnaN 65 

hemD 67 hisD 16 
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purE 61 sucA 9 

thrA 64 
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Muestra Salmonella 375. 

aroC 319 dnaN 47 

hemD 49 hisD 42 
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purE 12 sucA 58 

thrA 3 
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Muestra Salmonella 389. 

aroC 11 dnaN 10 

hemD 13 hisD 32 
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purE 10 sucA 13 

thrA 4 
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Muestra Salmonella 384. 

aroC 230 dnaN 38 

hemD 252 hisD 427 
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purE 236 sucA 216 

thrA 209 
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Muestra Salmonella Enteritidis.

aroC 5 dnaN 5 

hemD 3 hisD 7 
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purE 6 sucA 6 

thrA 11 
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