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Resumen 

VÁZQUEZ ACEITUNO VÍCTOR ALFONSO. Identificación de los genes armA, rmtB 

y rmtC asociados a resistencia a aminoglucósidos en aislados de Salmonella 

enterica de origen bovino (bajo la dirección de: MVZ Inda Marcela Figueroa Ochoa 

y MVZ Rigoberto Hernández Castro) 
Los aminoglucósidos son antimicrobianos utilizados para tratar una gran variedad de infecciones 

causadas por bacterias gram negativas y gram positivas en el hombre y los animales. Estos 

antimicrobianos se ven afectados por diversos mecanismos de resistencia como enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos, cambios en la permeabilidad de la membrana, bombas de eflujo 

y mutaciones en el sitio blanco; sin embargo, las metiltransferasas de 16S ARNr (MTasas de 16S 

ARNr) confieren altos niveles de resistencia a los aminoglucósidos utilizados en la clínica. Los genes 

responsables encontrados hasta ahora son once: armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtD2, rmtE, rmtF, 

rmtG, rmtH y npmA. Estos han sido reportados en diferentes géneros de bacterias gram negativas 

como S. enterica, E. coli, A. baumannii, K. pneumoniae y otros géneros de importancia en salud 

animal y salud pública. 

En el presente trabajo se identificaron aislamientos de S. enterica del recto de bovinos. Por el método 

automatizado Vitek®, se obtuvo el patrón de resistencia y la identificación bioquímica. Además, se 

realizó la serotipificación a cada uno de los aislamientos, y se utilizó la reacción en cadena de la 

polimerasa con iniciadores específicos para identificar los genes armA, rmtB y rmtC. Adicionalmente 

se identificó el gen invA, que se utiliza para identificar al género Salmonella. Finalmente se 

identificaron 24 aislamientos como S. Typhimurium y un aislamiento de los serotipos S. Muenchen, 

S. Gallinarum, S. Montevideo, S. Kentucky, S. Newport y dos aislamientos con la formula O4,5; g,p,s. 

En la presente tesis se logró identificar el gen armA en dos aislamientos de S. enterica serotipo 

Gallinarum y Typhimurium, que previamente se había identificado en aislamientos de animales y el 

hombre. Este es el primer reporte del gen armA en México en aislamientos de Salmonella 

proveniente de bovino.  
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1. Introducción 

1.1 El género Salmonella 

El género Salmonella es un grupo diverso de microorganismos patógenos entéricos, 

que infectan al hombre y animales, y forman parte de la familia Enterobacteriaceae. 

Esta familia generalmente habita (pero no exclusivamente) en el tracto 

gastrointestinal de animales y el hombre (1). 

Este genero comprende a bacilos gram negativos de 0.7-1.5 µm de ancho por 2-5 

µm de largo, usualmente móviles por flagelos perítricos (a excepción de S. 

Gallinarum y S. Pullorum). Son anaerobios facultativos, las colonias generalmente 

miden de 2-4 mm de diámetro, crecen a temperaturas entre 7ºC-48ºC con un 

crecimiento óptimo a 37ºC y un pH de 4.05 a 9, y un aw de 0.995 (2). Las pruebas 

bioquímicas características de Salmonella son: reducción de nitratos a nitritos, 

producción de gas a partir de glucosa, producción de ácido sulfhídrico en el medio 

TSI, indol negativo, utilización de citrato como fuente de carbón, lisina y ornitina 

descarboxilasa positivas, ureasa negativa, y no fermentan los siguientes 

carbohidratos: sucrosa, salicin, inositol y amigdalina (3). 

El género contiene dos especies: S. enterica y S. bongori. S. enterica se subdivide 

en seis subespecies, de acuerdo en diferencias fenotípicas o bioquímicas: S. 

enterica subsp. enterica (I), S. enterica subsp. salamae (II), S. enterica subsp. 

arizonae (IIIa), S. enterica subsp. diarizonae (IIIb), S. enterica subsp. houtenae (IV), 

y S. enterica subsp. indica (VI). La subespecie (V) está ligada a S. bongori (4-5). 

La serotipificación tiene como fundamento la detección de antígenos de superficie 

como el antígeno O (antígeno somático termoestable), antígeno H (flagelina, 

antígeno termolábil) y si está presente, el antígeno Vi (antígeno capsular), 
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compuesto por ácido α-1,4 2-desoxi-2-N-acetilgalactosamina urónico (2). Los 

serotipos están asignados de acuerdo con la nómina de “Fórmulas antigénicas de 

serotipos de Salmonella” con 2659 serotipos hasta la fecha (6). Estos serotipos se 

han agrupado dentro de las 7 subespecies (Cuadro 1) (6,7). 

Cuadro 1 
Serotipos en cada especie y subespecie de Salmonella 

S. enterica N Hábitat 

Subsp. enterica 1586 Animales de sangre caliente  

Subsp. salamae 522 Animales de sangre fría 

Subsp. arizonae 102 Animales de sangre fría 

Subsp. diarizonae 338 Animales de sangre fría 

Subsp. houtenae 76 Animales de sangre fría 

Subsp. indica 13 Animales de sangre fría 

S. bongori 22 Animales de sangre fría 

Total 2659  

Tomado de: Issenhuth-Jeanjean S. Supplement 2008-2010 (no. 48) to the White-
Kauffmann-Le Minor scheme. Res Microbiol 2014 Sep;165(7):526-30. 

 

Además, existe otra clasificación de los serotipos de acuerdo con la variedad de los 

hospederos en los que puede sobrevivir. Estos se pueden dividir en serotipos 

restringidos a un hospedero, serotipos adaptados al hospedero, y serotipos ubicuos 

o generales. Los primeros se refieren a serotipos que típicamente causan 

enfermedad sistémica en un hospedero exclusivamente, los siguientes se refieren 

a serotipos que son prevalentes en una especie, pero causan una enfermedad en 

otras especies y los últimos son capaces de causar enfermedad en una gran 
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variedad de hospederos en los que inducen gastroenteritis autolimitante (2,8). A 

continuación, se enlistan algunos de los hospederos y serotipos asociados, asi 

como la enfermedad que ocasionan (8) (Cuadro 2). 

Cuadro 2 
Serotipos de Salmonella asociados a un hospedero específico y enfermedades 

Hospedero Serotipos asociados Enfermedad 
Bovino S. Dublín, S. Typhimurium Septicemia, aborto, enteritis aguda 

o crónica. 
Ovinos S. Typhimurium Colitis, aborto, septicemia 

Suinos S. Choleraesuis, S. Typhimurium, S. 
Typhisuis 

Septicemia 

Équidos S. Typhimurium Septicemia, colitis, y aborto 

Aves S. Gallinarum, S. Pullorum Septicemia, enteritis aguda o 
crónica. 

Humanos S. Enteritidis, S. Typhi, S. Paratyphi Gastroenteritis, bacteremia 
 

Además de los antes mencionados, en bovinos podemos encontrar los siguientes 

serotipos reportados con mayor frecuencia: Montevideo, Dublin, Muenster, 

Kentucky, Anatum, Infantis, Cerro, Meleagridis, Newport y Typhimurium (9). 

Las infecciones de Salmonella en bovinos son causa de mortalidad y morbilidad, y 

frecuentemente se encuentran animales con infección subclínica, lo que los 

convierte en reservorios de infección tanto para el hombre como para otras especies 

(10). Cuando enferman estos animales, presentan un cuadro agudo en el que se 

observa fiebre, anorexia, diarrea con heces fétidas con presencia de moco y 

hematoquecia. Este cuadro está presente durante 4 a 7 días hasta la muerte del 

animal. La mortalidad puede superar el 50% si no se da tratamiento y ser menor al 

10% cuando se da tratamiento oportuno. En los becerros, además del cuadro 

anterior se presenta deshidratación, emaciación y en casos extremos la muerte (11). 
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Salmonella spp., es un agente zoonótico que se transmite vía alimentos 

contaminados, principalmente de origen animal como carne, huevos, y leche. En el 

hombre, una infección por este microorganismo causa gastroenteritis, diarrea, 

fiebre, dolor abdominal y náuseas (12). Se estima que anualmente existen 93.8 

millones de casos de Salmonella, y que causa 155 mil muertes en el hombre 

asociadas a gastroenteritis. De estos casos, 86.5% están asociados a alimentos 

contaminados con el microorganismo (13).  

1.2 Resistencia a antimicrobianos 

La resistencia a los antimicrobianos es la capacidad de una bacteria para sobrevivir 

a una concentración específica de un antimicrobiano conocido (14). Este fenómeno 

actualmente representa uno de los problemas de Salud Pública y Salud Animal a 

nivel mundial (15). La consecuencia más seria del uso de antimicrobianos es el 

desarrollo de cepas resistentes (16). 

La resistencia se desarrolla como respuesta a la presión de selección ejercida por 

un antimicrobiano. Para que se desarrolle, se deben cumplir dos condiciones. 1) El 

antimicrobiano (selector) debe estar en contacto prolongado con la población 

bacteriana. 2) El selector debe estar en una concentración que permita que las 

bacterias sobrevivan (16,17). Esto se denomina concentración sub-inhibitoria (18). 

La resistencia antimicrobiana puede ser una propiedad natural (resistencia 

intrínseca) o puede ser una propiedad adquirida (resistencia adquirida) (19). Las 

bacterias resistentes tendrán la capacidad de confrontar diferentes concentraciones 

de antimicrobiano, desde concentraciones bajas, concentraciones que inhiben el 

crecimiento microbiano (CMI), y concentraciones superiores a las que inhiben el 
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crecimiento bacteriano. Es importante hacer notar que las bacterias pueden tener 

más de un mecanismo de resistencia en contra de la misma clase de antimicrobiano, 

lo que da lugar a que puedan tolerar concentraciones muy altas de antimicrobianos 

(efecto aditivo) (17). A continuación, se presenta un cuadro con los diferentes 

mecanismos de resistencia y el nivel de resistencia que confieren (15) (Cuadro 3).  

Cuadro 3 
Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. 

Mecanismo Antimicrobiano Nivel de resistencia que 
confiere 

Bombas de eflujo 
Tetraciclinas 
Macrólidos 
Quinolonas 

Bajo 
 

Disminución en 
la concentración de 

antimicrobiano 

Beta-lactámicos 
Trimetoprim 
Tetraciclinas 

Bajo 
 

Alteración del sitio 
blanco 

Beta-lactámicos 
Aminoglucósidos 

Macrólidos 
Quinolonas 
Rifampicina 

Variable 

Vía alterna a una ruta 
metabólica 

Sulfas 
Trimetoprim Alto 

Enzimas modificadoras del 
antimicrobiano 

Beta-lactámicos 
Aminoglucósidos 

Macrólidos 
Cloranfenicol 
Lincomicina 

Alto 

 

El origen de los genes que codifican para los mecanismos de resistencia es 

desconocido, sin embargo, es aceptado que estos genes originalmente pertenecían 

a organismos productores de antimicrobianos, los cuales utilizaban este mecanismo 

para evadir los efectos de los mismos (20, 21). 

La resistencia a antimicrobianos puede ocurrir por medio de mutaciones 

cromosomales o por transmisión horizontal de genes (22). 
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La transferencia horizontal de genes por medio de la conjugación de plásmidos ha 

sido observada en diferentes nichos del ecosistema como en insectos, agua, suelo, 

en alimentos, y en patógenos de importancia en Salud Pública (23). La transferencia 

de elementos genéticos móviles como plásmidos, transposones e integrones entre 

bacterias sin ninguna relación filogenética, se ha descrito en la literatura, indicando 

que este mecanismo contribuye significativamente a la diseminación de genes de 

resistencia (24).  

Los plásmidos, transposones e integrones son los principales sistemas de 

diseminación de genes de resistencia entre bacterias. Estos elementos usualmente 

contienen más de un gen de resistencia (22). Las cepas que adquieren estos 

plásmidos se denominan multirresistentes y la selección de las bacterias que los 

llevan, es debida al fenómeno de co-resistencia (la presión de selección ejercida por 

un antimicrobiano selecciona para varios mecanismos de resistencia contenidos en 

el plásmido) (17, 25). 

1.3 Resistencia a aminoglucósidos 

Los aminoglucósidos son compuestos naturales producidos principalmente por 

actinomicetos de los géneros Streptomyces y Micromonospora. Estos 

antimicrobianos cuentan con un amplio espectro y actividad bactericida en contra 

de bacterias gram negativas, micobacterias y son usados en conjunto con los beta-

lactámicos. Estos compuestos tienen una fuerte carga positiva, son altamente 

solubles en agua, e insolubles en lípidos y tienen una mejor acción antibacteriana 

en medios alcalinos, son pobremente absorbidos por vía oral y penetran la barrera 

hematoencefálica de manera ineficiente. Debido a su carga positiva, los 
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aminoglucósidos son capaces de unirse a moléculas con carga negativa como el 

lipopolisacárido (LPS), ADN, ARN y fosfolípidos (26, 27, 28). 

El término aminoglucósidos se debe a la estructura química de este grupo de 

antimicrobianos. Estos se componen de un anillo central llamado aminociclitol 

(núcleo) que está saturado por grupos hidroxilo y amino, unido a uno o más 

aminoazúcares por medio de enlaces glicosídicos (28) (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Estructura química de los aminoglucósidos. En el anillo II o aminociclitol hay enlaces 
con otros aminoazúcares que le dan clasificación a los aminoglucósidos. A. Aminoglucósidos 2-
DOS 4,5 B. Aminoglucósidos disustituidos 2-DOS 4,6. Tomado de Vicens y Westhof. Crystal 
Structure of a Complex between the Aminoglycoside Tobramycin and an Oligonucleotide 
Containing the Ribosomal Decoding A Site. Chem Biol. 2002 Jun;9(6):747-55. 

 

La clasificación de estos antimicrobianos tiene como base el anillo aminociclitol. Los 

que tienen el anillo aminociclitol 2-desoxiestreptoamina (2-DOS), son considerados 

como típicos y los que no tienen el anillo antes mencionado serán atípicos. Ejemplos 

de los aminoglucósidos típicos son: gentamicina, tobramicina, amikacina, 

arbekacina, netilmicina y sisomicina. Algunos ejemplos de aminoglucósidos atípicos 

son: estreptomicina, espectinomicina y fortimicina. Además de la clasificación 



 
 

9 
 

anterior, los aminoglucósidos típicos se clasifican de acuerdo a la posición de los 

enlaces glicosídicos entre el anillo aminociclitol y los aminoazúcares (29) (Cuadro 

4). 

 

Se ha demostrado que los aminoglucósidos inhiben la síntesis de proteínas; unos 

inhiben la translocación en la síntesis de proteínas, lo que les confiere efecto 

bacteriostático (espectinomicina y kasugamicina), y otros afectan la fidelidad en la 

lectura de codón-anticodon, lo que les confiere efecto bactericida (aminoglucósidos 

2-DOS y estreptomicina). 

Cuadro 4 
Clasificación general de los aminoglucósidos 

 
Aminoglucósido 

 
Típico o 
atípico 

 
Aminociclitol 

 
Natural (N) o 
Semisintético 

(S) 

 
Origen 

 
Año de 

Descubrimiento 

Gentamicina 

Tí
pi

co
s 

 
 
 

2-DOS 4,6 
Disustituido 

N M. purpurea 1963 
Sisomicina N M. inyoensis 1970 

Isepamicina S Derivado de 
Gentamicina 1974 

Netilmicina S Derivado de 
Sisomicina 1975 

Kanamicina N S. 
kanamiceticus 1957 

Tobramicina N S. teneabrius 1967 

Dibekacina S Derivado de 
Bekanamicina 1971 

Amikacina S Derivado de 
Kanamicina 1972 

Arbekacina S Derivado de 
Bekanamicina 1973 

Neomicina 2-DOS 4,5 
Disustituido 

N S. fradie 1949 

Paromomicina N S. 
kestomuceticus 1950 

Apramicina 2-DOS 4 
sustituido N S. teneabrius 1968 

Higromicina  2-DOS 5 
sustituido N Streptomyces 

hygroscopicus 1953 

Estreptomicina 

At
íp

ic
os

 Estrepitdina N S. griseus 1944 
Espectinomicina Actinamina N S. spectabilis 1961 

Fortimicina Fortamina N M. 
olivaterospora 1977 
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El efecto bactericida de los aminoglucósidos es debido a que se unen fuertemente 

a la subunidad ribosomal 16S, en el sitio A, interfiriendo así, en el proceso de la 

traducción, lo que afecta la fidelidad de la traducción y genera proteínas truncas o 

mal plegadas. La fidelidad en la traducción depende de dos pasos; el primer paso 

es el reconocimiento del codón en el ARNm y el anticodón en el ARNt y el segundo 

paso es la verificación. El sitio A del ribosoma bacteriano, está compuesto por las 

helices 34 y 44 de la subunidad ribosomal 16S ARNr. El sitio A tiene un interruptor 

molecular de ARN, compuesto por 15 nucleótidos en el que las adeninas A1492 y 

A1493 se encuentran en un bucle interno asimétrico, y estas son esenciales para la 

discriminación de ARNt (Figura 2). Los ARNt, se unen dentro de una hendidura 

formada por las hélices anteriormente mencionadas y los movimientos relativos de 

estos dominios están involucrados en el proceso de traducción y translocación (27). 

Cuando un complejo ARNm-ARNt es formado, A1492 y A1493 salen del bucle 

interno y participan en el reconocimiento del codón y anticodón (Conjugado), 

formando puentes de hidrógeno con las dos primeras bases, permitiéndole 

discriminar entre las diferentes geometrías de emparejamiento de bases (Estado 

“Encendido”). 
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Figura 2. Mecanismo de discriminación del sitio A entre los diferentes ARNt. El interruptor 
molecular está compuesto por las A1492 y A1493. Al unirse al ARNm y ARNt cambia al estado 
“encendido” y discrimina entre las diferentes geometrías de ARNt. Tomado de Antibiotics targets, 
mechanisms and resistance. Editado por Claudio O. Gualerzi, Letizia Brandi, Attilio Fabbretti, y 
Cynthia L. Pon Capitulo 19. Aminoglycoside Antibiotics: Structural Decoding of Inhibitors Targeting 
the Ribosomal Decoding A Site por Jiro Kondo y Eric Westhof. 

 

Cuando un aminoglucósido 2-DOS disustituido se une en el sitio de decodificación, 

causa un cambio conformacional similar a la formación de un complejo ARNm-ARNt 

y bloqueando el ribosoma en el estado “Encendido”. Como consecuencia la afinidad 

del sitio A por un complejo no conjugado de ARNm-ARNt se incrementa, y evita que 

el ribosoma discrimine eficientemente entre los complejos conjugados y no 

conjugados (30,31). 

Los efectos de las proteínas mal traducidas debido a los efectos de los 

aminoglucósidos son: el incremento de la permeabilidad pasiva debido a la 

incorporación de las proteínas truncas o mal plegadas, el aumento del transporte de 

aminoglucósidos, aumentando así la concentración del antimicrobiano dentro de la 

célula, la saturación de los ribosomas con aminoglucósidos, lo que provoca la 
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inhibición de la síntesis y ensamblaje de nuevos ribosomas, y lleva a una completa 

inhibición de síntesis de proteínas y por lo tanto a la muerte celular. 

Alternativamente, la producción de proteínas mal traducidas podría afectar otros 

procesos celulares vitales como la replicación del ADN (32-36). 

1.4 Clasificación de los mecanismos de resistencia a los aminoglucósidos 

Existen tres mecanismos generales de resistencia a aminoglucósidos: a) reducción 

de la concentración intracelular del antimicrobiano por medio de bombas de eflujo 

específicas o generales, o cambios en la permeabilidad de la membrana, b) 

inactivación enzimática, y c) alteración del sitio blanco, usualmente debido a una 

mutación espontánea o por modificación del sitio blanco por genes exógenos 

(Cuadro 5) (27, 37). 

Cuadro 5. Mecanismos de resistencia en contra de aminoglucósidos 
Clase Mecanismos de resistencia 

Disminución de la 
concentración intracelular 

 
Cambios en la membrana bacteriana 

 
Modificación enzimática 

Acetiltransferasas  
Nucleotidiltransferasas 

Fosfotransferasas 
Modificación del sitio 

blanco 
Mutaciones ribosomales 

Metiltransferasas de 16S ARNr 

 

1.4.1 Reducción de la concentración intracelular del antimicrobiano 

1.4.1.1 Bombas de eflujo generales y específicas 

Las bombas de eflujo son bombas dependientes de energía (ATP); las bacterias 

que expresan de manera constitutiva estas bombas presentan resistencia a bajas 

concentraciones de varios antimicrobianos. Sin embargo, mutaciones en los genes 

que regulan la expresión de las bombas o la presencia del substrato, pueden inducir 

la sobreexpresión de este mecanismo de resistencia. Originalmente se sabía que 
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estas bombas eran específicas para compuestos hidrofóbicos o anfipáticos y, por lo 

tanto, este mecanismo no afectaría a los aminoglucósidos. Sin embargo, en los 

últimos años, se ha demostrado que los aminoglucósidos sí son substratos de 

bombas de eflujo. La familia de las bombas de eflujo de mayor importancia para la 

reistencia a aminoglucosidos es la RND (Resistance Nodualtion cell Division) 

(38,39). 

1.4.1.2 Cambios en la membrana bacteriana 

Los cambios en los componentes de la membrana bacteriana, involucrados en la 

unión electrostática del antimicrobiano con la superficie de la bacteria, provocan la 

disminución de la concentración de los aminoglucósidos. Se ha observado que 

aislamientos clínicos de Pseudomonas aeruginosa que exhiben niveles bajos de 

resistencia a gentamicina, tienen el lipopolisacárido con menor carga negativa que 

un aislamiento de campo, por lo tanto, tiene una menor afinidad por la gentamicina 

(40).  

Otro mecanismo que disminuye la concentración intracelular bacteriana de los 

aminoglucósidos es la cápsula. Se ha observado que la cápsula mucoide que 

sintetizan algunas bacterias como P. aeruginosa, tiene las siguientes funciones: 1) 

adherencia al epitelio respiratorio, 2) la evasión de la fagocitosis y 3) disminuir la 

concentración intracelular bacteriana de los aminoglucósidos. Se ha propuesto que 

la cápsula polianiónica de este género bacteriano, actúa como una barrera física y 

iónica que secuestra a los aminoglucósidos (40). 

1.4.2 Modificación enzimática 

La modificación enzimática de los aminoglucósidos o enzimas modificadoras de 

aminoglucósidos (EMA) es el mecanismo de resistencia más importante, ya que 
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ocasiona la pérdida de afinidad del aminoglucósido por su sitio blanco. Existen tres 

clases de enzimas modificadoras de aminoglucósidos: las acetiltransferasas, las 

nucleotidiltransferasas y las fosfotransferasas (37). 

1.4.2.1 Acetiltransferasas 

Las aminoglucósido acetiltransferasas (AAC) catalizan una reacción de acetilación 

en uno de los cuatro grupos amino del antimicrobiano. La acetilación reduce cuatro 

veces la afinidad del aminoglucósido por el sitio blanco dentro del sitio A. Las 

acetiltransferasas se clasifican de acuerdo con la región selectiva en la que se lleva 

a cabo la reacción de acetilación en el aminoglucósido. AAC (1) lleva a cabo su 

reacción en el grupo amino en la posición 1 del segundo anillo, AAC (2’) en la 

posición 2 del primer anillo, AAC (6’) en el primer anillo del grupo amino en la 

posición 6, AAC (3) en la posición 3 del segundo anillo. Los genes que codifican 

estas enzimas se encuentran comúnmente en elementos genéticos móviles como 

transposones que se encuentran en plásmidos de resistencia. 

1.4.2.2 Nucleotidiltransferasas 

Las aminoglucósido nucleotidiltransferasas (ANT), catalizan la reacción entre el Mg-

ATP y el aminoglucósido a la forma O-adenilada del fármaco, disminuyendo así la 

afinidad del aminoglucósido por el sitio A. Estas representan a la clase menos 

variada de las enzimas modificadoras de los aminoglucósidos, en la que existen 

cinco clases de ANT identificadas hasta la fecha. Estas enzimas, al igual que las 

anteriores, se clasifican de acuerdo con el sitio donde se lleva a cabo su acción. 

ANT (6) y ANT (9) llevan a cabo su reacción en el segundo anillo, ANT (4′) en el 

primer anillo, ANT (2″) y ANT (3″) en el tercer anillo. Los genes que codifican a estas 

enzimas se encuentran en el cromosoma y en plásmidos, y están ampliamente 
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distribuidos entre bacterias patógenas. La frecuencia con la que se encuentran 

estos genes, está dada por la selección de aminoglucósidos utilizados en la clínica 

(comúnmente los aminoglucósidos con resistencia a las ANT son tobramicina y 

gentamicina).  

1.4.2.3 Fosfotransferasas 

Las aminoglucósido fosfotransferasas (APH) representan un grupo numeroso de 

enzimas modificadoras de aminoglucósidos y son particularmente relevantes en la 

clínica ya que están presentes en géneros gram positivos como Enterococcus y 

Staphylococcus. Los genes que codifican para estas enzimas son frecuentemente 

encontrados en bacterias multirresistentes asociados a transposones e integrones. 

Las APH se clasifican de acuerdo con la región donde se lleva a cabo la reacción 

de fosforilación, su substrato es el grupo hidroxilo. Las APH (4) y APH (6) fosforilan 

en anillo II en las posiciones 4 y 6, la APH (3’) en el anillo I en la posición 3 y las 

enzimas APH (2’’) y APH (3’’) en el anillo III en las posiciones 2 y 3, respectivamente. 

Existen otras APH que fosforilan en otras posiciones en aminoglucósidos atípicos 

como la APH (9), que solo modifica a la espectinomicina y la APH (7’’) que modifica 

a la higromicina (27, 37, 40). 

1.4.3 Modificación del sitio blanco 

1.4.3.1 Mutaciones Ribosomales 

La resistencia a los aminoglucósidos también puede ocurrir por mutaciones en el 

sitio blanco, clínicamente es relevante en Mycobacterium tuberculosis y la 

resistencia asociada a estreptomicina. Mycobacterium es uno de los géneros 

bacterianos que tiene una sola copia del operón ribosomal. Esto implica que una 

mutación puntual puede producir una población resistente a estreptomicina. Las 
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mutaciones en el gen rrs (16S ARNr), asociadas con la resistencia a la 

estreptomicina, afectan la región de la horquilla 530 y al nucleótido 912, resultando 

en la perdida de afinidad del antimicrobiano antes mencionado (40). 

También, las mutaciones en los genes que codifican para las proteínas ribosomales 

pueden alterar la actividad de los aminoglucósidos. Mutaciones en la proteína S12, 

generan resistencia hacia la estreptomicina en M. tuberculosis (40). 

1.4.3.2 Metiltransferasas de la subunidad ribosomal 16S ARNr 

Como se mencionó anteriormente, los aminoglucósidos son producidos por 

actinomicetos de los géneros Micromonospora y Actinomyces. Estos 

microorganismos son resistentes intrínsecamente a estos antimicrobianos (21), 

debido a la modificación ribosomal por las metiltransferasas de la subunidad 16S 

ARNr (MTasas de 16S ARNr), esto es debido a la metilación de nucleótidos 

específicos dentro de 16S, que obstaculizan la unión de los aminoglucósidos con 

su sitio blanco (41). Hasta hace unos años se desconocía si este mecanismo se 

encontraba en bacterias patógenas, hasta que en 2003 se reportó en cepas de 

Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (42, 43). 

La importancia de estas enzimas es que confieren niveles extraordinarios de 

resistencia a aminoglucósidos utilizados en clínica como gentamicina, tobramicina 

y amikacina. Los niveles de resistencia alcanzados son de 256 µg/mL o mayores. 

Para comprender el funcionamiento de estas enzimas, es necesario clasificarlas de 

acuerdo con el nucleótido donde llevan a cabo la modificación y el patrón de 

resistencia que confieren. El primer grupo está compuesto por las MTasas de 16S 

ARNr que modifican la posición 1405 que corresponde a una guanina en su séptima 

posición (N7-G1405). Estas confieren resistencia a los aminoglucósidos del grupo 
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2-DOS 4,6 (gentamicina, kanamicina, amikacina, y tobramicina), pero no a los 

aminoglucósidos 2-DOS 4,5 (neomicina), los sustituidos (apramicina), o los que no 

contienen al núcleo 2-DOS (estreptomicina). El segundo grupo está compuesto por 

las enzimas que modifican la posición 1408 que corresponde a una adenina en su 

primera posición (N1-A1408). Estas confieren resistencia a los aminoglucósidos del 

grupo 2-DOS 4,6 (gentamicina, kanamicina, amikacina, y tobramicina), 2-DOS 4,5 

(neomicina) y a los sustituidos (apramicina), pero no a los que no contienen al 

núcleo 2-DOS (estreptomicina) (Cuadro 6) (41,44, 45). 

Cuadro 6 
Patrón de resistencia que confieren las diferentes MTasas de 16S ARNr 

Clases de aminoglucósido N7-G1405 N1-A1408 
2-DOS 4,6    R+ R 
2-DOS 4,5 S   R+ 

2-DOS sustituidos S   R+ 
Sin núcleo 2-DOS S S 

R+: Altamente resistente, R: resistente, S: susceptible, 2-DOS: 2 desoxiestreptamina. 
Tomado de Wachino y Arakawa, 2012. 

 

Los genes de MTasas de 16S ARNr del grupo N7-G1405 son los siguientes: armA 

(aminoglycoside resistance methylase) (46), rmtA (rRNA methyltransferase) (43) 

rmtB (47), rmtC (48), rmtD (49), rmtD2 (50), rmtE (51), rmtF (52), rmtG (53) y rmtH 

(54). El gen de MTasas de 16S ARNr del grupo N1-A1408 es npmA (novel plasmid-

mediated 16S rRNA N1-A1408 methyltransferase) (55). Estos genes se encuentran 

distribuidos mundialmente (Figura 3); los genes que se encuentran con mayor 

frecuencia son armA y rmtB, los cuales están presentes en una gran variedad de 

bacterias gram negativas, como K. pneumoniae y Acinetobacter baumannii, que 

están asociadas a problemas intrahospitalarios. También se han encontrado 

reportes del gen armA en bacterias asociadas con enfermedades transmitidas por 
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alimentos y agentes causantes de diarrea, entre las cuales están Salmonella 

enterica, Shigella flexneri y Escherichia coli (44,45) (Cuadro 7). 

 

Cuadro 7. Aislamientos de bacterias gram negativas en las que se detectó la presencia de MTasas de 16S 

ARNr en animales de producción, mascotas o alimentos. 

Año País 
MTasas de 

16S ARNr 
Bacteria 

Ganado 

Mascota 

Alimento 

Referencia 

2002 España armA E. coli Cerdo 56 

2002 China rmtB E. coli Cerdo 57 

2004-2007 Korea armA E. coli 
Bovino Cerdo 

Aves 
58 

2005-2006 China rmtB 
E. coli 

E. cloacae 
Cerdo 59 

2005-2006 China rmtB E. coli Cerdo 60 

2006-2008 China 
armA y/o 

rmtB 

Enterobacteriaceae 

E. coli 

K. pneumoniae 

C. freundii 

E. cloacae 

Mascotas 

(Perro/gato) 
61 

2007 China rmtB E. coli Pollo 62 

 

Figura 3: Distribución de los diferentes genes de MTasas de 16S ARNr. Tomado de 
Wachino y Arakawa, 2012 (44). Modificado con información de Doi, Wachino, Arakawa 

2016.  
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2008 Reino Unido rmtC 
S. enterica serovar 

Virchow 

Alimentos 

congelados 
63 

2008 China armA y rmtB E. coli Pollo 64 

2009 
Isla de La 

Reunión 
armA S. enterica Carne de pollo 65 

2009 China amtB E. coli Bovino 66 

2010 China armA 
S. enterica serovar 

Paratyphi B 
Pollo 67 

2010 China rmtB 

E. coli 

M. morganii 

L. adecarboxylata 

E. aerogenes 

E. cloacae 

Cerdo 

(en heces y 

suelo) 

68 

Sin 

especificar 
EE.UU. rmtE E. coli Bovino 51 

  

1.4.3.2.1 Identificación de las MTasas de 16S ARNr 

La detección de las MTasas de 16S ARNr se realiza con fines epidemiológicos. La 

identificación de este mecanismo de resistencia es un un reto, ya que el uso de 

métodos tradicionales como la concentración mínima inhibitoria (CMI) puede 

enmascarar su presencia (cuando más de una EMA están presentes en un 

microorganismo, este podría fácilmente ser resistente a múltiples aminoglucósidos). 

Por lo tanto, es importante el uso de pruebas que nos permitan discernir entre los 

diversos mecanismos de resistencia que afectan a los aminoglucósidos y las 

MTasas de 16S ARNr. El uso de la arbekacina para diferenciar entre las EMAs y las 

MTasas de 16S ARNr está recomendado ampliamente, porque aumenta el valor 

predictivo de la CMI en un 90%, esto se debe a que la arbekacina es un 

antimicrobiano que es refractario a las EMA a excepción de la enzima 

AAC(6’)/APH(2’’). Sin embargo, la única desventaja de este método es que la 

arbekacina no está disponible a nivel mundial (69). Además, se ha propuesto el 
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punto de corte ≥ 256 µg/mL para los aminoglucósidos en un antibiograma para la 

detección de estas enzimas. El uso de esta técnica tiene un valor predictivo 

excelente, ya que ha sido probada con diferentes enzimas del grupo N7-G1405 

(armA, rmtA, rmtB, rmtC, y rmtD) (41). 

El uso del antibiograma (CMI) además del uso de pruebas moleculares como es la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), son actualmente las únicas formas de 

confirmar la presencia de estos genes de resistencia (41, 70-71). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

21 
 

2. Justificación 

El género Salmonella representa una seria amenaza a la industria ganadera y 

alimentaria ya que muchos de sus serotipos son considerados como zoonosis. 

Aunado a esto, la presencia de las MTasas de 16S ARNr, presenta un escenario 

incierto y peligroso, debido a que hace inefectivos a los aminoglucósidos disponibles 

para terapia antimicrobiana. La identificación de estas enzimas a través de una 

metodología rápida, sensible y específica se ha vuelto una prioridad. Los métodos 

tradicionales como la concentración mínima inhibitoria (CMI) y antibiograma, 

describen un patrón de resistencia o fenotipo, en el cual pueden estar involucrados 

uno o más mecanismos; pero no logran distinguir el mecanismo de resistencia 

involucrado. Hasta el momento, no existen trabajos en nuestro país enfocados en 

determinar las bases moleculares de la resistencia a los aminoglucósidos, por lo 

que es importante conocer la presencia de genes de resistencia asociados a tal 

mecanismo. 
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3. Hipótesis 

Los aislamientos de S. enterica de origen bovino, presentarán resistencia a los 

aminoglucósidos debido a la presencia de los genes de resistencia armA, rmtB y 

rmtC. 

 

4. Objetivo general 

Identificar los genes de resistencia a aminoglucósidos armA, rmtB y rmtC, asociados 

a las metiltransferasas de la subunidad ribosomal 16S ARNr de cepas de S. enterica 

provenientes de bovinos por medio de la reacción en cadena de la polimerasa. 

 

4.1 Objetivos específicos 

Realizar la identificación bioquímica, serológica y molecular de los aislamientos de 

Salmonella. 

Determinar la susceptibilidad a los quimioterapéuticos mediante el sistema 

automatizado Vitek 2®. 

Identificar por medio de la amplificación y la secuenciación, los genes de resistencia 

armA, rmtB y rmtC. 
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5. Material y Métodos 

5.1 Identificación bioquímica de Salmonella 

Se utilizaron 31 aislamientos procedentes del recto de bovinos productores de carne 

clínicamente sanos del estado de Veracruz, México en el año de 2010 (Cuadro 8). 

Las cepas fueron identificadas bioquímicamente por medio del sistema 

automatizado Vitek 2® (bioMérieux, México); de igual manera, la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) fue determinada por el mismo sistema (Tarjeta para 

resistencia a bacterias gram negativas). 

 

Cuadro 8 

Aislamientos de Salmonella de bovinos. 

# Identificación # Identificación # Identificación # Identificación 

1 523 9 938 17 931 25 36 

2 145 10 986 18 13 26 528 

3 1065 11 989 19 987 27 925 

4 413 12 491 20 146 28 921 

5 1092 13 547 21 1037 29 1055 

6 922 14 524 22 48 30 141 

7 123 15 990 23 611 31 570 

8 142 16 988 24 621   

 

Para la susceptibilidad a quimioterapéuticos se usaron los siguientes antibióticos de 

acuerdo a los puntos de corte del CLSI (Clinical & Laboratory Standard Institute) 

(72): ampicilina (AMP) (2-32 µg), amoxicilina  con ácido clavulánico (AUG) (2-32 

µg/1-16 µg), ampicilina con sulbactam (AMS) (2-32 µg/1-16 µg), piperacilina con 

tazobactam (PTZ) (4-128 µg/4 µg), cefazolina (CFZ) (4-64 µg), ceftazidima (CAZ) 

(1-64 µg), ceftriaxona (AXO) (1-64 µg), cefepima (FEP) (1-64 µg), imipenem (IMI) 



 
 

24 
 

(0.25-16 µg), meropenem (MEM) (0.25-16 µg), ertapenem, (ERP) (0.5-8 µg), 

aztreonam (AZT) (1-64 µg), amikacina (AMI) (2-64 µg), gentamicina (GEN) (1-16 

µg), tobramicina (TOB) (1-16 µg), tigeciclina (TGC) (0.5-8 µg), ciprofloxacino (CIP) 

(0.25-4 µg), moxifloxacino (MXF) (0.25-4 µg), norfloxacino (NOR) (16-512 µg), 

sulfametoxazol con trimetroprim (SXT) (1-16 µg) y nitrofurantoína (NIT) (0.5-16 µg) 

(72). 

5.2 Serotipificación 

Para la serotipificación, se utilizaron diferentes medios: 

a) Medio para el mantenimiento de la cepa (tubo de trabajo): se utilizaron tubos con 

medio agar tripticaseína de soya (TSA) inclinado (33 g/L).  

Para la preparación de los antígenos: 

a) Medio de motilidad (para 1000 mL): se utilizaron tubos con un medio que 

contiene gelatina (53 g), agar-agar (3 g) y caldo infusión cerebro corazón (BHI) 

(37g). Antes de que el medio solidifique se insertó una varilla de vidrio.  

b) Medio para preparación del antígeno “O” (somático): se utilizaron tubos con agar 

tripticaseína de soya (33 g/L).  

c) Medio para la preparación del antígeno “H” (flagelar): Se utilizaron tubos con 

caldo infusión cerebro corazón (BHI) (37 g/L).  

d) Medio para la inducción de la fase II del antígeno flagelar (semisólido) (para 1000 

mL): Se utilizaron cajas de Petri desechables de 5 cm de diámetro con un medio 

que contiene caldo tripticaseína de soya (33 g) adicionado con nitrato de potasio 

(1 g) y agar-agar (2 g). 
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Para llevar a cabo la prueba de serotipificación, se prepararon los antígenos para la 

fase I y fase II del antígeno flagelar y además se preparó el antígeno somático. A 

continuación, se describe el proceso de preparación de cada uno. 

Antígeno somático: Del tubo de trabajo, se tomó una colonia y se inoculó por estría 

continua en el medio para preparación del antígeno somático y se incubó por 24 h 

a 37ºC. Con 10 mL de solución salina fisiológica, se agregó al medio y se removió 

el crecimiento bacteriano por agitación o con ayuda de un asa bacteriológica estéril. 

La suspensión de bacterias se transfirió a un tubo con tapón de algodón y se colocó 

en la autoclave a 110ºC por 45 min. Se espero a que el antígeno estuviera a 

temperatura ambiente y se agregaron 10 mL de formalina al 10% y se agitó 

suavemente. Este antígeno se conservó a temperatura ambiente siempre y cuando 

el tubo permaneciera sellado.  

Antígeno flagelar fase I: Del tubo de trabajo se sembró por picadura de asa una 

colonia en el medio de motilidad, en la parte interna del tubo hueco. Se dejó incubar 

a 30ºC por 24 h. Posteriormente se recuperó un fragmento de agar de la periferia 

del tubo con un asa bacteriológica y se agregó en el caldo BHI, incubándose a 37ºC 

por 24 h. Al finalizar, se agregaron 10 mL de formalina al 10%. Este antígeno se 

conservó entre 4º-8ºC, sellado.  

Antígeno flagelar fase II: De acuerdo con el resultado de la prueba de aglutinación 

para la fase I del antígeno flagelar, se usó el suero correspondiente para inducir la 

fase II en el medio semisólido. Se agregaron 50 µL del suero correspondiente en el 

centro de la caja del medio semisólido. Por otro lado, del medio de motilidad utilizado 

en la preparación del antígeno de la fase I, se tomó un fragmento de la periferia del 

tubo, y se agregó al medio semisólido, procurando mezclar el medio semisólido con 
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el fragmento del medio de motilidad y el antisuero. Este se incubó a 37ºC por 24 h. 

Al término, se sembró un nuevo medio de motilidad, tomando un fragmento del 

medio semisólido (en el cual se observa un desplazamiento en oleada) y se inoculó 

en el tubo hueco de cristal, y se incubó a 37ºC por 24 h. Posteriormente, se tomó 

un fragmento del medio anterior y se inoculó un tubo nuevo con caldo BHI, 

incubándose posteriormente a 37ºC por 24 h. Al término, se agregó 10 mL de 

formalina al 10% y se agitó suavemente. Este antígeno se conservó entre 4º-8ºC, 

sellado (Figura 4). 

 

Figura 4. Medios utilizados para la serotipificacion de Salmonella 

   

Medio de Motilidad Medio para preparación del 

antígeno “H” 

Medio para preparación 

del antígeno “O” 
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Medio para la inducción 

de la fase II del antígeno 

flagelar (semisólido). 

Izquierda: sin inocular. 

Derecha: inoculado. 

 

5.2.1 Tipificación del antígeno “O” (somático) 
Para la tipificación del antígeno “O” se probaron los antígenos preparados en contra 

de los antisueros de los factores O2, O4, O5, O9, O6,7, O6,8 (C3), O8 (C2) y O7 

(C1) (Figura 5). En caso de ser necesario se comprobó con antisueros en contra de 

otros factores o combinaciones de los factores antes mencionados. La prueba de 

aglutinación se llevó a cabo en micro placas de 96 pozos y se agregaron los 

antisueros en el siguiente orden: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema identificacion del antígeno somático de Salmonella por medio 

de la prueba de aglutinación. Columna 1: Antisuero O2; Columna 2: antisuero O4; 

Columna 3: antisuero O5; Columna 4: antisuero O9; Columna: antisuero O6,7; Columna 

6: antisuero O6,8; Columna 7: antisuero O8; Columna 8: antisuero O7. 
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Cada aglutinación se llevó a cabo en un volumen de 100 µL, agregando 80 µL del 

antígeno y 20 µL del antisuero. Se dejó por 24 h y al término se hizo la lectura de 

cada uno de los pozos. Dependiendo de la intensidad de la aglutinación se le da 

una calificación con cruces: (4+) 100% de aglutinación, sin antígeno libre (el fondo 

se ve claro a ligeramente brumoso), (3+) 75% de aglutinación y 25% del antígeno 

libre (el fondo se ve ligeramente brumoso), (2+) 50% de aglutinación y 50% del 

antígeno libre (el fondo se ve moderadamente brumoso), (1+) 25% de aglutinación 

y 75% de antígeno libre (el fondo se ve brumoso). La prueba de aglutinación se dio 

como positiva cuando alguno de los antisueros tuvo una calificación mayor o igual 

a 3+, y fue negativa cuando la aglutinación fue menor a 3+ o retardada. 

5.2.2 Tipificación del antígeno flagelar fase I 

Para la tipificación del antígeno H fase I, se utilizó el esquema de Spicer modificado 

por Edwards (Spicer-Edwards) como prueba tamiz, además de los antisueros poli 

H, EN, L e l. En este esquema se utilizaron cuatro sueros polivalentes que contienen 

diferentes combinaciones de los factores a, b, c, d, e, h, Complejo G (que contiene 

a los factores f, g; f, g, s; f, g, t; g, m; g, m, q; g, m, s; g, m, s, t; g, m, t; g, p; g, p, s; 

g, p, u; g, q; g, s, t; g, t; m, p, t, u; m, y t), i, k, r, y, z, Complejo z4 (que contiene a los 

factores z4, z23; z4, z24; z4,y z32), z10 y z29. (Spicer 1956 y Edwards 1962) (73-74). 

Los sueros polivalentes de Spicer-Edwards (SE1-SE4) contienen una combinación 

de factores que está descrita en el cuadro 9 (por ejemplo, el suero SE1 tiene los 

siguientes factores: a, b, c, e,h; complejo G e i). Para la prueba se utilizaron 

microplacas de 96 pozos, a las que se agregaron 20 µL de los antisueros y 80 µL 
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de los antígenos preparados previamente. Los antisueros usados se colocaron en 

la microplaca en el siguiente orden (Figura 6): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Esquema identificacion del antígeno flagelar de Salmonella por medio de la 
prueba de aglutinación utilizando el sistema comercial Spicer-Edwards. La combinación 

de las reacciones de aglutinación nos dio el grupo del antígeno flagelar.  
 

De acuerdo con el patrón de aglutinación encontrado, se puede clasificar los 

siguientes antígenos H: 

Cuadro 9  
Posibles resultados del sistema comercial Spicer-Edwards 

para la tipificación del antígeno flagelar. 
Antígenos H Antisueros H de Salmonella de Spicer-Edwards 

SE1 SE2 SE3 SE4 

a + + + - 

b + + - + 

c + + - - 

d + - + + 

e,h + - + - 

Complejo G + - - + 

i + - - - 

k - + + + 

r - + - + 
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y - + - - 

z - - + + 

z4 - - + - 

z10 - - - + 

Z29 - + + - 

 

Posteriormente los antígenos se desafiaron con sueros monovalentes para 

corroborar el esquema de Spicer-Edwards. Si el antígeno resultaba ser del complejo 

G, este se probó en contra de los diferentes antisueros del complejo G (f, g; f, g, s; 

f, g, t; g, m; g, m, q; g, m, s; g, m, s, t; g, m, t; g, p; g, p, s; g, p, u; g, q; g, s, t; g, t; m, 

p, t, u; m, y t) para encontrar los diferentes factores que formaron la fase I de este 

antígeno. Si el antígeno resultaba ser i, se probaron los factores i,2; i,5; i,6 e i,7. 

5.2.3 Tipificación del antígeno flagelar fase II 

Para la Inducción de la fase II del antígeno flagelar, se utilizó medio semisólido con 

el antisuero en contra de la fase I del antígeno flagelar, y del cual se preparó un 

antígeno y posteriormente se reevaluó de acuerdo al esquema Spicer-Edwards 

además de los antisueros poli H, EN, L e l. Dependiendo del factor encontrado, se 

usaron factores adicionales (73-74).  

5.3 Identificación molecular de las cepas de S. enterica por medio de la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) punto final 

Los aislamientos se identificaron molecularmente mediante la técnica de PCR a 

partir de colonia bacteriana. Se utilizaron los iniciadores 5’-GTG-AAA-TTA-TCG-

CCA-CGT-TCG-GGC-AA-3’ y 5’-TCA-TCG-CAC-CGT-CAA-AGG-AAC-C-3’ que 

amplifican un fragmento de 284 pb del gen invA descrito por Rahn et al. (75). Para 
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las reacciones de amplificación se utilizó el sistema comercial TopTaq Master Mix 

(Qiagen, Ventura CA, USA) siguiendo las condiciones de reacción sugeridas por el 

fabricante. Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen final de 25 

µL que contiene: 12.5 µL de TopTaq Master Mix (1.25 unidades TopTaq DNA 

polimerasa, buffer de PCR 1X con 1.5 mM de MgCl2, 200 µM de cada dNTP), 1 µL 

de cada iniciador a una concentración de 25 pmol y 10.5 µL de agua grado biología 

molecular, así como una colonia fresca del cultivo de Salmonella en medio de cultivo 

agar TSA (cultivos puros de 18 h). El protocolo de amplificación consistió de una 

desnaturalización inicial a 95°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalización 

a 95°C por 30s, alineación a 55°C por 30s y extensión a 72°C por 30s y una 

extensión final a 72°C por 5 min. 

5.4 Identificación de los genes de resistencia armA, rmtB y rmtC por medio de 

la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) punto final 

Para la detección de los genes armA, rmtB y rmtC se amplificó un fragmento de los 

genes por medio de la técnica de PCR (43). Para el gen armA, se utilizaron los 

iniciadores armA-F 5’-ATT-CTG-CCT-ATC-CTA-ATT-GG-3’ y armA-R 5’-ACC-TAT-

ACT-TTA-TCG-TCG-TC-3’ para amplificar un producto de 315 pb; para el gen rmtB 

se utilizaron los iniciadores rmtB-F 5’-GCT-TTC-TGC-GGG-CGA-TGT-AA-3’ y rmtB-

R5’-ATG-CAA-TGCC-GCG-CTC-GTA-T-3’, que amplifican un producto de 173 pb; 

para el gen rmtC se utilizaron los iniciadores rmtC-F 5’-CGA-AGA-AGT-AAC-AGC-

CAA-AG-3’ y rmtC-R 5’-ATC-CCA-ACA-TCT-CTC-CCA-CT-3’ para amplificar un 

producto de 711 pb. Las reacciones de amplificación se realizaron en un volumen 

final de 25 µL que contiene: 2.5 unidades DNA polimerasa, 5 µL de buffer de PCR 

5X, 5 µL de MgCl2 25 mM, 1 µL de dNTP a 100 µM (25 µM cada uno), 2 µL de cada 
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iniciador a una concentración de 25 pmol, 6.5 µL de H2O grado biología molecular 

y 4 µL de DNA plasmídico (5 ng/µL). 

El ADN plasmídico utilizado para las reacciones anteriores, fue extraído por medio 

del kit comercial QuickLyse miniprep (Qiagen, Ventura CA, USA), utilizando las 

instrucciones del fabricante. 

El protocolo de amplificación consistió de una desnaturalización inicial a 96°C por 5 

min, seguida de 30 ciclos de 96°C por 30 s, 55°C por 30 s,72°C por 1 min, y una 

extensión final a 72°C por 5 min. 

Se utilizaron como controles positivos cepas que contienen los genes antes 

mencionados. Para el gen armA se utilizó una cepa de E. coli DH5α transformada 

con el plásmido pMUR050 que contiene el gen armA; para el gen rmtB se utilizó una 

cepa E. coli DH5α transformada con un plásmido que contiene al gen rmtB, y para 

el gen rmtC se utilizó una cepa de E. coli DH5α transformada con el plásmido 

pTOPO que contiene el gen rmtC. Los controles fueron crecidos en agar o caldo LB 

(Luria Bertani) con 200 µg/mL de gentamicina. Las cepas fueron donadas 

amablemente por el Dr. Bruno González Zorn del Departamento de Sanidad Animal 

de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, España. 

Para visualizar los productos de PCR, se utilizaron geles de agarosa al 2%. Los 

geles se corrieron en una cámara de electroforesis a 90V por 60 min, y fueron 

teñidos con bromuro de etidio y digitalizados en un fotodocumentador (Gel Logic 

212 Pro®, Carestream, Rochester, NY). 

Para verificar la secuencia de nucleótidos de los productos de amplificación de los 

genes armA, rmtB y rmtC, los productos de PCR fueron secuenciados en ambos 

sentidos con el equipo 3500xL Genetic Analyzer de Thermo Fisher Scientific® 
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(Instituto de Biotecnología, UNAM), utilizando los mismos iniciadores de 

amplificación (100 ng de producto amplificado y 10 pmol de cada primer). La 

secuencia se analizó en el programa computacional Vector NTI 11.5.1 Advance® 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts) generando una secuencia 

consenso, la cual fue sometida a la base de datos del GenBank, para buscar 

homologías en la plataforma Blast (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI 

(National Center for Biotechnology Information). 
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6. Resultados 

6.1 Identificación bioquímica y susceptibilidad a los quimioterapéuticos 

Por medio del sistema automatizado Vitek 2®, todos los aislamientos fueron 

identificados como Salmonella spp. Ademas, el sistema permitió la identificación de 

la muestra 523 como Salmonella Gallinarum. 

Por otro lado, se determinó la prueba de susceptibilidad a quimioterapéuticos, en 

donde se observó que todos los aislamientos presentaron resistencia a cuatro 

quimioterapéuticos (CFZ, AMI, GEN y TOB). También, se observó resistencia a 

AMP en 7 aislamientos (21.8%), SXT en dos aislamientos (6.25%), NIT en dos 

aislamientos (6.25%) y en un aislamiento con cada uno de los siguientes 

antimicrobianos CAZ, AXO y AMS (3.12%). Asimismo, se determinó susceptibilidad 

intermedia a NIT en catorce aislamientos, AMS en dos aislamientos y AUG con un 

aislamiento. Todos los aislamientos fueron sensibles a PTZ, FEP, IMI, MEM, ERT, 

AZT, TGC, CIP, MOX y NOR (Cuadro 10). 
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Cuadro 10 
Determinación del perfil de sensibilidad a los antimicrobianos en los aislamientos de 

Salmonella spp. 

No Identificación 

A 

M 

P 

A 

U 

G 

A 

M 

S 

P 

T 

Z 

C 

F 

Z 

C 

A 

Z 

A 

X 

O 

F 

E 

P 

I 

M 

I 

M 

E 

M 

E 

R 

P 

A 

Z 

T 

A 

M 

I 

G 

E 

N 

T 

O 

B 

T 

G 

C 

C 

I 

P 

M 

X 

F 

N 

O 

R 

S 

X 

T 

N 

I 

T 

1 523 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S R 

2 145 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

3 1065 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

4 413 R S I S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

5 1092 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

6 922 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

7 123 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

8 142 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

9 938 R S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

10 986 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

11 989 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

12 491 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

13 547 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

14 524 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

15 990 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

16 988 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

17 931 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

18 13 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

19 987 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

20 146 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

21 1037 R S R S R S S S S S S S R R R S S S S R S 

22 48 R S S S R S S S S S S S R R R S S S S S R 

23 611 R I S S R R R S S S S S R R R S S S S R I 

24 621 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

25 36 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

26 528 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

27 925 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

28 921 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

29 1055 R S R S R S S S S S S S R R R S S S S S S 

30 141 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

31 570 S S S S R S S S S S S S R R R S S S S S I 

Ampicilina (AMP), amoxicilina  con ácido clavulánico, (AUG), ampicilina con sulbactam (AMS), 
piperacilina con tazobactam (PTZ), cefazolina (CFZ), ceftazidima (CAZ), ceftriaxona (AXO), 
cefepima (FEP), imipenem (IMI), meropenem (MEM), ertapenem, (ERP), aztreonam (AZT), 
fosfomicina (FOS), amikacina (AMI), gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), tigeciclina (TGC), 
ciprofloxacino (CIP), moxifloxacino (MXF), norfloxacino (NOR), sulfametoxazol con trimetroprim 
(SXT) y nitrofurantoína (NIT). 
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6.2 Identificación molecular mediante el gen invA 

Para la identificación molecular se realizó la amplificación de un fragmento del gen 

invA y se encontró que los 32 aislamientos amplificaron el producto esperado de 

284 pares de bases, por lo que los aislamientos pertenecen al género Salmonella. 

(Figura 7). 

 
Figura 7. Amplificación del gen invA de Salmonella spp. Carril 1: marcador de peso 
molecular de 100 pb DNA ladder; Carril 2: control positivo, Carriles 3 al 9: aislamientos 
523, 146, 491, 1092, 938 y 142; Carril 10: control negativo (E. coli K12).  

 

6.3 Serotipificación 

Después de realizar la determinación de antígenos somáticos y flagelares se 

determinó el serotipo de 29 aislamientos. Veinticuatro corresponden al serotipo 

Typhimurium (78.125%), un aislamiento corresponde a cada uno de los siguientes 

serotipos: Gallinarum, Muenchen, Montevideo, Kentucky, y Newport (3.125% cada 

uno). El aislamiento 523 que había sido previamente identificado por el sistema 
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Vitek 2 como S. Gallinarum fue corroborado por esta metodología. Dos aislamientos 

no pudieron ser identificados serológicamente y solo se determinó la formula 

antigénica O4, 5; g, p, s (6.25%) (Cuadro 11). 

Cuadro 11 
Determinación de serotipos de los aislamientos de Salmonella spp.  

Número Identificación Serotipo Número Identificación Serotipo 
1 523 Gallinarum 17 931 Typhimurium 
2 145 Typhimurium 18 13 Typhimurium 
3 1065 Muenchen 19 987 Typhimurium 
4 413 Typhimurium 20 146 Typhimurium 
5 1092 Montevideo 21 1037 O4,5; g,p,s 
6 922 Kentucky 22 48 Typhimurium 
7 123 Newport 23 611 O4,5; g,p,s 
8 142 Typhimurium 24 621 Typhimurium 
9 938 Typhimurium 25 36 Typhimurium 
10 986 Typhimurium 26 528 Typhimurium 
11 989 Typhimurium 27 925 Typhimurium 
12 491 Typhimurium 28 921 Typhimurium 
13 547 Typhimurium 29 1055 Typhimurium 
14 524 Typhimurium 30 141 Typhimurium 
15 990 Typhimurium 31 570 Typhimurium 
16 988 Typhimurium    

 

6.4 Identificación de los genes de resistencia armA, rmtB y rmtC  

De los 31 aislamientos que se trabajaron, en solo 2 (6.45%) se encontró la presencia 

del gen de resistencia armA; los aislamientos positivos al gen fueron el 523 que 

corresponde a Salmonella Gallinarum y el 142 que corresponde a Salmonella 

Typhimurium (Figura 8). Los demás aislamientos fueron negativos a los genes 

armA, rmtB y rmtC. 
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Figura 8. Amplificación del gen de resistencia armA. Carril 1: Marcador de peso molecular 
de 100 pb DNA ladder; Carril 2: control positivo; Carriles 3 y 4: aislamientos muestras 
523 y 142; Carril 5: control negativo.  

 

Los dos productos amplificados fueron secuenciados en ambos sentidos y se 

generaron dos secuencias consenso, las cuales fueron sometidas a la base de 

datos del GenBank y se encontró una homología del 100% con 63 secuencias del 

gen armA de tres serotipos de Salmonella enterica (Thompson, Paratyphi y Stanley), 

así como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

pneumoniae, Klebsiella michiganensis, Enterobacter cloacae, Enterobacter 

aerogenes, Escherichia coli, Providencia stuarttii, Providencia rettgeri, Citrobacter 

freundii, Serratia marcescens y 99 % de homología con Leclercia adecarboxylata 

(Figura 9  y Cuadro 12). 
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Figura 9. Alineamiento de la secuencia de nucleótidos de los aislamientos de Salmonella 
142 y 523 con el gen armA. En amarillo se observa la homología en las secuencias y en 
color verde se encuentran señalados los iniciadores que se utilizaron.  
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 Cuadro 12 
 Homología en la secuencia obtenida del gen armA, comparada con la base de datos del 

GenBank. 
Organismo Homología 

Acinetobacter baumannii cepa 
CMCCRMDRAb66 

100% 

Providencia rettgeri cepa RB151 100% 
Pseudomonas aeruginosa cepa 1819 

plásmido IS26 
100% 

Klebsiella pneumoniae cepa KP5 plásmido 
pSg12 

100% 

Citrobacter freundii strain B38 plásmido 
pOZ181 

100% 

Enterobacter aerogenes cepa EA49 
plásmido pEA49KPC 

100% 

Pseudomonas aeruginosa cepa 
PA121617 plásmido pBM413 

100% 

Proteus mirabilis strain AOUC001 100% 
Escherichia coli cepa 06K2206 plásmido 

LM6771 
100% 

Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Worthington plásmido pB1016 

100% 

Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Thompson, plásmido pB1015 

100% 

Klebsiella michiganensis E718 plásmido 
pKOX_R1 

100% 

Providencia stuartii plásmido pMR0211 100% 
Salmonella enterica subsp. enterica 

serovar Paratyphi B cepa SC01 
plásmido pXD1  

100% 

Enterobacter cloacae cepa S440 100% 
Serratia marcescens plásmido pKSMA0710 100% 

Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Stanley cepa AM04864  

100% 

Salmonella enterica subsp. enterica 
serovar Oranienburg  

100% 

Leclercia adecarboxylata cepa pP10164 
plásmido pP101642 

99% 
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7. Discusión 

La salmonelosis es una enfermedad que afecta a los humanos y animales 

domésticos y silvestres. En el hombre se estiman 93.8 millones de casos a nivel 

mundial, y 80.3 millones (85.6%) asociados a alimentos de origen animal 

contaminados por este microorganismo, con un estimado de muertes de 155 mil 

anualmente (13). Además del impacto en la Salud Pública, este microorganismo 

afecta a la salud de los animales y económicamente a los sistemas ganaderos. El 

tratamiento para este microorganismo puede ser inefectivo debido a la resistencia 

a los antimicrobianos, en particular la asociada a las MTasas de 16S ARNr, lo que 

genera un escenario poco favorable para la salud del hombre, así como para la 

industria alimenticia. El objetivo de este trabajo fue la identificación de los genes de 

resistencia armA, rmtB y rmtC, que están asociados con MTasas de 16S ARNr, en 

cepas de S. enterica provenientes de bovinos.  

Los serotipos que se identificaron en este trabajo fueron Typhimurium, Newport, 

Kentucky, Muenchen, Montevideo y Gallinarum. Estos serotipos son comúnmente 

aislados de bovinos con diversos usos zootécnicos y distintos estados de salud 

alrededor del mundo (76-78), con la excepción del serotipo Gallinarum que 

raramente es encontrado en bovinos (76).  

El serotipo identificado con mayor frecuencia en el presente trabajo fue S. 

Typhimurium, el cual se ha descrito en cepas provenientes de muestras fecales de 

bovinos en Estados Unidos, México y otros países (76-79). Por otro lado, este 

serotipo se encuentra entre los cuatro serotipos de Salmonella (Enteritidis, 

Typhimurium, Newport y Heildelberg) asociados a enfermedades causadas por 

alimentos en Estados Unidos (80). Asimismo, varios autores reportan a S. 
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Typhimurium asociado a animales sanos y enfermos, en cortes cárnicos 

provenientes de cerdos, bovinos, aves, así como en melones, chiles, jamón, 

salchichas, chorizo, productos derivados de la leche y huevos (78, 80-86).  

También se ha determinado que S. Typhimurium presenta una mayor diversidad de 

perfiles de resistencia a antimicrobianos, en comparación con otros serotipos 

presentes en bovinos y humanos. Uno de los patrones de resistencia que ha sido 

descrito con frecuencia es AMP, CHL, STR, SXT, y TET, que está asociado con 

aislamientos que contienen el fagotipo DT104 en México, Europa, Estados Unidos 

y Canadá (87-92). En adición, este patrón de resistencia se ha descrito en 

aislamientos de S. Agona, S. Paratyphi B, S. Albany, S. Meleagridis y S. Newport. 

Este patrón de resistencia está codificado en la SGI (Salmonella Genomic Island), 

donde se localiza un integrón que tiene asociados un grupo de genes de resistencia 

para los antimicrobianos antes mencionados (92-93).  

Una técnica relativamente nueva ha sido propuesta para identificar los serotipos de 

Salmonella, así como para definir grupos de este género y llevar a cabo estudios de 

epidemiología molecular de forma global o mundial. La técnica es llamada 

Tipificación por secuencias multilocus (por sus siglas en inglés, MLST), donde a 

cada serotipo se les asigna una Secuencia Tipo (ST) (94). Algunos de los 

aislamientos usados en este trabajo ya fueron tipificados por esta técnica (95). El 

serotipo S. Typhimurium se encuentra principalmente en la ST19, y es el ST donde 

se ubican los aislamientos del serotipo Typhimurium reportados en el presente 

trabajo. 

En trabajos en los que se han aislado cepas de Salmonella a partir de muestras de 

bovinos, en Irlanda, McEvoy et.al. observaron al serotipo Dublin en un 72% de las 
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muestras y los serotipos Agona y Typhimurium con 14% de las muestras en cada 

uno. El patrón de resistencia encontrado en el serotipo Typhimurium en este trabajo 

es similar al encontrado al de las cepas de S. Typhimurium DT104 (96). 

Fegan et.al., reportaron que a partir de aislamientos de bovino los serotipos con 

mayor frecuencia fueron el serotipo S. Typhimurium con un 62%, S. Orion y S. 

Arberdeen con 14% y S. Anatum, S. Give, S. Muenchen, y S. Seftenberg con 4.76%. 

El 76% del total de aislamientos fueron pansusceptibles, cuatro aislamientos del 

serotipo Typhimurium y uno del serotipo Give resultaron ser resistentes a uno o más 

antimicrobianos (97). 

En este sentido, Afema et.al. mencionan que, en bovinos, los serotipos con mayor 

frecuencia de aislamiento son S. Montevideo con 20.4%, S. Typhimurium con 14%, 

S. Newport con 10.8% y S. Dublin con 7.5%. S. Typhimurium presentó resistencia 

en el 94% de los aislamientos, y más del 50% resultó resistente a 6 o más 

antimicrobianos (98). 

Otro de los serotipos de importancia en Salud Pública identificado en este trabajo 

fue S. Newport; este serotipo al igual que S. Typhimurium, ha sido asociado a 

enfermedades causadas por alimentos y se ha aislado en cortes de cerdo, res, aves, 

tomates, alfalfa, frijoles mung, sandía y mangos (99-102).  

Recientemente se han encontrado cepas de S. Newport con patrones de resistencia 

a AMP, CHL, STR, TET, AUG, CEP, FOX, TIO y disminución de la susceptibilidad 

a AXO. Al presentar resistencia a tres o más grupos de antibióticos se considera 

multirresistente (MDR) (S. Newport MDR-AmpC). Además, algunas de estas cepas 

son resistentes a GEN, KAN, y SXT, generando así un panorama poco alentador en 

el tratamiento (103). Los bovinos han sido identificados como reservorio de S. 
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Newport MDR-AmpC, y este serotipo también se ha reportado en cerdos, caballos, 

perros y palomas (104). 

Con respecto a S. Kentucky, este se ha asociado principalmente a aves y bovinos 

clínicamente sanos, reptiles, y el hombre (105). De este serotipo se han identificado 

tres ST. La ST152 se ha reportado en aves y bovinos clínicamente sanos y 

raramente en el hombre, además de presentar un perfil de susceptibilidad del tipo 

pansusceptible (106). La ST198 se ha encontrado en el hombre en brotes 

epidémicos, reportándose como MDR con un patrón de resistencia a Amoxicilina 

(AMX), STR, SPE, GEN, SXT, TET, CIP, y NAL (104). Por último, la ST314 se ha 

recuperado de muestras de moluscos y carne de res y al igual que la ST152 es 

pansusceptible (107). La muestra identificada en este trabajo, fue identificada por 

MLST, lo que confirmó el serotipo como Kentucky y perteneciente a la ST198, pero 

el patrón de resistencia encontrado en nuestros aislamientos solo es similar con la 

resistencia a la GEN. 

Salmonella Muenchen ha sido reportada en una gran variedad de hospederos, 

principalmente en animales domésticos, reptiles, fauna silvestre y alimentos (108-

110). Los ST asociados a animales de S. Muenchen son los siguientes: ST82 

reportado en bovinos y aves, el ST83 en cerdos y cocodrilos y los ST84 y 111 solo 

en humanos. La ST más diversa es la 112, ya que se ha aislado en animales como 

cerdos, bovinos, equinos, langostas, aves, reptiles, fauna silvestre, alimentos y el 

hombre (108, 111). Algunos de los aislamientos de S. Muenchen encontrados en 

cerdos presentaron multirresistencia, encontrando patrones muy parecidos a los de 

S. Typhimurium DT104 y S. Newport MDR-AmpC, con un patrón AMP, CHL, STR, 

SXT, TET, AUG, KAN; y AMP, CHL, STR, SMX, TET, AUG, KAN y CIP (107). Los 



 
 

45 
 

aislamientos de S. Muenchen reportados en otras especies raramente presentan 

multirresistencia (110). Al comparar los patrones de resistencia entre los reportados 

previamente y el encontrado en el presente trabajo encontramos que solo existen 

similitudes en la resistencia en aminoglucósidos del grupo 2-DOS 4,6, ya que en la 

presente tesis no se utilizó KAN, solo AMI, GEN y TOB. 

S. Montevideo es uno de los dos serotipos aislados con mayor frecuencia en 

bovinos productores de carne, pero también se ha encontrado en diferentes 

hospederos. Por medio de MLST se han clasificado los aislamientos de S. 

Montevideo; la ST4 se ha aislado en el hombre, aves, reptiles, medio ambiente, 

bovinos, alimentos, perros, cerdos, jabalís y camarones y la ST81 se ha localizado 

en anfibios, hombre, bovino, cerdo y reptiles (108,104). Con respecto a la resistencia 

antibacteriana, Webb et al. reportaron que, de 101 aislamientos de este serotipo, 24 

aislamientos (6.38%) presentaron resistencia a uno o más antimicrobianos, y 77 

aislamientos (93.61%) resultaron ser pansusceptibles (112). De igual forma 

Bosilevac et al. determinaron que, de 36 aislamientos correspondientes a S. 

Montevideo, la mayoría resultaron ser pansuceptibles, encontrando que solo 

algunos aislamientos tuvieron resistencia a tetraciclina (109). Del mismo modo 

Afema et al. confirmaron que los aislamientos de este serotipo son mayormente 

pansusceptibles si provienen de bovinos (98).  

El serotipo S. Gallinarum se ha reportado restringido a un hospedero, pero se ha 

encontrado escasamente en bovinos como un hospedero accidental (76). Para 

probar la sobreviviencia de este serotipo en hospederos como bovinos, Paulin et al. 

infectaron de forma experimental a becerros, comparándolos con otros serotipos 

como Typhimurium, Dublin, Cholerasuis y Abortusovis, en diferentes estados de la 
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patogenia: colonización e invasión intestinal, inducción de la respuesta 

enteropatogénica, translocación al torrente sanguíneo, y sobrevivencia en los 

intestinos y en torrente sanguíneo. En este estudio solo se recuperó S. Gallinarum 

a partir de medios de enriquecimiento sembrados con muestras de linfonodos, 

mucosa del intestino y contenido ruminal además de la mucosa. La habilidad de 

translocarse del epitelio intestinal al linfonodo regional fue comparada con el 

serotipo Dublín, que es un agente causal de enfermedad sistémica en bovinos, 

observando que S. Gallinarum fue localizado en menor concentración. Del mismo 

modo, la persistencia de los serotipos Dublín y Gallinarum en torrente sanguíneo 

fue evaluada por la inoculación I.V. posterior a 7 días. Los resultados de estos 

experimentos sugieren que S. Gallinarum es capaz de invadir el epitelio de la 

mucosa intestinal y translocarse, pero no es capaz de persistir sistémicamente en 

el torrente sanguíneo y esto se relaciona con su baja virulencia en becerros (113).  

Una de las causas más probables de encontrar S. Gallinarum en un bovino es 

debido a la ingestión de pollinaza o gallinaza, que son subproductos de las aves, y 

que son utilizados como una fuente de nitrógeno no proteico utilizado para 

complementar la alimentación de los bovinos (114). La contaminación de estos sub 

productos sería causada por el empleo de las excretas de aves que no estén libres 

de Salmonella, así como un tratamiento térmico inadecuado (usar una temperatura 

inadecuada y no darle el tiempo suficiente para eliminar a los microorganismos). 

Este tratamiento es indispensable para utilizar las excretas de las aves en 

alimentación de bovinos (115-116). Las causas anteriores podrían explicar el origen 

de la muestra contaminada con S. Gallinarum. 
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En el presente trabajo se encontró que el 100% de las cepas tuvo resistencia a 

GEN, AMI y TOB. Además, en estas cepas encontramos resistencia en un 100% a 

CFZ, y algunas cepas resultaron resistentes o intermedias a algunos beta-

lactámicos e inhibidores de beta-lactamasas y otros antimicrobianos como AMP 

(R=6), AUG (I=1), AMS (R=1, I=1), CAZ (R=1), AXO (R=1), NIT (I=13, R=2), y SXT 

(R=2).    

Con respecto a los patrones de resistencia reportados a nivel mundial se ha 

observado que los antimicrobianos con mayor resistencia en cepas de S. enterica 

provenientes de bovinos son TET, STR, sulfisoxazol (SXZ), NAL, SXT, AMX, CHL, 

FOX, TIO, AUG, FLO, CEF, GEN, KAN, AMI, AXO y CIP (76-79, 87-89, 116-118). 

Los patrones de resistencia de las cepas S. enterica aisladas en este trabajo, no 

presentan similitud a los reportes anteriores, ya que no se encontró resistencia a 

sulfas, quinolonas, tetraciclina y cloranfenicol.  

Los genes de las MTasas de 16S ARNr se encuentran distribuidos mundialmente, 

pero son relativamente escasos, y son más frecuentes en países asiáticos que en 

países de Europa y América (45,119). Estos genes han sido identificados en 

bacterias gram negativas provenientes de humanos como A. baumannii, P. 

mirabilis, E. cloacae, E. aerogenes, K. pneumoniae, K. oxytoca, E. coli, C. freundii, 

C. amalonaticus, S. marcescens y M. morganii, asimismo se ha observado que es 

más frecuente el gen armA, seguido de rmtB. Además, se ha observado la 

asociación de los genes de MTasas de 16S ARNr con genes de beta-lactamasas 

como CTX-M, TEM, PER, SHV, y NDM (120-127). En cepas provenientes de 

animales se ha encontrado frecuentemente al gen rmtB (principalmente en China, 

en aves y cerdos) seguido de armA y rmtC. Los aislamientos provenientes de 
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animales en los que se han encontrado estos genes son E. coli y S. enterica 

principalmente, y en menor proporción K. pneumoniae, M. morganii, P. mirabilis, L. 

adecarboxylata, E. aerogenes y E. cloacae. Estos genes también presentan 

asociación con beta-lactamasas como CTX-M, TEM y CMY (56-69). 

En México, se ha reportado la presencia del gen de resistencia rmtB, en 

aislamientos de E. cloacae y K. pneumoniae, provenientes de pacientes humanos 

(127), pero nunca de cepas provenientes de animales. 

En nuestro trabajo se encontró que el gen armA tiene una frecuencia de 6.45%, 

otros autores como Yamanae et.al., reportan la presencia de estos genes en 26 de 

87,626 (0.03%) aislamientos clínicos (que incluyen a P. aeruginosa, A. baumannii, 

E. coli, P. mirabilis, E. cloacae, K. pneumoniae, y Enterobacter aerogenes) en el año 

2004. En este estudio el gen más frecuente fue rmtA, seguido de armA, rmtC, y rmtB 

(120), mientras que en un estudio similar realizado por Yu et.al., determinaron que 

en aislamientos de E. coli presentaron una frecuencia de 5.44% (128). Por otro lado,  

Park et al. en 2006, reportaron que en cepas de E. cloacae, C. freundii y S. 

marcescens, aisladas de muestras clínicas en 2003 en Corea, identificaron a armA 

(46 de 413 (11.13%)) y rmtB (1 de 413 (0.24%)) (121). 

La frecuencia de las MTasas de 16S ARNr en otros países, de acuerdo con el 

SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) en la región de Asia-Pacífico, en los 

años 2007 a 2008 fue la siguiente: 10.5% en India, 6.9% en China, 6.1% en Korea, 

5% en Taiwán y 3.1% in Hong Kong (119). En sudamérica, Livermore et al. en 2010, 

reportaron que en cepas de K. pneumoniae, E. coli, C. freundii, M. morganii, y 

Enterobacter spp., recolectadas en Reino unido, en los años 2006-2009, el gen con 

mayor prevalencia fue armA (8/87 (9.19%), seguido de rmtC (7/87 (8.04%) (122). 
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Tijet et.al. en 2007, determinaron que 7 de 1064 (0.64%) muestras de 

enterobacterias (E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae, C. freundii, M. morganii, y P. 

mirabilis) colectadas en Argentina resultaron positivas al gen rmtD2 (50). 

En animales se han encontrado prevalencias más altas como las reportadas por Liu 

et. al., en aislamientos provenientes de cerdos (31.87%) (60). Otros autores como 

Deng et. al., encontraron prevalencias menores en animales de compañía, 27.34% 

(61). Du et.al., reportan en aves una prevalencia de 7.79% (64). 

La prevalencia de este trabajo es muy similar a la reportada en aislamientos 

procedentes de animales. Es necesario monitorear la frecuencia de estos genes de 

resistencia para conocer dónde se encuentran, las vías de transmisión y los 

reservorios, con la finalidad de evitar la presencia de brotes en animales y humanos. 

 

   

8. Conclusiones  

En este trabajo se identificaron por métodos fenotípicos, serológicos y moleculares 

aislamientos de S. enterica procedentes de bovinos de carne. El principal serotipo 

identificado fue S. Typhimurium, así como otros serotipos como S. Montevideo, S. 

Muenchen, S. Gallinarum, S. Kentucky y S. Newport, y dos aislamientos que no 

fueron identificados, y que presentaron la formula antigénica: O4, 5; g, p s. 

Asimismo, el 100% de los aislamientos fue resistente a gentamicina, tobramicina, 

amikacina, y cefazolina. 
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Este es el primer trabajo en México donde se identificó al gen armA 

(metiltransferasas de 16S ARNr) en un aislamiento de Salmonella Gallinarum y 

Salmonella Typhimurium, procedentes de bovinos productores de carne. 

Los genes rmtB y rmtC no se encontraron en las muestras trabajadas en la presente 

tesis. 
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10. Apéndice 

10.1 Abreviaturas. 
 

Abreviatura Significado Abreviatura Significado 

AMP Ampicilina 2-DOS 2-desoxiestreptamina 
AUG Ampicilina con ácido 

clavulanico 
2-DOS 4-6 Aminoglucosidos 

disustituidos 4-6 
AMS Ampicilina con 

sulbactam 
2-DOS 4-5 Aminoglucosidos 

disustituidos 4-5 
PTZ Piperacilina con 

Tazobactam 
ATP Adenosin trifosfato 

CFZ Cefazolina RND  
CAZ Ceftazidima EMA Enzimas Modificadores de 

Aminoglucósidos 
AXO Ceftriaxona AAC Aminoglucósidos 

Acetiltransferasas 
FEP Cefepima ANT Aminoglucósidos 

Acetiltransferasas 
IMI Imipenem APH Aminoglucósidos 

Acetiltransferasas 
MEM Meropenem MTasas 16S 

ARNr 
Metiltransferasas de 16S 
ARNr 

ERP Ertapenem g gramo 
AZT Aztreonam µg Microgramos 
FOS Fosfomicina ng nanogramos 
AMI Amikacina L Litro 
GEN Gentamicina mL Mililitro 
TOB Tobramicina Min Minuto 
TGC Tigeciclina S Segundo 
CIP Ciprofloxacino °C Grados celsius 
MXF Moxifloxacino arm aminoglycoside resistance 

methylase 
NOR Norfloxacino rmt rRNA methyltransferase 
CHL Cloranfenicol npm novel plasmid-mediated 16S 

rRNA N1-A1408 
methyltransferase 

STR Estreptomicina TSA Agar de tripticaseina de 
soya (Tripticasein Soy 
Agar) 

TET Tetraciclina BHI Caldo infusión cerebro 
corazón (Brain Heart 
infusion) 
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SPE Espectinomicina PCR Reaccion en cadena de la 
polimerasa (Polimerase 
chain reaction) 

SXT Sulfametoxazol y 
Trimetroprim 

mM Milimolar 

SXZ Sulfisoxasol µM Micromolar 
NIT Nitrofurantoína dNTP Desoxinucleótido 
pH Potencial de 

Hidrógeno 
Taq 

Polimerasa 
Polimerasa obtenida del 
organismo Thermus 
aquaticus 

Aw Actividad de Agua BLAST Herramienta básica de 
búsqueda de alineación 
local (Basic Local 
Alignment Search Tool) 

Subsp. Subespecie CLSI Instituto de estandares 
clínicos y de laboratorio 
(Clinical and Laboratory 
Standard Institute) 

CMI Concentración 
minima inhibitoria 

MLST Tipificación por secuencias 
multilocus.  (Multi Locus 
Sequence Type) 

LPS Lipopolisacárido SGI Isla genómica de 
Salmonella (Salmonella 
Genomic Island) 

ADN Ácido 
desoxirribonucleico 

ST Secuencia tipo (Sequence 
Type) 

ARN Ácido ribonucleico   
ARNm ARN mensajero   
ARNt ARN transferencia   
ARNr ARN ribosomal   
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10.2 Lista de cuadros. 
 

Cuadro # Título Página 
1 Serotipos en cada especie y subespecie de Salmonella 3 
2 Serotipos de Salmonella asociados a un hospedero específico y 

enfermedades 
4 

3 Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. 6 
4 Clasificación general de los aminoglucósidos 9 
5 Mecanismos de resistencia en contra de aminoglucósidos 12 
6 Patrón de resistencia que confieren las diferentes MTasas de 

16S ARNr 
17 

7 Aislamientos de bacterias gram negativas en las que se detectó 
la presencia de MTasas de 16S ARNr en animales de 
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