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Resumen 

Evaluación del efecto bactericida in vitro de las nanopartículas de plata en cepas de Moraxella spp. 

multirresistentes aisladas en ovinos en el Estado de México. 

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina (QCO) es una enfermedad que produce ceguera temporal o 

permanente en ovinos y caprinos, está asociada a un conjunto de diversos géneros bacterianos y virales y el 

tratamiento se basa en el uso de compuestos antimicrobianos, ya se reportado la aparición de cepas de Moraxella 

spp. con resistencia antimicrobiana asociados a la QCO, por esta razón se está en la búsqueda de nuevas 

alternativas al uso de antibióticos y actualmente se está empleando nuevas herramientas basadas en 

nanotecnología contra bacterias multirresistentes, en particular, las nanopartículas de plata (AgNPs) que han 

atraído mucha atención en el campo científico, debido a que tienen un alto potencial para resolver el problema 

de la aparición de bacterias multirresistentes y sobrepasar los mecanismos de resistencia. En este estudio se 

evaluó el efecto bactericida in vitro de las nanopartículas de plata contra aislamientos de Moraxella spp. 

multirresistentes. Para este estudio se partió de un muestreo probabilístico, utilizando la fórmula de poblaciones 

finitas, obteniéndose un total 209 muestras de casos clínicos con queratoconjuntivitis contagiosa ovina en 

unidades producción ovina del Estado de México, se realizó el aislamiento e identificación de Moraxella spp. 

mediante técnicas bacteriológicas y la amplificación mediante PCR de los genes 16s rRNA y rtxA y 

posteriormente se determinó su perfil de sensibilidad antimicrobiana a diversos antimicrobianos mediante el 

método de difusión en disco y se amplificaron siete genes de resistencia antimicrobiana. Finalmente se evaluó 

la eficacia del efecto bactericida de las nanopartículas de plata contra los aislamientos de Moraxella spp. 

multirresistentes. Se obtuvieron 60 aislamientos de Moraxella spp., en el 90% (54/60) solo se amplificó el gen 

16S rRNA y el 95.0% (57/60) el gen rtxA, identificando (58/60) de los aislados como M. ovis y (2/60) como M. 

bovoculi.  El 8.33% (5/60) resultaron aislamientos multirresistentes, 23.33% (14/60) aislamientos resistentes y 

68.33% (41/60) aislamientos sensibles a todos los antibióticos. Se logró la amplificación de los genes sul1, sul2, 

tetB, qnrA, qnrB, BlaTEM, no se logró amplificar el gen floR en los aislados. Con respecto a la actividad 

bactericida de las AgNPs sobre los aislamientos de Moraxella ovis multirresistentes, resistentes y sensibles 

(MDR, R y S) y Moraxella bovoculi resistentes (R) se observó inhibición del crecimiento a partir de la 

concentración de 10.78 µg/L (100mM), mientras que la inhibición del crecimiento de las cepas controles de E. 

coli y S. aureus se obtuvo a partir de concentraciones de 5.39 µg (50mM) y 8.09 µg/L (75mM) respectivamente. 

Los casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina en México están relacionados con la presencia de Moraxella 

ovis y M bovoculi. El uso de las nanopartículas de plata son una alternativa para el tratamiento de la 

queratoconjuntivitis ovina provocada por bacterias del género Moraxella. 

 

Palabras Claves: Nanopartículas plata, Moraxella spp., resistencia bacteriana, PCR, genes de resistencia 

antimicrobiana. 
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Abstract. 

Evaluation of the bactericidal effect in vitro of the silver nanoparticles in multiresistant 

Moraxella spp. strains isolated in sheep in the State of Mexico. 

Contagious ovine keratoconjunctivitis (QCO) is a disease that produces temporary or permanent blindness in 

sheep and goats, is associated with a set of different bacterial and viral genera and the treatment is based on the 

use of antimicrobial compounds, the appearance of Moraxella spp strains with antimicrobial resistance 

associated with the QCO was reported. With resistance to these drugs, for this reason we are searching for new 

alternatives to the use of antibiotics and currently we are using new tools based on nanotechnology against 

multiresistant bacteria, in particular, the silver nanoparticles (AgNPs) that have attracted a lot of attention in 

the scientific field, because they have a high potential to solve the problem of the appearance of multiresistant 

bacteria and surpass the mechanisms of resistance. In this study, the in vitro bactericidal effect of silver 

nanoparticles against isolates of Moraxella spp. multi-resistant. For this study we started with a probabilistic 

sampling, using the formula of finite populations, obtaining a total of 209 samples of clinical cases with 

contagious ovine keratoconjunctivitis in sheep production units of the State of Mexico, isolating and identifying 

Moraxella spp. by means of bacteriological techniques and PCR amplification of the 16s rRNA and rtxA genes 

and subsequently their antimicrobial susceptibility profile was determined to several antimicrobials by the disk 

diffusion method and seven antimicrobial resistance genes were amplified. Finally, the effectiveness of the 

bactericidal effect of the silver nanoparticles against the isolates of Moraxella spp. multi-resistant. We obtained 

60 isolates of Moraxella spp., in 90% (54/60) only the 16S rRNA gene was amplified and 95.0% (57/60) the 

rtxA gene, identifying (58/60) of the isolates as M. ovis and (2/60) as M. bovoculi. 8.33% (5/60) resulted in 

multiresistant isolates, 23.33% (14/60) resistant isolates and 68.33% (41/60) sensitive isolates to all antibiotics. 

The amplification of the sul1, sul2, tetB, qnrA, qnrB, BlaTEM genes was achieved; the floR gene could not be 

amplified in the isolates. With regard to the bactericidal activity of the AgNPs on the multirresistant, resistant 

and sensitive Moraxella ovis (MDR, R and S) and resistant Moraxella bovoculi (R) isolates, growth inhibition 

was observed from the concentration of 10.78 μg / L ( 100mM), while growth inhibition of the control strains 

of E. coli and S. aureus was obtained from concentrations of 5.39 μg (50mM) and 8.09μg / L (75mM) 

respectively. Cases of contagious ovine keratoconjunctivitis in México are related with the presence of 

Moraxella ovis and Moraxella bovoculi. The use of silver nanoparticles are an alternative for the treatment 

contagious ovine keratoconjunctivitis caused by bacterias of the genus Moraxella. 

 

Keywords; silver nanoparticles, Moraxella spp., resistance bacteria, PCR, genes resistance antimicrobial. 

 

 



IV 
 

Agradecimientos. 

 

A la Universidad Autónoma del Estado de México por favorecer mi crecimiento como 

profesionista y persona.  

A la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Centro de Investigación y Estudios 

Avanzados en Salud Animal (CIESA), por el conocimiento adquirido con su cuerpo 

Académico e Instalaciones.  

Al CONACYT, por el apoyo como becario dentro de Programa de Maestría en Ciencias 

Agropecuarias y Recursos Naturales con número de registro REF 001553.  

El presente trabajo conto con el financiamiento del proyecto: 

“Nanotecnología como herramienta para el diagnóstico y tratamiento de enfermedades 

infecciosas” con clave 3998/2016RED financiado por la Secretaría de Educación Pública, 

registrado como “Biotecnología aplicada, enfermedades emergentes y zoonosis con la clave 

UAEM-CA-215 en la Universidad Autónoma del Estado de México”. 

El presente trabajo forma parte del proyecto: 

“Caracterización, fenotípica y genotípica y resistencia antimicrobiana de aislados de 

Moraxella spp. obtenidos de casos clínicos de queratoconjuntivitis ovina” con clave de 

registro 4629/2019SF, UAEM. 

 

 

 

 

 

 



V 
 

 

ÍNDICE. 

 

Dedicatorias. ...................................................................................................................................... I 

Resumen............................................................................................................................................ II 

Abstract. ........................................................................................................................................... III 

Agradecimientos. ............................................................................................................................ IV 

1 INTRODUCCIÓN. ............................................................................................................... - 1 - 

II-ANTECEDENTENTES ............................................................................................................ - 3 - 

2.1. Queratoconjuntivitis contagiosa ovina ................................................................................ - 3 - 

2.1.2 Otros agentes bacterianos reportados................................................................................ - 6 - 

2.1.3. Epidemiología y factores de riesgo de la queratoconjuntivitis contagiosa ovina. ............ - 7 - 

2.1.4 Diagnóstico clínico, laboratorio y molecular de Moraxella spp. .................................... - 12 - 

2.1.5 Tratamiento y sensibilidad antimicrobiana de Moraxella spp......................................... - 16 - 

2.2. Resistencia bacteriana. ..................................................................................................... - 17 - 

2.2.1 Antecedentes de resistencia bacteriana en el ámbito veterinario..................................... - 17 - 

2.2.2 Determinantes génicos en la resistencia bacteriana. ....................................................... - 20 - 

2.3.1 Antecedentes de la nanociencia y nanotecnología. ......................................................... - 25 - 

2.3.2 Antecedentes del uso de la plata y las nanopartículas de plata. ...................................... - 26 - 

2.3.3 Propiedades bactericidas de las nanopartículas de plata. ................................................ - 27 - 

2.3.4 Síntesis y mecanismo de acción de las nanopartículas de plata. ..................................... - 29 - 

III. JUSTIFICACIÓN. ................................................................................................................ - 33 - 

IV. HIPÓTESIS. ......................................................................................................................... - 34 - 

V. OBJETIVO. ............................................................................................................................ - 35 - 

VI. MATERIALES Y MÉTODOS. ............................................................................................ - 36 - 

VII. RESULTADOS. .................................................................................................................. - 49 - 

IX. CONCLUSIONES. ............................................................................................................. - 105 - 

X. SUGERENCIAS. ................................................................................................................. - 106 - 

XI. LITERATURA. .................................................................................................................. - 107 - 

XII. ANEXOS. .......................................................................................................................... - 126 - 

 

 

 



VI 
 

 

ÍNDICE DE FIGURAS. 

Figura 1.- Fotomicrografías de transmisión electrónica de Moraxella spp. piliadas y no piliadas - 9 - 

Figura 2.-Operón RTX y estructura de la proteína rtxA…………………………………………- 11 - 

Figura 3.- Agentes bacterianos y perfil de resistencia de Moraxella spp. reportados en enfermedades 

de bovinos………………………………………………………………………………………...- 19 - 

Figura 4.- Tipos de nanopartículas………………………………………………………………- 26 -  

Figura 5. Mecanismo de acción de las AgNPs………………………………………………..…- 29 - 

Figura 6. Esquema representativo de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro………- 41 -  

Figura 7. Método de difusión en disco con las AgNPs………………………………………….- 47 -  

Figura 8. Método de suplementación de las AgNPs en agar……………………………………- 47 - 

Figura 9. Método de conteo de colonia en placa utilizando las AgNPs en superficie del agar…- 48 - 

Figura 10. Municipios del Estado de México muestreados en busca de casos de clínicos de 

queratoconjuntivitis ovina………………………………………………………………………..- 85 - 

Figura 11. Aspecto de colonias de Moraxella spp………………………………………………- 86 - 

Figura 12. Prueba de Fenilalanimadesaminasa en aislados de Moraxella spp…………………..- 87 - 

Figura 13. Amplificación del gen 16S rRNA, identificación molecular de Moraxella ovis y Moraxella 

bovoculi……………………………………………………………………………………...……- 88 - 

Figura 14. Amplificación del gen rtxA, identificación molecular de Moraxella ovis y Moraxella 

bovoculi…………………………………………………………………………………………...- 88 - 

Figura 15. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana de Moraxella spp…………………………..- 89 - 

Figura 16. Perfil de resistencia antimicrobiana por aislamiento de Moraxella spp……………..- 91 - 



VII 
 

Figura 17. Amplificación de los genes sul1 y sul2 en aislados de Moraxella…………………...- 92 - 

Figura 18. Amplificación de los genes tetB en aislados de Moraxella…………………………..- 92 - 

Figura 19. Amplificación de los genes qnrA y qnrB en aislados de Moraxella…………………- 93 - 

Figura 20. Amplificación de los genes BlaTEM en aislados de Moraxella……………………….- 94 - 

Figura 21. Amplificación de los genes floR en muestras controles……………………………...- 94 - 

Figura 22. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de difusión 

en disco…………………………………………………………………………………………...- 96 - 

Figura 23. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de conteo de 

colonias en superficie de agar……………………………………………………………………- 97 - 

Figura 24. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de conteo 

suplementación de las AgNPs en el agar…………………………………………………………- 97 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII 
 

ÍNDICE DE CUADROS. 

Cuadro 1. Pruebas bacteriológicas para la identificación de especies del género Moraxella…...- 13 - 

Cuadro 2. Genes de resistencia y mecanismo de acción asociados en bacterias………………...- 24 - 

Cuadro 3. Distribución de las unidades producción ovina de casos de QCO en el Estado 

México……………………………………………………………………………………………-36 - 

Cuadro 4. Identificación de especies de Moraxella con primers específicos……………………- 39 - 

Cuadro 5 Lectura e interpretación de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de 

inhibición para la familia Enterobacteriaceae……………………………………………………- 41 - 

Cuadro 6 Lectura e interpretación de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de 

inhibición para la familia Moraxellaceae………………………………………………………...- 42 -  

Cuadro 7. Secuencia, tamaño de los fragmentos de los genes de resistencia antimicrobiana utilizados 

en Moraxella spp…………………………………………………………………………………- 43 -  

Cuadro 8. Presentación de lesiones de queratoconjuntivitis contagiosa ovina…………………- 85 - 

Cuadro 9. Resultados de pruebas bacteriológicas de los aislados de Moraxella spp……………- 86 - 

Cuadro 10. Sensibilidad antimicrobiana de los aislados de Moraxella spp. por compuesto 

antimicrobiano……………………………………………………………………………………- 90 - 

Cuadro 11. Perfil fenotípico y genotípico de resistencia antimicrobiana en aislamientos de 

Moraxella…………………………………………………………………………………………- 95 - 

 

 

 

 



IX 
 

 

ÍNDICE DE ANEXOS. 

Anexo 1. Prevalencia de la QCO en aislamiento por municipio en el Estado de México……...- 126 - 

Anexo 2. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp. por el método difusión en 

disco……………………………………………………………………………………………..- 126 - 

Anexo 3. Actividad antimicrobiana en Moraxella spp. utilizando las AgNPs-C en la superficie del 

agar……………………………………………………………………………………………...- 127 - 

Anexo 4. Actividad antimicrobiana en Moraxella spp. suplementando las AgNPs-C en el 

agar……………………………………………………………………………………………...- 127 - 

Anexo 5. Cepario del proyecto de investigación………………………………………………..- 128 - 

 

 

 

 

 

 



- 1 - 
 

1 INTRODUCCIÓN. 

Uno de los procesos infecciosos en los ovinos, es la queratoconjuntivitis contagiosa ovina por sus 

siglas (QCO) también es conocida como oftalmía contagiosa o infecciosa ovina, ceguera contagiosa 

ovina, lágrima, nube y pink eye (ojo rosado). A nivel de campo, los pastores definen al problema 

como nube o ceguera; es una enfermedad de distribución mundial que afecta a los ovinos y caprinos 

de todas las razas y de todas las edades; se caracteriza por una alta morbilidad y una rápida 

diseminación dentro de los rebaños causando un gran perjuicio económico, ya que todos los animales 

afectados sufren un gran deterioro de su condición física; reflejado en la ganancia de peso, así como 

la disminución de la calidad de la lana, carne o leche, lo que reflejan la severidad del problema; 

además de los costos de medicamentos y tratamientos (Moore y Whitley, 1984; Pijoan et al., 1986). 

Los organismos bacterianos de importancia clínica y que pueden aislarse del saco conjuntival en 

ovejas sanas y afectadas con QCO son; Moraxella ovis, Mycoplasma conjunctivae y Chlamydia 

psittaci (Akerstedt y Hofshagen, 2004; Fernández-Aguilar et al., 2013). Aunque también se ha aislado 

Moraxella bovis (Karthik et al., 2017) y Moraxella bovoculi de lesiones oculares en  ovejas (Farias 

et al., 2015), pero estas bacterias junto con Moraxella ovis se asocian a la queratoconjuntivitis 

infecciosa bovina (Libardoni et al., 2012), además se han aislados otros agentes bacterianos, pero sin 

interés clínico (Akerstedt y Hofshagen, 2004), asimismo se ha asociado del agente viral de Cervid 

herpesvirus 2 (CvHV2) (Tryland et al., 2017). Actualmente el tratamiento de la queratoconjuntivitis 

consiste en la aplicación de colirios que contienen compuestos antimicrobianos a base de 

sulfonamidas, tetraciclinas y cloranfenicol aunque se han descrito el uso de otros antimicrobianos, 

por ejemplo, penicilina, estreptomicina, clortetraciclina, furazolidona, oxitetraciclina y la aplicación 

de estos tratamientos son de forma sistémica e intrapalpebral (König, 1983; Scott, 2007; Maboni et 

al., 2015). 

Sin embargo, la aparición de bacterias patógenas con resistencia a antibióticos es un problema grave 

a nivel mundial y el uso de antimicrobianos en la ganadería, en la acuicultura, en los animales 

domésticos y en los seres humanos, hace que se seleccionen bacterias resistentes a los antimicrobianos 

y estas residan en los ecosistemas agrícolas y clínicos (Cameron y McAllister, 2016). Además, las 

bacterias patógenas y no patógenas actúan como un depósito genético de determinantes de resistencia 

antimicrobianos y estos genes pueden transferirse a través de mecanismos horizontales (HGT) a otras 

poblaciones de bacterias (Soucy, Huang y Gogarten, 2015). 
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Los efectos generados por el uso inadecuado de antibióticos son: el fenómeno de multirresistencia 

microbiana, toxicidad aguda, carcinogenicidad, efectos reproductivos y reacciones alérgicas en 

individuos susceptibles, entre otros, esto ha creado preocupación en los organismos regulatorios y ha 

obligado a tener un control más riguroso en los fármacos empleados, en las dosis y el tiempo de 

aplicación y la búsqueda de nuevas alternativas  (Barton, 2000; Gehring et al., 2006). 

Los agentes antimicrobianos no tradicionales han sido identificados como herramientas prometedoras 

contra las bacterias resistentes a los antibióticos tradicionales (Huh y Kwon, 2011) . Recientemente 

una de las prioridades en las investigaciones biomédicas es el desarrollo de agentes antimicrobianos 

basados en nanotecnología contra bacterias multirresistentes (Rai et al., 2012).   

Las nanopartículas se consideran ahora una alternativa viable y parecen tener un alto potencial para 

resolver el problema de la aparición de bacterias multirresistentes (Rai et al., 2012), algunas 

nanomateriales tienen efectos contra los microrganismos patógenos. Los “nanoantibióticos” (Huh y 

Kwon, 2011) son nanomateriales que muestran una actividad antimicrobiana o que elevan la 

efectividad y seguridad de los antibióticos. Las nanopartículas metálicas son un buen ejemplo de 

nanoantibióticos. 

En particular, las nanopartículas de plata (AgNPs) han atraído mucha atención en el campo científico 

(Jana y Pal, 2007; Szmacinski et al., 2008). La plata siempre se ha utilizado contra diversas 

enfermedades en el pasado se ha usado como un antiséptico y antimicrobiano contra bacterias Gram 

positivos y Gram negativas (Lazar, 2011; Taraszkiewicz et al., 2013), debido a su baja citotoxicidad  

(Biel et al., 2011), menor costo de producción y la posibilidad de sobrepasar los mecanismos de 

resistencia  (Baker et al., 2005; Allaker y Ren, 2008). Las AgNPs fueron considerados, en los últimos 

años, particularmente atractivo para la producción de una nueva clase de antimicrobianos (Dos Santos 

et al., 2014; Lara et al., 2011; Rai et al., 2014) abriendo una forma completamente nueva para 

combatir una amplia gama de patógenos bacterianos. 

Hasta hoy en día, el potencial de la actividad bactericida de las nanopartículas de plata ha sido 

ampliamente reportada en una diversidad de agentes bacterianos, de ahí la importancia de evaluar el 

efecto de las nanopartículas de plata en aislados de Moraxella spp. multirresistentes aisladas de casos 

clínicos en ovinos en el Estado de México, por lo cual este trabajo tiene como objetivo la búsqueda 

de una nueva herramienta para combatir dicha problemática de la resistencia antimicrobiana y poder 

aspirar a controlar y erradicar la enfermedad, contribuyendo en la economía del país. 
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II-ANTECEDENTENTES. 

2.1. Queratoconjuntivitis contagiosa ovina. 

Agentes causales. 

Los únicos organismos que son de importancia clínica y que pueden aislarse del saco conjuntival de 

ovejas sanas y aquellos afectados por la queratoconjuntivitis ovina (QCO), son Moraxella ovis, 

Mycoplasma conjunctivae  y Chlamydia psittaci que se ha asociado con una conjuntivitis folicular 

específica (Cello, 1967; Barile et al., 1972; Andrews et al., 1987; Elad et al., 1988; Dagnall, 1994a; 

Fernández-Aguilar et al., 2013), aunque también se ha aislado Moraxella bovis (Karthik et al., 2017) 

y Moraxella bovoculi de lesiones oculares en  ovejas, pero se ha asociado a la queratoconjuntivitis 

infecciosa bovina (Farias et al., 2015) y además se ha aislado otros agentes bacterianos pero sin interés 

clínico (Akerstedt y Hofshagen, 2004). 

En comparación con la queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB) que afecta al ganado bovino, se 

caracteriza por el desarrollo de conjuntivitis y úlceras corneales, los microorganismos implicados son 

Moraxella bovis, Moraxella ovis y Moraxella bovoculi (Henson y Grumbles 1960;  Elad et al., 1988; 

Angelos et al., 2007; Shen et al., 2011; O’Connor et al., 2012; Sosa y Zunino, 2013).  

Mycoplasma conjunctivae. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria, Subdominio Posibacteria, Filo Tenericutes, 

Orden Mycoplasmatales, Familia Mycoplasmataceae, Género Mycoplasma, Especie 

conjunctivae (Holt et al., 1994). 

 M. conjunctivae ha sido descrito como el agente etiológico primario de la queratoconjuntivitis 

contagiosa ovina (QCO), la presencia de esta bacteria generalmente causa ceguera temporal. Se ha 

aislado M. conjunctivae en ausencia de signos clínicos de QCO. Posiblemente, aquellas ovejas de las 

cuales se aisló M. conjunctivae estuvieron en contacto con ovejas afectadas con QCO, como los 

animales parecían clínicamente sanos, pueden haber sido muestreados justo antes del desarrollo de 

QCO (Jones et al., 1976; Ter Laak et al., 1988; Belloy et al., 2003). 

M. conjunctivae y M. ovis fueron aisladas tanto de la mucosa nasal de algunas ovejas como del saco 

conjuntival (Åkerstedt y Hofshagen, 2004). En las ovejas afectadas por QCO, M. conjunctivae fue el 

organismo aislado con mayor frecuencia (Dagnall, 1994, 1994a) 
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Chlamydia psittaci. 

Taxonómicamente pertenece al: Dominio Bacteria, Filo Chlamydiae, Orden Chlamydiales, Familia 

Chlamydiaceae, Género Chlamydia / Chlamydophila, Especie Chlamydophila psittaci (Holt et al., 

1994). 

Chlamydia psittaci y Mycoplasma conjunctivae generalmente se consideran patógenos implicados en 

la queratoconjuntivitis infecciosa ovina. C. psittaci causa a veces brotes aislados de 

queratoconjuntivitis infecciosa ovina folicular (Jones et al., 1976; Cooper 1974; Andrews et al., 1987) 

y también es responsable de la poliartritis en corderos (Hopkins et al., 1973). 

Antecedentes de Familia Moraxellaceae. 

El género Moraxella, fue propuesto por primera vez por Lwoff en 1939, en la familia Neisseriaceae. 

Más tarde Bøvre, (1984) argumenta que el género consistía en dos subgéneros, Moraxella 

(Moraxella) y Moraxella (Branhamella), aún dentro de la familia Neisseriaceae. En 1989, Rossau y 

colaboradores propusieron excluir de la familia Neisseriaceae a los géneros Moraxella, Acinetobacter 

y Psychrobactera y sugirió la creación de una nueva familia taxonómica para incluirlos (Rossau et 

al., 1991). Por el contrario, Catlin (1991) sugirió que sólo los géneros Moraxella y Branhamella 

fueran colocados dentro de la nueva familia llamada Branhamaceae. 

Pettersson et al. (1998) revisaron la situación taxonómica de estas especies mediante el análisis 

filogenético del gen 16S rRNA, proporcionando datos para la clasificación en cuatro grupos de 

especies dentro de la familia, ahora llamado, Moraxellaceae. El primer subgrupo, el subgrupo 

llamado Moraxella lacunata limita el auténtico género Moraxella, incluyendo Moraxella lacunata, 

Moraxella nonliquefaciens, Moraxella bovis, Moraxella catarrhalis, Moraxella ovis, Moraxella 

caviae, Moraxella cuniculi, la cepa (Alysiella) ATCC 29468 y la cepa 1018-2 (se clasificará en 

Moraxella sp.). 

Sin embargo, en el género Moraxella, subgénero Branhamella y nueve especies enumeradas en 

subgéneros se publicaron de forma válida. La opinión judicial 83 decidió que los nombres de los 

géneros Moraxella subgénero Moraxella y el género Moraxella subgénero Branhamella debería 

haber sido incluido en las listas aprobadas de nombres procarióticos con estandarización en la 

nomenclatura (LPSN). Sin embargo, Tindall (2008) cuestionó la decisión judicial 83. Después de una 

reunión judicial en Estambul en Turquía, los nombres de los Moraxella (subgénero Moraxella) y 

Moraxella (subgénero Branhamella) fueron excluidos de LPSN. 
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Moraxella ovis. 

La incertidumbre sobre su correcta clasificación ha llevado a la inclusión de esta especie en el género 

Neisseria como Neisseria ovis, así como en el género Moraxella como Moraxella subgénero 

Branhamella especie ovis (Bøvre, 1984). El mismo microorganismo se ha denominado así Neisseria 

ovis, Moraxella ovis o Branhamella ovis. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Clase 

Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Moraxellaceae, Género Moraxella, 

Especie ovis (Holt et al., 1994; Tindall, 2008). 

Los únicos sitios de los que se ha aislado Moraxella ovis en ovejas son el saco conjuntival (Lindqvist, 

1960; Spradbrow, 1968) y la secreción nasal (Dagnall, inédito) y del saco conjuntival del ganado 

bovino (Elad et al., 1988). El papel de Moraxella ovis en las enfermedades infecciosas es en gran 

parte desconocido, pero bajo ciertas circunstancias, M. ovis puede contribuir a la gravedad de los 

signos clínicos de conjuntivitis en ovejas (Lindqvist, 1960; Wilsmore et al., 1990).  

Los estudios de  (Spradbrow, 1968; Akerstedt y Hofshagen, 2004) encontraron relativamente pocos 

organismos en el saco conjuntival, sugirió que M. ovis podría ser una causa de QCO en conjunción 

con factores tales como la exposición a la luz ultravioleta, traumatismos y otros microorganismos. 

Moraxella ovis se aisló de los ojos afectados y no afectados, pero significativamente más a menudo 

de los afectados por QCO. Los signos clínicos en los ojos afectados fueron generalmente leves y en 

su mayoría confinados a cambios inflamatorios en la conjuntiva las pruebas sugieren que M. ovis 

puede tener un papel en el desarrollo de QCO y QIB al contribuir a la gravedad de la enfermedad. Es 

importante que los mecanismos patogénicos de M. ovis se definan para clarificar el papel del 

organismo en QCO (Elad et al., 1988; Dagnall, 1994a). 

Moraxella bovis. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Clase 

Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Moraxellaceae, Género Moraxella, 

Especie bovis (Holt et al., 1994). 

Moraxella bovis ha sido considerada como el principal agente etiológico de la queratoconjuntivitis 

infecciosa bovina (QIB) durante mucho tiempo. Recientemente (Karthik et al., 2017) describió a 
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Moraxella bovis en un ovino. Estos datos sugieren que la especie Moraxella bovis podría estar 

extendida entre ovinos bovinos, caprinos y equinos y puede estar entre otras especies animales  

(Menoueri et al., 1988; Richard et al., 1989; Sosa y Zunino, 2013). 

Moraxella bovoculi. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Clase 

Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Moraxellaceae, Género Moraxella, 

Especie bovoculi ( Holt et al., 1994; Angelos y Ball, 2007; Angelos et al., 2007). 

Sin embargo, otras especies pertenecientes al género Moraxella se han asociado en la 

queratoconjuntivitis infecciosa bovina QIB como es el caso de Moraxella bovoculi que se han aislado 

en Estados Unidos, Brasil y Uruguay (Angelos et al., 2007; Shen et al., 2011; Libardoni et al., 2012; 

Sosa y Zunino, 2013; Loy y Brodersen, 2014). El primer reporte de Moraxella bovoculi fue reportado 

en el 2007 en los Estados Unidos (Angelos et al., 2007), es un coco Gram negativo que fue asilado 

de corneas ulceradas de bovinos (Sosa, 2013), se ha identificado a Moraxella bovoculi en renos con 

problemas oculares en Suecia (Sanchez Romano, et al., 2019) y su identificación representa una 

oportunidad para entender la epidemiologia de la QIB como una enfermedad potencial con múltiples 

organismos causales y una nueva era en oportunidades para su control (Gould et al., 2013).  

2.1.2 Otros agentes bacterianos reportados. 

Staphylococcus aureus. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria, Filo Firmicutes, Clase Bacilli Orden Bacillales, 

Familia Staphylococcaceae, Género Staphylococcus, Especie aureus (Holt et al., 1994). 

En un estudio realizado por Dagnall, (1994a) aisló con frecuencia Staphylococcus coagulasa-

negativo, estos organismos nunca han sido implicados en QCO y fueron considerados bacterias 

colonizadoras oportunistas, aunque su significado clínico no fue investigado más. 

Egwu, (1989) aisló S. aureus de aproximadamente el mismo número de ovejas con 

queratoconjuntivitis y de ovejas sanas, pero encontraron un posible papel en la conversión de la 

infección leve a grave, pero no se atribuyó ningún papel al patógeno en la enfermedad.  
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Listeria monocytogenes. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria Filo Firmicutes, Clase Bacilli Orden Bacillales, 

Familia Listeriaceae, Género Listeria, Especie monocytogenes (Holt et al., 1994). 

El aislamiento de L. monocytogenes en 3 ovinos con QCO es un hallazgo interesante. En un estudio 

realizado por Åkerstedt y Hofshagen, (2004) aislaron Listeria monocytogenes de animales con 

queratoconjuntivitis en un único rebaño al norte de Noruega, sin embargo, es raro aislarlo este agente, 

dichos autores demostraron no había diferencias significativas entre los casos de queratoconjuntivitis 

y los controles, lo que sugiere que éstas no tienen importancia en la enfermedad (Kummeneje y 

Mikkelsen 1975, Walker y Morgan 1993; Åkerstedt y Hofshagen, 2004).  

Escherichia coli. 

Taxonómicamente pertenece al Dominio Bacteria Filo Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria 

Orden Enterobacterales Familia Enterobacteriaceae, Género Escherichia, Especie coli (Holt et al., 

1994). 

Åkerstedt y Hofshagen, (2004) muestrearon rebaños con QCO y rebaños sanos, dichos autores 

obtuvieron el (4%) de aislamientos de E. coli y el (2%) de Corynebacterium spp. Para estas bacterias, 

no hubo diferencias significativas entre los casos y los controles. En otro estudio encontraron cepas 

de E. coli en ovejas afectadas con QCO y en animales no afectados de QCO, pero como la tasa de 

prevalencia fue baja (7,5%) consideraron que este agente no era un agente causal primario de la 

enfermedad (Egwu, 1989).  

2.1.3. Epidemiología y factores de riesgo de la queratoconjuntivitis contagiosa ovina. 

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina afecta a pequeños rumiantes en todo el mundo (Jones, 1991), 

se ha reportado también en rumiantes silvestres. Se ha aislado Moraxella ovis de casos de 

queratoconjuntivitis infecciosa en rebaño de ovejas en Escocia (Fairlie, 1966) y Gales (Smith, 1967), 

en Dinamarca (Pedersen, 1972), en Noruega (Kummeneje y Mikkelsen, 1975) , en ovejas en Australia 

(Spradbrow, 1968), en rebaños en Polonia (Buczek et al., 1979), también en Argentina, Turquía 

(Diker y Z. Alkan, 1985), Hungría (Hajtós et al., 1986) e Israel  (Elad et al., 1988) y a partir de un 

feto bovino en Irlanda (Neill et al., 1978). Se ha aislado y reportado Moraxella bovis y Moraxella 

bovoculi en Europa (Degiorgis et al., 2000), en Norteamérica (Thorne, 1982; Loy y Brodersen, 2014) 
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todos en bovinos y en único estudio en Brasil se aisló a Moraxella bovoculi en la conjuntiva de una 

oveja (Farias et al., 2015). 

Factores ambientales. 

Se considera que las moscas, el polvo y la luz solar son factores predisponentes y en conjunto con 

una variedad de microorganismos dan origen al cuadro clínico (Egwu, 1989). En Noruega, la mayoría 

de los casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina se observan en otoño e invierno, después de que 

los animales han sido sacados de las montañas y se alojan en el interior de los graneros y esto es 

debido tal vez a la forma en que la cría de ovejas se practica en este país. Los corderos que nacen de 

abril a mayo, son llevados con las ovejas a pastar en las montañas o bosques, donde permanecen 

dispersas por grandes áreas y reciben poca intervención humana. El predominio de los casos 

registrados durante el otoño puede estar relacionado con el aumento del nivel de contacto entre 

animales y / o el nivel más cercano de supervisión por parte de los agricultores que ocurre cuando las 

ovejas son estabuladas antes del invierno (Akerstedt y Hofshagen, 2004). 

Factores de virulencia. 

Una variedad de microorganismos del género Moraxella están relacionados en los casos clínicos de 

QIB (Moraxella bovis, Moraxella ovis y Moraxella bovoculi) y QCO (Moraxella ovis), que afecta 

tanto a animales jóvenes y adultos, sin embargo el rol de cada microorganismo no está completamente 

dilucidado en la patogénesis de cada enfermedad (Elad et al., 1988; Shen et al., 2011; Angelos y Ball, 

2007; Angelos, et al., 2007). 

Cerny et al. (2006), examinaron la presencia de factores de virulencia presentes en aislados de 

Moraxella bovis y en aislamientos clínicos de Moraxella ovis con el objetivo de dilucidar la 

importancia de esta última en la etiología y desarrollo de la QIB. Estos autores evaluaron el efecto de 

cultivos de M. ovis sobre diferentes tipos de células de origen bovino y encontraron que los 

aislamientos exhibieron actividad hemolítica sobre eritrocitos y actividad citotóxica sobre células 

mononucleares sanguíneas y células epiteliales de la córnea, lo que sugiere que Moraxella ovis juega 

un papel importante en la patogénesis de la queratoconjuntivitis infecciosa bovina. Asimismo, 

produce una hemolisina que daña a los neutrófilos que son reclutados al área de la infección, además 

de que puede liberar colagenasas lo que conducen a la licuefacción y a la ulceración de la córnea. 

Se ha descrito que Moraxella spp posee fimbrias (pili tipo IV) que desempeñan un rol crucial en la 

adhesión y colonización corneal. Se han identificado dos tipos de pili distintos. El pili Q es 
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responsable por la adhesión, mientras el pili I se encarga de la persistencia local y del mantenimiento 

una vez establecido (Sosa et al., 2015). Como se observa en la Figura 1, las fimbrias de Moraxella 

bovis se encuentran distribuidas alrededor de la célula y las mismas miden de 1 a 4 µm de largo y 

aproximadamente 6 nm de diámetro (Sosa, 2013). 

 

Figura 1.- Fotomicrografías de transmisión electrónica de Moraxella spp. piliadas y no piliadas. Fotografías usando un 

microscopio transmisión de electrones en cepas (A) M. bovis Epp63 no piliadas X12000, (B) M. bovis Epp63 piliadas 

X18000, (C) Pseudomona aeruginosa recombinante con expresión pili Q de M. bovis Epp63 X 18000 (tomadas de Ruehl 

et al., 1993). 

La patogenicidad de Moraxella bovis requiere la expresión del pili para que se adhiera a la superficie 

ocular y de una citotóxina que dañe las células epiteliales de la córnea (Angelos, 2015). Debido a su 

estructura proteica, los pili son inmunógenos, por lo tanto, pueden estimular la expresión de 

anticuerpos específicos, estas características fueron aprovechada para su clasificación en 7 grupos 

denominados con letras desde el grupo A a la G (Zielinski y Piscitelli, 2009). 

Se ha demostrado hemoaglutininas en cepas de M. bovis que son capaces de aglutinar eritrocitos de 

ovinos a temperatura ambiente y de cerdos a 4°C (Gil-Turnes, 1983). Se ha señalado que las 

hemoaglutininas podrían tener un papel importante en la adhesión, ya que se ha observado que cepas 

no fimbriadas se adhieren a varios tipos de células, a pesar de hacerlo menos eficientemente que las 

cepas fimbriales (Annuar y Wilcox, 1985).  

Otro factor de virulencia identificado en M. bovis es de dos ORFs denominados flpA y flpB en un 

plásmido de 44 kb pMBO-1 (Kakuda et al., 2006). Estos ORFs posiblemente codifiquen proteínas 

homologas con las hemoaglutininas filamentosas de Bordetella pertussis (FHA) que le permite a este 

patógeno adherirse a las superficies mucosas. 

Estudios in vitro sugieren que Moraxella bovis posee un eficiente sistema de adquisición de hierro 

constituido por sideróforos y proteínas de membrana externa (PME) que reconocen lactoferrina y 
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transferrina bovina, dos proteínas capaces de quelar el hierro presente en mucosas y en el suero 

sanguíneo respectivamente (Sosa, 2013). 

La β-hemolisina de Moraxella bovis (MbxA) pertenece a la familia RTX es una exoproteína bacteriana 

y se caracteriza por producir poros en la membrana citoplasmática de diversas células, provocando 

flujo de potasio y desequilibrio osmótico y lisis celular. Las hemolisinas de Moraxella bovis 

demostraron la homogeneidad genética en cepas de diversos orígenes geográficos (Sosa, 2013; Farias 

et al., 2015). Esta exotoxina esta codificada en un operón compuesto por 5 genes denominados 5´-

mbxC-mbxA-mbxB-mbxD-TolC-3´. El gen mbxA codifica una proteína de aproximadamente 98.8 kDa  

(Angelos et al., 2001). La toxina mbxA es activada por el producto del gen mbxC y transportada por 

las proteínas de membrana codificada por los genes mbxB y mbxD (Angelos et al., 2001). 

Moraxella bovoculi, es una especie recientemente descrita en el género Moraxella, que ha sido aislado 

y caracterizado en la QIB en ausencia de M. bovis (Angelos et al., 2007a). Evidencias demuestran 

que M. bovoculi secreta una citotóxina similar de la clase RTX a la de M. bovis (Angelos et al., 

2007b), sin embargo, cuando se inocula de forma experimental a M. bovoculi en corneas escarificadas 

de terneras, no se observan cambios morfológicos, haciendo que la participación de M. bovoculi sea 

aún incierta.  

Como se aprecia en la Figura 2, el operón RTX completo ha sido identificados en M. bovoculi y M. 

ovis (Angelos et al., 2007b). En M. bovoculi el operón fue denominado mbv y comprende los genes 

mbvBCADtolC, mientras que en M. ovis el operón fue denominado mov y comprende movBCADtolC. 

El suero policlonal obtenido en conejos contra mbxA neutraliza solo parcialmente la actividad 

hemolítica de M. bovoculi y M. ovis. MbvA y movA tienen aproximadamente un 98% de identidad en 

la secuencia de aminoácidos deducida, mientras que en la secuencia aminoácida deducida de M. bovis 

mbxA tiene aproximadamente un 83% de la identidad de mbvA y movA (Angelos et al., 2007b). 
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Figura 2.- Operón RTX y estructura de la proteína rtxA. Diagrama superior representación esquemática de un típico operón 

RTX: o producto 4 genes C (activador), A (Toxina estructural), B y D (proteínas de secreción tipo 1. El operón RTX está 

representado por cajas abiertas en el orden que generalmente se codifican. Diagrama inferior: representación de las 

principales partes funcionales de la toxina. GK indica el lugar de acilación de la lisina-glicina, que es seguido por el lugar 

de las repeticiones ricas en glicina y ácido aspártico (Angelos et al., 2003; Frey, 2011). 

Enzimas hidrolíticas esterasas C4, esterasa-lipasa C8, lipasa C14, fosfoamidasa, hialuronidasa y 

fosfatasa y enzimas proteolíticas aminopeptidasas y gelatinasas han sido identificadas en el 

sobrenadante de cultivos de Moraxella bovis y Moraxella bovoculi, se ha sugerido que las mismas 

participarían en la producción de úlceras corneales junto a fibrinolisinas y las enzimas con actividad 

hemolítica (Sosa, 2013). 

La mayoría de la vida bacteriana en la naturaleza en vez de encontrarse en estado planctónico, se 

encuentra en comunidades biofilms (Costerton, 1995; Kolter y Greenberg, 2006). A pesar de que la 

capacidad de M. bovis de formar biofilms ha sido escasamente estudiada, una gran variedad de 

infecciones oculares se ha asociados a los biofilm (Elder et al., 1995; Murugan et al., 2010). Las 

capacidades de formación de biofilm de M. bovis puede aumentar la resistencia antimicrobiana. Prieto 

et al. (2013) encontraron que M. bovis forma fácilmente biopelículas, aumentando la resistencia a la 

ampicilina, el cloranfenicol, la gentamicina y la oxitetraciclina en comparación cuando esta bacteria 

crece de forma planctónica. 
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2.1.4 Diagnóstico clínico, laboratorio y molecular de Moraxella spp. 

Diagnóstico clínico de la queratoconjuntivitis contagiosa ovina. 

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina es una enfermedad dolorosa que puede causar ceguera 

temporal o permanente. Los primeros signos son hiperemia de la conjuntiva y esclerótica 

(conjuntivitis), se observan descargas nasales, secreción lagrimal de color hialino a amarillento o 

seroso, fotofobia, blefaroespasmo, hiperplasia linfofolicular en la conjuntiva y en la membrana 

nictitante, queratitis (Ewgu, 1989;Dagnall, 1994a; Nietfeld, 2001). Si la enfermedad progresa se 

desarrollan folículos hiperplásicos en los linfonódulos, generalizándose la inflamación por toda la 

esclerótica llegando hasta la córnea, donde el exudado comienza a ser purulento, desarrollándose por 

último y en raras ocasiones úlceras (Dagnall, 1994b). 

La enfermedad es más común en caprinos y ovinos adultos que en jóvenes (Nietfeld, 2001). 

Generalmente ambos ojos se ven afectados, aunque los signos clínicos pueden comenzar en un solo 

ojo. Más tarde, los vasos sanguíneos conjuntivales se dilatan y la córnea puede volverse ennegrecida 

o grisácea, especialmente en la periferia (Dagnall, 1994a,b). 

Rara vez, se produce una infección adicional de la cámara anterior que conduce a panoftalmitis y 

encogimiento del globo ocular. Por lo general, los animales comienzan a recuperarse después de una 

semana, pero algunos corderos permanecen enfermos durante 3 a 4 semanas con debilidad y fiebre, 

lo que resulta en pérdida de peso y reduce los pesos al mercado (Kjølleberg 1971). 

Diagnóstico bacteriológico de Moraxella spp. 

Lindqvist, (1960) describió a M. ovis como una bacteria Gram negativa, en forma de coco, 

reaccionando positivamente en las pruebas de catalasa, oxidasa y no produce ácido a partir de la 

fermentación de carbohidratos. 

La condición óptima de temperatura para el crecimiento de Moraxella ovis es de 37°C en condiciones 

aerobias. El crecimiento bacteriano se observa luego de las 24 horas de incubación por la turbidez en 

el caldo o por la aparición de colonias en agar. Las colonias son circulares con una elevación convexa, 

un margen entero, una superficie suave y un halo de β-hemólisis a su alrededor (Angelos y Ball, 2007; 

Angelos et al., 2007). 
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Moraxella bovis se ha descrito como un diplobacilo Gram negativo se ha aislado de saco conjuntival 

de ojo en bovinos. Se caracteriza por producción de un halo de β-hemolisis en placas agar sangre su 

temperatura optima de crecimiento es 37°C en condiciones aerobias, licuan la gelatina luego de 10 

días de incubación 22°C, no fermentan carbohidratos, el tamaño de la colonia es de 1- 2 µm de 

longitud y 0.5 µm de ancho, son capsulados, no móviles y no esporulados (Sosa, 2013). 

Moraxella bovoculi es un coco Gram negativo que fue asilado de corneas ulceradas de bovinos. A su 

vez, los análisis bioquímicos mostraron diferencias entre los aislamientos de Moraxella bovoculi, 

Moraxella bovis y Moraxella ovis. Se encontró que Moraxella bovoculi podía ser diferenciada 

bioquímicamente de M. bovis en base a la actividad fenilalaninadesaminasa positiva y la incapacidad 

de expresar gelatinasa. No obstante, luego de la primera identificación Moraxella bovoculi 

fenilalaninadesaminasa positivos, se identificaron cepas de Moraxella bovoculi que fueron 

fenilalaninadesaminasa negativa. En el Cuadro 1, se presenta un resumen de las características 

macroscópicas y microscópicas esperadas para las diferentes especies del género Moraxella 

involucradas en brotes de QIB y QCO (Fraser-Gilmour 1979; Angelos y Ball, 2007; Angelos et al., 

2007; Shen et al., 2011). 

 

Cuadro1. Pruebas bacteriológicas para la identificación de especies del género Moraxella. Abreviaciones: C coco, DC 

diplococos, B bacilos, - reacción negativa, + reacción positiva, w reacción débil, (+) la mayoría de las cepas positivas, (-) 

la mayoría de las cepas negativas (+/-) 50% de las cepas positivas (Fraser-Gilmour 1979; Angelos y Ball, 2007; Angelos et 

al., 2007; Shen et al., 2011). 
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Diagnóstico molecular de Moraxella spp. 

Los inconvenientes que presentan los métodos tradicionales de identificación han estimulado el 

desarrollo de estrategias alternativas. Las aplicaciones de las herramientas moleculares ofrecen un 

gran potencial para la identificación de microorganismos. Diversos autores publicaron a finales de la 

década de los 80 las primeras aproximaciones hacia la evolución de los microrganismos utilizando 

técnicas moleculares (Olsen et al., 1986; Pace et al., 1986; Woese, 1987; Woese et al., 1990). La 

propuesta más ampliamente utilizada para la identificación bacteriana se basa en el análisis del gen 

16S rDNA, este gen ha sido utilizado como un cronometro evolutivo. El gen 16S rDNA codifica para 

la molécula de 16S RNA la cual es parte de la subunidad menor de los ribosomas junto con unas 20 

proteínas. Una de las características por la que ha sido posible definir relaciones filogenéticas entre 

organismos tan distantes con este gen es que tiene tasas de cambio muy distintas a lo largo de su 

secuencia (Woese, 1987). 

Estudio realizado por Shen et al. (2011) seleccionaron el gen 16S rRNA, para el diseño de cebadores 

y sondas para el ensayo PCR multiplex en tiempo real para la identificación de agentes de M. bovis, 

M. bovoculi y M. ovis, ellos demostraron que las tres cepas de referencia se identificaron 

correctamente sin reacciones cruzadas observadas entre las tres especies de Moraxella y con respecto 

a otros aislados no pertenecen al género Moraxella lo que indica alta especificidad de los cebadores 

y sondas seleccionados. 

El análisis filogenético basado en las citotoxinas de cepas de Moraxella spp proporciona una clara 

diferenciación entre las especies de interés veterinario. El análisis de secuencias del gen rtxA que 

codifica para la citotoxina A (mbxA, mbvA y movA), reveló una región altamente conservada dentro 

de estas especies bacterianas. Se observó que la región menos conservada se encontró en cepas de M. 

bovis en relación con M. bovoculi y M. ovis. Curiosamente, los genes mbvA y movA presentaron una 

alta similitud entre las cepas de M. bovoculi y M. ovis (Farias et al., 2015). 
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Secuenciación de Moraxella spp. 

Secuenciación del gen 16S rRNA. 

Se realizó un análisis filogenético basándose en las homologías de las secuencias del gen 16S rRNA, 

los aislamientos de M. bovis y M. bovoculi mostraron diferencias entre sus secuencias agrupándose 

en diferentes ramas del dendrograma ambos claramente diferenciables de la cepa de referencia M. 

ovis (Sosa y Zunino, 2012). 

Las secuencias del gen 16S rRNA indicaron que 23 secuencias fueron similares a las secuencias 

publicadas de M. bovis, mientras que 25 mostraron homología con secuencias de M. bovoculi, nueve 

aislamientos que no pudieron hidrolizar gelatina mostraron homología con M. bovoculi y ningún 

aislado mostró homología con M. ovis (Sosa y Zunino, 2012). 

Secuenciación del gen citotoxina A (mbxA, mbvA y movA) 

El gen que codifica la citotoxina A de las cepas de M. bovis, M. bovoculi y M. ovis se secuenció 

parcialmente. El fragmento secuenciado cubría la región codificante del extremo -COOH de la familia 

de las citotoxinas RTX, realizando una alineación consistente de las secuencias por 843 nt (del gen 

mbxA de M. bovis Epp63; del gen mbvA de M. bovoculi 237t; del gen movA de M. ovis ATCC 33,078), 

lo que reveló un alto grado de similitud entre secuencias de las mismas especies, encontrado en M. 

bovoculi y M. ovis regiones altamente conservadas. Y el grado de similitud entre las secuencias de 

las cepas de M. bovis fue 99.9% (100% de similitud entre todas las cepas de M. bovis Epp63), mientras 

que entre las secuencias mbvA (M. bovoculi) y entre secuencias movA (M. ovis), se observó una 

similitud de 98.8% y 99.3% respectivamente. El grado de similitud entre las secuencias de mbxA (M. 

bovis) en relación con mbvA (M. bovoculi) y movA (M. ovis) fue del 77.6% y la similitud entre las 

secuencias de mbvA y movA de 95.7% a 97.5% (Farias et al., 2015). 

Todas las 15 cepas de M. bovis incluyendo cepa M. bovis Epp63 compartieron el alelo llamado 1bx, 

mientras que la cepa identificada como SFS9 tuvo otro alelo diseñado 2bx. En once cepas de M. 

bovoculi se identificaron siete alelos llamándolos 1 bv y 7bv, mientras que 7 cepas de M. ovis dieron 

lugar a cinco alelos agrupados en alelos 2 ov-6ov, se observaron un total de 15 alelos en tres especies 

de Moraxella (Farias et al., 2015). 
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2.1.5 Tratamiento y sensibilidad antimicrobiana de Moraxella spp. 

El tratamiento de la queratoconjuntivitis contagiosa se basa en la terapia antimicrobiana, que debe ser 

adoptada considerando que es necesario combatir dos o más especies de Moraxella presentes en la 

misma lesión según Maboni et al. (2015), dichos autores mencionan que son escasos los datos 

disponibles en la literatura de la susceptibilidad antimicrobiana de Moraxella spp. Elad et al., en 1988, 

mostraron que aislamientos de M. ovis presentaron sensibilidad antimicrobiana in vitro a diferentes 

antibióticos como son: gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, polimixina B y sulfonamidas y 

resistencia antimicrobiana in vitro a penicilina, ampicilina, estreptomicina y neomicina. 

En otro estudio más reciente que abordó la susceptibilidad antimicrobiana de aislados de M. ovis en 

rebaños afectados con queratoconjuntivitis, solo se reportó resistencia para la eritromicina (Catry et 

al., 2007). 

Maboni et al. (2015), determinaron la sensibilidad antimicrobiana a través del método de 

microdilución en cepas de Moraxella bovis, Moraxella ovis y Moraxella bovoculi y demostraron que 

las cepas utilizadas fueron sensibles a la ampicilina, ceftiofur, enrofloxacina, florfenicol y 

gentamicina. 

La oxitetraciclina suele ser la primera opción para el tratamiento antimicrobiano de la 

queratoconjuntivitis (Alexander, 2010). Estos resultados pueden sugerir que el uso indiscriminado de 

oxitetraciclina a lo largo de los años puede estar relacionado con la selección de Moraxella spp. 

resistente a este fármaco (Maboni et al., 2015). 

Al igual que la oxitetraciclina, se ha informado que el florfenicol es una opción terapéutica eficaz 

para combatir la queratoconjuntivitis (Gokce et al., 2002; Angelos et al.,2011), especialmente en los 

casos en que M. bovis que son resistente a tetraciclina (Angelos et al., 2010). 

Es importante señalar que M. ovis aisladas de ovejas, debe ser controlada por antibióticos, 

especialmente para evitar la exacerbación de lesiones causadas principalmente por otros agentes 

bacterianos tales como M. conjunctivae y C. Psittaci (Dagnall, 1994a). 
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2.2. Resistencia bacteriana. 

2.2.1 Antecedentes de resistencia bacteriana en el ámbito veterinario. 

La introducción de los antibióticos en la medicina humana y animal ha sido uno de los logros más 

importantes del siglo XX (Aarestrup, 2005). En la industria veterinaria los antibióticos se administran 

a niveles subterapéuticos para la utilización de la engorda de los animales y para la prevención de 

enfermedades veterinarias (Doyle, 2012). El uso de fármacos en la producción animal ha sido una 

práctica no regularizada que carece de control y supervisión, como consecuencia favorece el uso 

inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas resistentes a los antibióticos, tanto de 

bacterias patógenas como no patógenas (Máttar et al., 2009). 

Desde hace ya no pocos años, una amenaza creciente deteriora la eficacia de estos fármacos y es la 

resistencia bacteriana a los antibióticos, que se define; como la capacidad de una bacteria para 

sobrevivir en concentraciones de antibiótico que inhiben y/o matan a otras de la misma especie (Alós, 

2015). Las definiciones de resistencia se clasifican según el número y la clase de antibióticos 

afectados. La multirresistencia (Multiple Drug Resistance, MDR) se define; como la ausencia de 

sensibilidad a, por lo menos, un fármaco en tres o más de las categorías de antibióticos; la resistencia 

extrema (Extensively Drug-Resistant, XDR) se refiere a la ausencia de sensibilidad a, por lo menos, 

un agente en todas las categorías de antimicrobianos excepto en dos de ellas o menos y la resistencia 

a todos los antimicrobianos (Pandrug-resistant  PDR) se define como resistencia a todas las categorías 

de antibióticos (Falagas y Karageorgopoulos, 2008; Magiorakos et al., 2011). 

En un estudio realizado por Cota-Rubio et al., (2014), revisaron y analizaron una diversidad de 

artículos científicos publicados en diversos buscadores MEDLINE/ PubMed, SciELO and EBSCO 

desde el 2000 al 2012, con la finalidad de identificar la cepas bacterianas involucradas, número de 

aislados, la especie animal en la que fue aislada la bacteria, el país de origen de estudios y al tipo de 

grupo o familia de antibiótico que presentan resistencia antimicrobiana. 

Cota-Rubio et al., (2014) en su análisis identificó las bacterias que presentaron mayor resistencia 

antimicrobiana encontrando a Salmonella spp. (491cepas) (Camacho et al., 2010; Ibar et al., 2009; 

Mejia et al., 2008; Nayak et al., 2004; Hao et al., 2007), Escherichia coli (691 cepas) identificados 

en dos estudios (Mirzaagha et al., 2011; Yang et al., 2004), aunque también se vieron involucrados 

otras bacterias como Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Enterococcus. De las bacterias 

resistentes, se identificaron una diversidad especies destinadas al consumo humano, de los cuales seis 

estudios fueron realizados en aves (Fallon et al., 2003; Yang et al., 2004; Novais et al., 2005; Hao et 

al., 2007; Camacho et al., 2010; Marinou et al., 2012;), cinco en cerdos (Hao et al., 2007; Mejia et 
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al., 2008; Ibar et al., 2009;), dos en pavos (Nayak et al., 2004; Novais et al., 2005), en un estudio se 

trabajó con becerros (Mirzaagha et al., 2011) y en el estudio de Hao et al. (2007), incluyeron bovinos, 

aves, cerdos y mariscos. En ese estudio se analizaron varios grupos de antibióticos, como; las 

betalactámicos, macrólidos, glucopéptidos, aminoglucósidos, quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas 

de los cuales fueron resistentes. 

Investigaciones más recientes realizadas por Maboni et al. (2015) caracterizaron el perfil de 

sensibilidad antimicrobiana de 32 aislados Moraxella spp. asociados a la QIB. Estos autores 

demostraron que aislados de M. ovis presentaron resistencia antimicrobiana in vitro a dos diferentes 

antibióticos, a la oxitetraciclina 9% (1/11) y a la penicilina 18% (2/11), para M bovoculi se determinó 

que el 9% (1/11) de los aislados resultaron resistente a penicilina y un estudio anterior informo 

resultados similares de M bovoculi 12.3% de resistencia a la penicilina (Angelos et al., 2011). 

En el mismo estudio Maboni et al. (2015), determinaron cepas de M. bovis con resistencia 

antimicrobiana de oxitetraciclinas 20% (2/10) de los aislados y sólo hay dos reportes de resistencia 

de M. bovis a este fármaco en la literatura (Senturk et al., 2007; Shryock et al., 1998). Se observa en 

la Figura 3, los valores porcentuales de la resistencia antimicrobiana de diversos fármacos en aislados 

de Moraxella spp. asociados a casos de queratoconjuntivitis en bovinos. 
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Figura 3.- Agentes bacterianos y perfil de resistencia de Moraxella spp reportados en enfermedades de bovinos. El diámetro 

del círculo indica el porcentaje de resistencia fenotípica a antimicrobianas por clase. El porcentaje de resistencia se 

determinó a través de la mediana de los valores porcentuales obtenidos de artículos de revistas que informan el porcentaje 

de resistencia entre los aislados recolectados de animales enfermos o pasivos (Cameron y McAllister, 2016). 

La resistencia bacteriana se ha dividido en dos grupos: la natural o innata que es controlada 

cromosómicamente, se ha estudiado más en bacterias Gram negativas que en Gram positivas. La 

resistencia innata está influenciada por la estructura fisiológica de cada bacteria, por el estado 

metabólico como el crecimiento y los nutrimentos; otra estrategia es la formación de consorcios 

llamados biofilm con producción de exopolisacáridos que reducen el paso de antibióticos y 

desinfectantes, además de un constante intercambio genético, el cual permite a las bacterias sobrevivir  

aún después de que el biofilm se desintegre (McDonnell y Russell, 1999). 

La resistencia adquirida, que se da por la adquisición de genoma externo como plásmidos y 

trasposones o por mutaciones(McDonnell y Russell, 1999; Russell, 2002) Las bacterias desarrollan 

resistencia a través de la adquisición de material genético nuevo desde otros microorganismos 
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resistentes lo que es conocido como evolución horizontal, puede ocurrir entre cepas de la misma 

especie o entre diferentes especies o géneros bacterianos. Los mecanismos de intercambio genético, 

como se mencionó anteriormente incluyen conjugación, transducción y transformación (McManus, 

1997).  

2.2.2 Determinantes génicos en la resistencia bacteriana. 

Se creía que los antibióticos eran un arma defensiva contra las bacterias (Fajardo y Martínez, 2008) 

y que los genes de resistencia servían para que las bacterias se defendieran de esa arma, pero hay 

demasiados genes de resistencia en la naturaleza y funcionalmente diversos (Sommer et al., 2009), 

asimismo hay que considerar que dichos genes pueden evolucionar una vez son adquiridos por 

bacterias patógenas o comensales del hombre o de animales. La presión selectiva en las bacterias por 

el uso masivo de los antibióticos en los últimos 70 años ha contribuido a la diversificación genética 

de los genes de resistencia (Corvec et al., 2013). 

En cepas con multirresistencia a antibióticos se debe a una matriz tándem de genes de resistencia 

antimicrobiana (AMR) concentrados dentro de un elemento integrativo y conjugable (ICE), que es 

un elemento genético móvil (MGE). Estos elementos constituyen un grupo diverso de (MGEs) 

encontrados tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas, son notables para codificar la 

maquinaria de conjugación requerida para la movilización de ICE a otras bacterias, donde a menudo 

se integran en genes múltiples copias tales como ARN transferencia (ARNt) y ARN ribosomal 

(ARNr) (Klima et al., 2014). 

Se ha descrito ICE, designado ICEMh1 en la cepa 42548 de M. haemolityca que portaban genes de 

resistencia a los aminoglucósidos (aphA-1, strA, strB), el gen de resistencia a las tetraciclinas (tetH) 

y el gen de resistencia de sulfonamidas (sul2) (Eidam et al., 2013, 2015). ICEMh1 comparte un alto 

grado de similitud con ICEPmu1 identificado con Pastereulla multocida (Eidam et al., 2015). 

Se han codificado once genes de resistencia dentro de dos grupos de genes ICEPmu1 y ICEMh1, 

confiriendo resistencia a tetraciclinas (genes tetR - tetH), estreptomicina (strA y strB), estreptomicina 

y/o espectinomicina (aadA25), gentamicina (aadB), kanamicina y/o neomicina (aphA1) fenicoles 

(floR), sulfonamidas (sul2), macrólidos y/o lincosamidas (gen erm42) o tilmicosina y/o tulatromicina 

(genes msrE y mphE) (Klima et al., 2014; Michael et al., 2012). 

En cepas de E. coli se demostró una resistencia hasta 64 veces superior de la concentración mínima 

inhibitoria (MIC) para el florfenicol, lo que sugiere una actividad funcional del gen (floR),  además 
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estaban presentes genes de resistencia a beta-lactamasa oxacilinasa (blaOXA-2), lo cual confería una 

mayor resistencia a la ampicilina. E.coli  puede albergar el ICEPmu1 (Michael et al., 2012), dado que 

muchos de los genes de resistencia ICEPmu1 pueden no ser originarios de la Familia Pasteurellaceae, 

la adquisición de determinantes de resistencia múltiples de antibióticos (AMR) pueda ser 

probablemente dado por  la Familia Enterobacteriaceae (Michael et al., 2012). 

Dickey et al. (2016) publicaron la secuencia del genoma de un aislado de AMR de Moraxella bovoculi 

y Mb58069 y encontraron que era resistente al florfenicol, oxitetraciclina, sulfonamidas y mostró 

resistencia intermedia a los macrólidos. Lo cual ubicó diez determinantes de AMR que fueron 

ubicados en una isla genómica mayor de 27 kb. 

Resistencia a las Betalactamasas. 

Dentro de las más de 890 beta-lactamasas que actualmente se han caracterizado, las familias más 

comunes dentro de las enterobacterias son los genes: BlaTEM, BlaSHV, BlaOXA-1 y BlaCARB. Las dos 

primeras pertenecientes al grupo 2b, es decir son penicilasas, inhibidas por el ácido clavulánico y que 

en algunos casos también tienen acción contra cefalosporinas de tercera generación. En el caso de 

BlaOXA-1, pertenece al grupo 2d donde están las penicilasas que se caracterizan por la hidrólisis de 

cloxacilina (oxacilina); por su parte BlaCARB pertenece al grupo 2c, el cual se caracteriza por tener 

penicilasas con acción hidrolítica contra carbenicilina (Bush y Jacoby, 2010; Dallenne et al., 2010). 

Resistencia a las quinolonas. 

Los mecanismos vinculados a la resistencia a quinolonas están relacionados con la transferencia de 

genes mediante plásmidos, como es el caso de los genes qnr que codifican a la familia de las proteínas 

qnr (qnrA, qnrB, qnrS, qnrC y qnrD) que se unen al ADN girasa (gyrA y gyrB) y a la topoisomerasa 

IV (parC y parE) disminuyendo la acción de las quinolonas. El aumento de la resistencia a esta 

familia de antibióticos se puede relacionar con el aumento de la MIC (concentración mínima 

inhibitoria) hacia diferentes quinolonas, en E. coli se ha notado que se habla de una “susceptibilidad 

disminuida”. Dado que en los últimos años se han descrito numeroso genes qnr, se ha efectuado una 

propuesta de nomenclatura (Cattoir et al., 2007; Jacoby et al., 2008) y se ha dispuesto una página 

web en lo que se reúne aquellos genes que se han descrito hasta la fecha y los que surjan en un futuro 

(Lahey Clinic, 2011).  
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Resistencia a las tetraciclinas. 

De hecho, la resistencia a las tetraciclinas ha emergido en muchas bacterias comensales y patógenos 

debido la adquisición del gen tet. Actualmente se encuentran descritos por los menos 40 genes tet y 

3 otr. El mecanismo de resistencia antimicrobiana más común hacia las tetraciclinas es mediante; 

• Sistemas de proteínas eflujo activo. Estas proteínas funcionan como un sistema de 

contratransporte, donde las proteínas captan un protón desde el espacio extracelular mientras 

evacua un complejo formado por el fármaco y un catión, utilizando como fuente de energía 

la fuerza protón motriz entregada por la gradiente electroquímica a través de la membrana 

citoplasmática (Roberts, 2008). El flujo del fármaco reduce la concentración intracelular de 

estas, protegiendo así a los ribosomas del citoplasma. Se han descrito en bacterias Gram 

negativas 26 genes que son codificantes de proteínas flujo activo como son; tetA, tetB, tetC, 

tetD, tetE, tetG, tetH, tetI, tetJ, tetZ, tetK, tetL, tetV, tetY, tetP, ortB2, tcr32, tet (30)1 y tet 

(31)1, todos ellos previamente informados en E. coli. 

Sin embargo, existen otros mecanismos de resistencia a las tetraciclinas como; 

• Proteínas de protección ribosomal (PPRs). Es el mecanismo de resistencia más 

frecuentemente utilizado. Corresponde a proteínas plasmáticas solubles que protegen a los 

ribosomas de la acción de las tetraciclinas y confieren resistencia (Chopra y Roberts, 2001). 

Se han descrito 11 genes involucrados como son; tetM, tetO, tetS, tetW, tetQ, tetT, tetPB3, te2 

por mencionar algunos. 

 

• Inactivación enzimática a la tetraciclina. El único ejemplo de resistencia por alteración 

enzimática a la tetraciclina se codificada por el gen tetX. El producto de este gen tetX es una 

proteína citoplasmática de 44 kDa que modifica químicamente la tetraciclina en presencia de 

oxígeno y NADPH. 

 

• Mecanismo aún no definido de resistencia. Confiere un bajo nivel de resistencia a 

tetraciclinas. Entre los genes responsables se encuentra el gen tetU y ortC. El tetU que 

codifica una proteína menor que las proteínas de eflujo activo y que las PPRs. El mecanismo 

de resistencia codificado por el gen otr(C) tampoco ha sido identificado, debido a que aún no  

ha sido secuenciado, pero se ha especulado que no codifica ni para proteínas de eflujo ni la 

PPRs, pero aún no está totalmente esclarecido si codifica para la inactivación enzimática o 
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de un mecanismo aun no descrito (Chopra y Roberts, 2001; Levy et al., 1989; Martí et al., 

2006; Roberts, 2008). 

Resistencia a los fenicoles. 

Dentro de los mecanismos de resistencia antimicrobiana al cloranfenicol, el más frecuente es el de la 

inactivación enzimática por acetilación mediante los diferentes tipos cloranfenicol acetiltransferasas 

(CAT) descritos. Estas CAT se dividen en dos tipos: tipo A y tipo B por sus diferencias en sus 

secuencias de aminoácidos. Además la resistencia a cloranfenicol puede estar mediada por sistemas 

de exportadores específicos para cloranfenicol y florfenicol (sus derivados), relacionados con genes 

como cmlA y floR (Chiu et al., 2006; Schwarz et al., 2004). 

Resistencia a las sulfonamidas  

Los mecanismos de resistencia a sulfonamidas y a trimetropim mayormente descritos, son los 

relacionados con la adquisición de genes mutantes mediante elementos móviles. En el caso de las 

sulfonamidas se han descrito los genes sul1, sul2 y sul3 relacionados con integrones y que codifican 

formas mutantes de la enzima dihidropteroato sintetasa que no pueden ser inhibidas por el 

antimicrobiano. Lo mismo sucede en el caso del trimetropim, se han descritos múltiples genes dfr que 

generan resistencia antimicrobiana (Danhem et al., 2010; Ho et al., 2009; Infante et al., 2005). 

En un estudio realizado en Australia, donde se aislaron E coli comensales a partir de muestras de 

heces de adultos sanos se determinó la presencia de los genes sul1, sul2 y sul3 (Kerrn et al., 2002); 

así como de dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12 y dfrA17, estos genes de resistencia principalmente 

relacionados con integrones tipo 1 y 2 (Bailey et al., 2010) 

De manera general, las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia hacia diversos 

antibióticos y estas están asociados a diversos genes de resistencia antimicrobiana, como se muestra 

en el Cuadro 2 (Cattoir et al., 2007; C. Chiu et al., 2006; Dallenne et al., 2010; Grape et al., 2003; 

Martí et al., 2006; Mosquito et al., 2011). 
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Cuadro 2. Genes de resistencia y mecanismo de acción asociados en bacterias (tomado y modificado de Mosquito et al., 2011). 

Familia de antibióticos Mecanismo de acción  Mecanismo de resistencia  Genes implicados 

Betalactámicos Interfiere en las últimas fases de la 

síntesis del peptidoglicano, componente 

necesario en la formación de la pared 

bacteriana 

Betalactamasas: enzimas que se 

caracterizan por hidrolizar el 

enlace amida del núcleo 

Betalactámicos, inactivando de 

esta manera el antibiótico 

Genes que codifican 

betalactamasas: blaTEM, 

blaSHV, blaCARB, blaOXA, 

blaCTX-M y blaGES 

Quinolonas Inhibe la acción de las topoisomerasas y 

del ADN girasa bacterianas 

Mutaciones puntuales que generan 

el cambio de aminoácidos en la 

enzima blanco del antibiótico 

Sistemas de expulsión 

Presencia de genes plasmídicos de 

resistencia antibiótica 

Mutaciones a nivel de 

gyrA (gen que codifica 

una subunidad de la ADN 

girasa) y parC (gen que 

codifica una subunidad de 

la topoisomerasa IV). 

AcrAB-like (sistema 

presente en diferentes 

enterobacterias) 

familia de genes qnr (A, B, 

C, D y S) que codifican 

proteínas Qnr que 

impiden estéricamente la 

unión del antibiótico al 

blanco. 

Gen que codifica la 

variante cr de la 

acetiltransferasa 6’ (AAC 

(6’)-Ib-cr), capaz de 

acetilar fluoroquinolonas 

Tetraciclinas Se unen al ribosoma bacteriano, 

inhibiendo la síntesis de proteínas 

Presencia de bombas de eflujo 

específicas para tetraciclinas 

 

Genes tetA y tetB que 

codifican sistemas de 

eflujo 

Cloranfenicol Inhibidor de la biosíntesis de las 

proteínas, previene la elongación de la 

cadena de péptidos al unirse al centro de 

la peptidiltranferasa del ribosoma 70S 

Inactivación enzimática por 

acetilación 

Exportadores específicos de 

cloranfenicol 

Gen cat que codifica a la 

enzima cloranfenicol 

acetiltranferasa 

Genes floR y cmlA 

Sulfonamidas 

 

Inhibe la síntesis de la enzima 

dihidropteroato sintasa (Sulfametaxazol) 

y de la enzima dihidrofolato reductasa 

(Trimetropim), las cuales son enzimas 

necesarias en la ruta del ácido fólico 

Presencia de genes que codifican 

formas mutantes de la enzima 

blanco 

Genes sul1, sul2 y sul3 

(Sulfametaxazol) y genes 

dfr (Trimetropim) 
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En la actualidad hay poca información sobre la prevalencia de los determinantes de resistencia 

múltiple de antibióticos y de los elementos integrativos y conjugables (AMR-ICE) en los agentes, lo 

cual representa un riesgo crítico para la eficacia de la futura terapia antimicrobiana. La adquisición 

simultánea y rápida de múltiples genes de resistencia a través de un único evento fortuitos, podría 

limitar severamente las opciones terapéuticas (Cameron y McAllister, 2016).  

 

2.3.1 Antecedentes de la nanociencia y nanotecnología. 

La nanociencia se ha encargado del estudio de los átomos para que la nanotecnología produzca, diseñe 

y utilice de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la forma y tamaño de materiales 

a escala nanométrica con aplicaciones en las diversas áreas de la ciencia, en ingeniería y en la 

tecnología (Hornyak et al., 2009; Initiative, 2002; Frejo et al., 2011). 

En el caso de la nanomedicina, ésta es la aplicación de la nanotecnología para realizar diagnóstico 

médico, tratamiento y prevención de enfermedades, aprovechando las propiedades físicas, químicas 

y biológicas mejoradas de los materiales a nanoescala. En el caso de los nanofármacos, la mayoría de 

ellos se han investigado y aprobado en oncología y le siguen los antiinfecciosos (Frejo et al., 2011). 

Los nanomateriales son estructuras que se encuentran en un rango de tamaño de 1 a 100 nm, aunque 

algunos autores incluyen a aquellos que miden incluso 1000 nm  (Buzea et al., 2007; Edwards-Jones, 

2009; Le et al., 2010; Mohanraj y Chen., 2006; Morones et al., 2005; Rai et al., 2012; Sharma et al., 

2009; Zhang et al., 2001). El tamaño de los nanomateriales es un parámetro de interés, debido a su 

impacto a nivel biológico y las propiedades de los nanomateriales dependen de los elementos que los 

constituyen y de su forma  (Mohanraj y Chen, 2006). 

Algunos nanomateriales tienen efectos contra los microrganismos patógenos. Los “nanoantibióticos” 

(Huh y Kwon, 2011) son nanomateriales que muestran una actividad antimicrobiana o que elevan la 

efectividad y seguridad de los antibióticos. Las nanopartículas metálicas son un buen ejemplo de 

nanoantibióticos. En la Figura 4, se aprecia los diferentes nanomateriales con propiedades 

antimicrobianas y se muestran sus aplicaciones potenciales, aunque es importante destacar que faltan 

muchos estudios todavía. 
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Figura 4.-Tipos de nanopartículas. Nanopartículas son comúnmente definidas como objetos con dimensiones de 1-100 nm. En esta 

ilustración es representado la morfología de las NPs más comúnmente usados y más prometedoras (Re et al., 2012) 

Entre los nanomateriales más estudiados por la bionanomedicina, se encuentran las nanopartículas 

metálicas, tales como las de plata (AgNPs) (Franci et al., 2015), de oro (AuNPs) (Mateo et al., 2013) 

dióxido de titanio (TiO₂NPs) y el zinc (ZnNPs) (Yao et al., 2018). Las nanopartículas NPs metálicas 

presentan características importantes para las áreas microbiológicas y biomédicas (Sondi y Salopek-

Sondi, 2004), aunque también muchas de ellas presentan riesgos potenciales para la salud y el 

ambiente. 

2.3.2 Antecedentes del uso de la plata y las nanopartículas de plata. 

Históricamente la plata ha sido utilizada ampliamente por algunas civilizaciones desde la antigüedad  

con diferentes propósitos, principalmente para la desinfección del agua (Jain y Pradeep, 2005). 

Muchas sociedades han usado la plata como joyería, adornos, bajillas finas, aleaciones dentales, 

fotografía, fabricación de monedas, explosivos, etc. y se consideró que la plata brindaba beneficios 

de salud a los usuarios (Chen y Schluesener, 2008). En el antiguo sistema médico indio Ayurveda, la 

plata se describió como agente terapéutico de muchas enfermedades. Existe un uso cada vez mayor 

de la plata como agente antibacteriano y antifúngico eficaz en productos para el cuidado de heridas y 

dispositivos médicos (Kim et al., 2007; Lara et al., 2010; Salata, 2004; Shahverdi et al., 2007). 
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A partir del siglo XVII se describe la plata y sus derivados como un producto medicinal con múltiples 

propósitos y a fines del siglo XIX se introduce la solución de nitrato de plata para uso en gotas 

oculares en el recién nacido. En la década de 1920 la Food and Drug Administration (FDA) de los 

Estados Unidos aprueba soluciones de plata iónica (electrocoloidales) como agentes antibacterianos. 

Existen indicios de que las nanopartículas de plata (AgNPs) se encuentran presentes desde siempre 

en la naturaleza y que la producción deliberada de AgNPs se practica desde hace más de 100 años, 

siendo uno de los nanomateriales más comúnmente utilizados (Ge et al., 2014). 

El primer reporte de obtención de nanopartículas de plata data de 1889, cuando M.C. Lea informa 

sobre la síntesis de plata coloidal estabilizada con citrato, procedimiento mediante el cual el tamaño 

promedio fue de 7 a 9 nm. A partir de 1897 se comercializa un producto bajo el nombre de 

“Collargol”, conteniendo nanopartículas con un tamaño promedio de 10 nm y utilizándose para 

aplicaciones terapéuticas en la medicina. También se describe en 1902, la estabilización de la 

nanoplata utilizando proteínas. En 1953 Moudry patenta un producto con nanopartículas de plata de 

2 a 20 nm estabilizada en gelatina y estas fueron utilizadas desde hace tiempo por sus propiedades 

bactericidas en el tratamiento de heridas  (Nowack et al., 2011). 

Después de la introducción de los antibióticos en 1940, se disminuyó el uso de la plata, sin embargo 

en los últimos años como consecuencia de la resistencia bacteriana, una mejora en la tecnología 

aplicada y al uso de polímero vuelve ser utilizada (Rigo et al., 2013). 

2.3.3 Propiedades bactericidas de las nanopartículas de plata.  

Las nanopartículas de plata AgNPs son consideradas muy atractivas por diversos investigadores, 

porque llegan a ser no toxicas en el humano y animales a bajas concentraciones y poseen un espectro 

de acción muy diverso con propiedades bactericidas (Baker et al., 2005; Kim et al., 2007; Rai et al., 

2012; Doddapaneni et al., 2018), además de capacidades antivirales (Rai et al., 2014), 

antiparasitarias, (Allahverdiyev et al., 2011), antifúngicas (Doddapaneni et al., 2018) y también 

posee propiedades deseables en la clínica, tales como su capacidad antinflamatoria (Nadworny et al., 

2008), la promoción de la regeneración de tejidos con quemaduras (Klasen, 2000), antidiabética 

(Rajaram et al., 2015) y anticancerígena (Doddapaneni et al., 2018). 

La actividad biocida de las AgNPs depende de varias características morfológicas y fisicoquímicas, 

por ejemplo, tamaño, forma y superficie, que influyen directamente en el éxito de estos compuestos 

como agentes antimicrobianos. Se ha demostrado una acción antibacteriana mejor de las AgNPs 

cuando las partículas son más pequeñas dentro del rango de tamaño del nanómetro, se ha visto que 
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parece mejorar la permeabilidad de los iones Ag+ en las células microbianas facilitando la muerte 

celular (Devi et al., 2014). 

Algunos científicos han estudiado la actividad bactericida de las nanopartículas de plata frente a cepas 

patógenas y cepas multirresistentes, se ha demostrado que las nanopartículas de plata son armas 

poderosas contra las bacterias MDR como; Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli resistente a la 

ampicilina, Streptococcus pyogenes resistente a la eritromicina (Saravanan y Nanda, 2010), 

Streptococcus epidermitis y Streptococcus mutans resistente a la meticilina (Espinosa-Cristóbal et 

al., 2009), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) (De Souza et al., 2006; Panáček 

et al., 2006; Ayala-Núñez et al., 2009;  Espinosa-Cristóbal et al., 2009) y Staphylococcus aureus 

resistente a la vancomicina (VRSA) (Ayala-Núñez et al., 2009), aunque también se han probado en 

cepas de Acinetobacter, Salmonella typhus, S. typhi, S. typhimurium, Proteus subtilis, P. morganii, 

P. vulgaris, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterolitica, Acinetobacter baumannii y Vibrio cólera, 

Bacillus subtili, Clostridium, Enterococcus faecalis, Listeria, S. epidermidis y Streptococcus 

pyogenes (Morones et al., 2005; Irwin et al., 2010; Lara et al., 2010; Inbaneson et al., 2011; 

Geethalakshmi y Sarada, 2012; Mukha et al., 2013; Niakan et al., 2013; Vijayakumar et al., 2013; 

Paredes et al., 2014). 

Uno de los inconvenientes que se han encontrado para el uso de las nanopartículas es la generación 

de resistencia después de una exposición por tiempo prolongado, debido a la presencia de reportes de 

resistencia bacteriana a los metales pesados como el mercurio y la plata (McDonnell y Russell, 1999), 

sin embargo, dado que las características de las nanopartículas son diferentes con respecto al material 

de origen, los mecanismos de resistencia observados en los metales pesados no se han presentado en 

las nanopartículas (Iniative,2002; Sondi y Salopek-Sondi, 2004; Morones et al., 2005; Hornyak et al., 

2009; Lara et al., 2011). Un estudio realizado en bacterias de sedimento con multirresistencia, señala 

que las bacterias expuestas por un tiempo prolongado a las nanopartículas no generan resistencia y 

no se observó un efecto cruzado entre antibióticos y nanopartículas (Niakan et al., 2013). Estudios 

recientes por (Panáček et al., 2018) reporta que bacterias Gram negativas como Escherichia coli 013, 

Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 y E. coli CCM 3954 pueden desarrollar resistencia a las 

nanopartículas de plata después de la exposición repetida. La resistencia se deriva de la producción 

de la proteína flagelina adhesiva flagelo, que desencadena la agregación de las nanopartículas. 
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2.3.4 Síntesis y mecanismo de acción de las nanopartículas de plata. 

Síntesis de las nanopartículas de plata. 

Hay numerosos reportes sobre la síntesis de la nanopartículas de plata  (Sun y Xia, 2002; Panáček et 

al., 2006; Nair y Laurencin, 2007). En general, existen dos estrategias para producir NPs metálicas. 

El primer método es el llamado “bottom-up” (abajo-hacia arriba) que usan métodos químicos en 

solución coloidal, son procesos de formación de partículas a partir de una solución, donde las 

nanoestructuras se obtienen mediante el ensamblaje de unidades básicas más pequeñas en estructuras 

más grandes. 

El otro método es el de “top-down” (arriba-hacia abajo) que utiliza métodos de físicos, procesos de 

molienda, que comienza a partir de material cuyo tamaño se reduce durante el proceso hasta llegar a 

un tamaño nanométrico con un consumo considerable de energía. Las técnicas top-down incluyen, 

fotolitografía y litografía por haz de electrones (Sun y Xia, 2002; Eustis et al., 2006). 

Mecanismos de acción de las nanopartículas plata (AgNPs). 

Aunque, las AgNPs han demostrado ser efectivos contra más de 650 microorganismos incluidas 

bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas, hongos y virus, aun no se comprende por 

completo el mecanismo preciso de su modo de la acción antimicrobiana (Malarkodi et al., 2013). Sin 

embargo, se han reconocido algunos mecanismos de acción antimicrobiana de las AgNPs Figura 5. 

 La acción antimicrobiana de AgNPs está vinculada con cuatro mecanismos bien definidos: 

 

Figura 5. Mecanismo de acción de las AgNPs. 
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• Adhesión de las AgNPs a la superficie de la pared celular y la membrana. 

 

La exposición de las AgNPs a microorganismos provoca la adhesión de nanopartículas a la 

pared celular y a la membrana. La carga superficial positiva de las AgNPs es crucial para la 

adhesión (Abbaszadegan et al., 2015). 

La carga positiva confiere atracción electrostática entre los AgNPs y la carga negativa de la 

membrana celular de los microorganismos, facilita la unión de las AgNPs a las membranas 

celulares. Los cambios morfológicos se hacen evidentes en dicha interacción y pueden 

caracterizarse por la contracción del citoplasma y de la membrana, lo que finalmente conduce 

a ruptura de la pared celular (Nalwade y Jadhav, 2013), de manera que aumenta la 

permeabilidad de la bacteria  (Sondi y Salopek-Sondi, 2004). Se ha observado una atracción 

entre las mismas cargas cuando las NPs tienen carga negativa, pero es más débil la interacción 

(Chamakura et al., 2011). 

 

• Penetración de AgNPs dentro de la célula y daño de las estructuras intracelulares 

(mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y biomoléculas (proteínas, lípidos y ADN). 

 

En situaciones en donde las AgNPs penetran la célula microbiana, puede interactuar con 

estructuras celulares y biomoléculas lo cual tienen efectos dañinos sobre los 

microorganismos. En particular, la interacción de las AgNPs con los ribosomas conduce a su 

desnaturalización causando la inhibición de la traducción y la síntesis de proteínas  (Morones 

et al., 2005; Jung et al., 2008; Rai et al., 2012). 

 

Se ha demostrado que los iones Ag (+) pueden interactuar con los grupos funcionales de las 

proteínas, lo que resulta en su desactivación (Klueh et al., 2000; Rai et al., 2012). Tanto las 

AgNPs y como los iones Ag (+) alteran la estructura tridimensional de las proteínas en la 

interacción e interfieren con los enlaces disulfuro y bloquean los sitios activos de unión que 

conducen a todos los defectos funcionales en el microorganismo (Lok et al., 2006). 

 

Bhattacharya y Mukherjee, (2008), demostraron la inhibición del metabolismo de la glucosa,  

esto se debe a la inactivación de la enzima fosfomanosa-isomerasa en la interacción con las 

AgNPs. La fosfomanosa isomerasa media la isomerización del fosfato de manosa-6 en 

fructosa-6-fosfato, este último es un intermediario importante en el ciclo glucolítico. 
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Se ha demostrado que la interacción entre las AgNPs con el ADN, puede causar daño en el 

proceso de la transcripción del ADN e interrupción en la división celular (Hsueh et al., 2015; 

Kumar et al., 2016). Las AgNPs causa daños en el ADN produciendo roturas en la cadena y 

mutaciones en genes esenciales de reparación de ADN (mutY, mutS, mutM, mutT y nth) 

(Radzig et al., 2013). Se ha encontrado que los iones Ag (+) forman complejos con ácidos 

nucleicos, los iones Ag (+) se intercala entre los pares de bases de purina y pirimidina, 

interrumpe los enlaces hidrogeno (H+) entre las pares de bases de las cadenas de ADN 

antiparalelas, allí interrumpe la estructura de doble hélice (Klueh et al., 2000) y la 

intercalación de las AgNPs en la hélice de ADN puede bloquear la transcripción de genes en 

microorganismos (Morones et al., 2005). 

 

Cuando las AgNPs interactúa con cepas de S. aureus, la división celular se inhibe en sus 

etapas iniciales (Jung et al., 2008) sugiriendo que la interacción de los iones Ag (+) con el 

ADN puede tener un papel en la prevención de la división y reproducción celular (Monteiro 

et al., 2012). 

 

• Inducción de toxicidad celular y estrés oxidativo causado por la generación de especies 

reactivas de oxígeno (ROS) y radicales libres de las AgNPs. 

 

El aumento del estrés oxidativo celular en los microbios es una indicación de los efectos 

tóxicos causados por los iones de metales pesados, como la Ag (+). La potente actividad 

antibacteriana, antifúngica y antiviral de las AgNPs se debe a su capacidad de producir ROS 

y especies de radicales libres como el peróxido de hidrógeno (H2O2), anión superóxido (O2), 

radical hidroxilo (OH), acido hipocloroso (HClO) y único agente toxico genético (Kim et al.,  

2011). 

 

La generación de ROS en células bacterianas causa muerte celular, aunque el mecanismo 

preciso de la actividad antibacteriana mediada por ROS de las AgNPs no es completamente 

clara (Pellieux et al., 2000). Este efecto tóxico puede deberse a la unión de iones Ag (+) a la 

membrana celular de los microorganismos, que en consecuencia transmite la señalización y 

bloquea la función respiratoria mitocondrial de los microbios (Blecher y Friedman, 2012).  
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• Modulación de las vías de transducción de señales. 

 

El ciclo de fosforilación y cascada de desfosforilación es un mecanismo de transmisión de 

señales en microorganismos esenciales para el crecimiento microbiano y la actividad celular 

(Kirstein y Turgay, 2005). 

 

El examen del perfil de fosfotirosina de las proteínas bacterianas tanto de Gram positivas 

como Gram negativas ofrece una manera muy útil de estudiar el efecto de las AgNPs en las 

vías de transducción de señales bacterianas. Estas vías de señalización afectan el crecimiento 

bacteriano y otras actividades moleculares y celulares  (Mijakovic et al., 2003; Mijakovic, et 

al., 2005; Mijakovic, et al., 2006). Las proteínas fosforiladas resultantes tienen un papel 

esencial en la replicación del ADN, en la recombinación, en el metabolismo y el crecimiento 

de las bacterianas y por lo tanto, la inhibición de la fosforilación de las proteínas inhibiría su 

actividad enzimática, lo que provocaría la inhibición del crecimiento bacteriano de una 

manera similar  (Iniesta et al., 2006). 

Además de estos cuatro mecanismos bien reconocidos, las AgNPs también modulan el sistema 

inmune de las células humanas al orquestar la respuesta inflamatoria, lo que ayuda aún más a inhibir 

los microorganismos (Tian et al., 2007). 
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III. JUSTIFICACIÓN. 

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina (QCO) es una enfermedad que causa pérdidas económicas 

importantes en la producción ovina y caprina a nivel mundial, además de afectar la salud y el bienestar 

animal de los animales afectados. A nivel nacional existen escasos estudios de las enfermedades 

oculares en ovinos como es el caso de la QCO, caso contrario, lo que sucede en la queratoconjuntivitis 

infecciosa bovina (QIB) donde los estudios son más extensos. Las especies del género Moraxella 

están involucrados en los procesos de la QCO y QIB, sin embargo, aún no se conoce por completo el 

papel que juega cada uno de ellos. 

El uso de compuesto antimicrobianos en la producción animal ha sido una práctica no regularizada 

que carece de control y supervisión, como consecuencia de esto se ha causado el desarrollo de cepas 

resistentes, para lo cual, existe evidencia de la aparición de cepas de Moraxella spp. resistentes a 

diversos fármacos. Con respecto a Moraxella spp. actualmente no hay reportes de estudio que 

demuestren la presencia de genes de resistencia antimicrobiana y de los elementos integrativos y 

conjugables (AMR-ICE) vinculados en estas bacterias, lo cual abriría una brecha a nuevas líneas de 

investigación con respecto al riesgo que representa para la eficacia de la futura terapia antimicrobiana, 

lo que conlleva, a un reto científico muy importante para descubrir, diseñar o fabricar nuevas 

alternativas terapéuticas que permitan combatirlas de una manera más eficiente. 

Las nanopartículas de plata se consideran ahora una alternativa viable al uso de los antibióticos, 

parecen tener un alto potencial para resolver el problema de la aparición de bacterias multirresistentes. 

Las distintas nanopartículas poseen características variables, que pueden ser aprovechadas en las 

áreas biomédicas, algunas ventajas de las NPs son: baja citotoxicidad, menores costos de producción 

y la posibilidad de sobrepasar los mecanismos de resistencia, así como, un efecto antibacteriano 

mayor especialmente en bacterias Gram negativas. 

Así que, las nanopartículas de plata podrían ser una opción al uso de los antibióticos, en la clínica 

veterinaria de campo y en la aparición de cepas Moraxella spp. resistentes asociados a problemas 

oculares en ovinos. 
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IV. HIPÓTESIS. 

 

El uso de las nanopartículas de plata in vitro será eficaz para la inhibición del desarrollo Moraxella 

spp. multirresistentes, obtenidas de casos clínicos de queratoconjuntivitis en ovinos en el Estado de 

México. 
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V. OBJETIVO. 

 

Objetivo general 

Evaluar la eficacia del efecto bactericida de las nanopartículas de plata contra en cepas de Moraxella 

spp. multirresistentes. 

Objetivos específicos 

• Aislar y realizar la caracterización fenotípica de Moraxella spp. obtenidas de muestras de 

casos clínicos de queratoconjuntivitis en ovinos en el Estado México. 

 

• Caracterizar genotípicamente a través de los genes 16S rRNA y rtxA los aislados Moraxella 

spp. obtenidos previamente de casos clínicos de queratoconjuntivitis en ovinos. 

 

 

• Determinar la sensibilidad antimicrobiana in vitro de aislados de Moraxella spp. 

 

• Amplificar la presencia de los genes sul1, sul2, tetB, qnrA, qnrB, floR y BlaTEM que pueden 

conferir resistencia antimicrobiana a los aislados Moraxella spp. 

 

 

• Determinar el efecto bactericida in vitro de las nanopartículas de plata contra Moraxella spp. 

multirresistentes. 
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VI. MATERIALES Y MÉTODOS. 

Diseño de la investigación. 

El diseño de la investigación del proyecto se basó en el método científico, constructivista, positivista, 

experimental y descriptivo. 

Límite de tiempo y espacio. 

El proyecto de investigación comprendió del periodo de febrero de 2017 a enero de 2019. La 

recolección de las muestras de casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina se realizó en 15 

unidades de producción ovina ubicada en 11 localidades de 6 municipios perteneciente al Estado de 

México (Lerma, Xonacatlán, Capulhuac, Toluca, Calimaya y Tenango) durante el periodo primavera-

verano de febrero a junio del 2017. Las unidades de producción ovina están distribuidas en la Región 

VII Lerma y Región XII Toluca pertenecientes a la Macro región I Toluca, Estado de México 

ubicados a una latitud: 18° y longitud: -90.8903 Cuadro 3. 

Cuadro 3. Distribución de las unidades producción ovina de casos de QCO en el Estado México. 

Municipio Localidad N° de unidad de 

producción 

Animales 

dentro del 

hato 

Región VII 

Lerma 

Región XII 

Toluca 

Lerma 3 3 80 Lerma 

Xonacatlán 

Capulhuac 

 

 

Toluca 

Calimaya 

Tenango 

Xonacatlán 1 3 117 

Capulhuac 1 1 43 

Toluca 3 4 189 

Tenango 2 3 282 

Calimaya 1 1 150 

N 11 15 861 3 3 

Se realizó un muestreo piloto, para obtener el valor indicador de p = 0.23 (107/454), con la finalidad 

de estimar el tamaño de muestra final del estudio (Arango, 2009), este valor servirá como indicador 

de la prevalencia, ya que no se dispone de información en la literatura sobre la prevalencia de la 

queratoconjuntivitis contagiosa ovina en el Estado de México y dentro del territorio nacional, en este 

caso de realizar un muestreo piloto presenta la ventaja que si el muestreo se realiza de manera 

adecuada estas mismas muestras podrán ser parte del tamaño del muestreo final. 
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Las pruebas de identificación bacteriológicas, moleculares y ensayos antimicrobianos de las 

nanopartículas de plata se realizaron en las áreas de Bacteriología y Biología Molecular del Centro 

de Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal, CIESA; Facultad de Medicina Veterinaria 

y Zootecnia, Universidad Autónoma del Estado De México, Km, 15.5 Carretera Toluca-Atlacomulco, 

Toluca, Estado de México, C.P 50090, México. 

Tamaño de la muestra 

Para la estimación del tamaño de muestra se utilizó la fórmula para población finitas, utilizando la 

formula estadística de estimación de proporciones. 

N*Zα
2 *p*q 

n= 

                d2*(N-1) + Zα
2 p*q 

Donde: 

N= Total de población (N= 861) 

Zα
2 = nivel de confianza = 95% 

p= probabilidad de que ocurra el evento. 

q= 1-p, probabilidad de que no ocurra el evento. 

d= error estimado (al 5%). 

n= tamaño de la muestra. 

Para la estimación del indicador de p, se realizó un muestreo piloto, obtenido un valor de p = 0.23 

(107/454) (Arango, 2009). 

Toma de muestras e identificación de aislados 

Se identificaron a los animales con afecciones oculares sugerentes con QCO dentro de los rebaños a 

través de una exploración clínica y pruebas oftalmológicas, se determinó el grado de lesión. Se 
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recolectaron las muestras por medio de un hisopo estéril realizando un pase de la descamación 

conjuntival sin tocar el borde palpebral, teniendo cuidado de no contaminar la muestra (Akerstedt y 

Hofshagen, 2004). 

Posteriormente el hisopo se colocó en medio de transporte Stuart (MTS, Cat 1058A, Dibico en 

México S.A de C.V) se mantuvo la muestra en refrigeración a 4°C para su conservación y su 

transporte hasta ser procesadas dentro del laboratorio de bacteriología del Centro de Investigación y 

Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la Universidad Autónoma del Estado de México. 

Identificación bacteriológica de aislados Moraxella spp. 

Las muestras se incubaron en placas de agar base sangre contiene el 5% de sangre desfibrinada ovina 

(ABS, BLL, Cat BD211037 Becton, Dickison en México) durante 24 a 48 hrs a 37ºC en condiciones 

aerobios. Para la identificación bacteriológica se realizó las siguientes pruebas bioquímicas 

convencionales, movilidad bacteriana, producción de oxidasa y catalasa, producción de ácido o gas a 

partir de glucosa sacarosa y lactosa (TSI), la fenilalanina (AF, Cat 211785, Bioxon, Becton Dickison 

en México), para formar indol y ácido fenilpirúvico, respectivamente, producción de ureasa (CU, Cat 

BD227210, Difco, Becton Dickison en México), detección de aislamientos fermentadores de lactosa 

y producción de exoenzimas como gelatinasa (AG, Cat BD214340, Difco, Becton Dickison en 

México), desoxirribunucleasas (ADNAse ,Cat BD227210,Bioxon, Becton Dickison en México), 

reducción de nitrato (CN, Cat BD226810,Bioxon, Becton Dickison en México). Además, se evaluó 

la actividad β-hemolítica por la aparición de un halo transparente en el medio de cultivo de agar 

sangre alrededor de las colonias aisladas (Angelos y Ball, 2007; Angelos et al., 2007; Fraser-Gilmour 

1979; Shen et al., 2011). 

Pruebas moleculares de aislados Moraxella spp. 

Extracción de ADN. 

La preparación rápida de ADN se realizó a partir de una colonia en un volumen total de 100 µL de 

agua destilada estéril a 95ºC durante 10 minutos seguido de una etapa de centrifugación a 9279 g 

(Eppendorf Centrifuga 5415D,USA) de la suspensión celular y posteriormente la recolección de la 

extracción del ADN  (Dallenne et al., 2010). Como control negativo se utilizó cepa de Staphylococcus 

aereus ATCC 25923 en el PCR. 
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Primers. 

La identificación genotípica de las especies del género Moraxella se realizó por medio de la 

amplificación de los fragmentos 16S rRNA y la región 3’ rtxA que codifica para la citotóxina A. En 

el Cuadro 4., se muestra la secuencia de los cebadores y el tamaño del amplicón. 

Cuadro 4. Identificación de especies de Moraxella con primers específicos. 

Gen Especie 
Cebadores Secuencia 5’- 3’ 

Tamaño del 

fragmento 
Referencia 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
rt

xA
 

 

M. bovis 

MbxAF 5’ GCA AAA CTG GCA ATG ACG A 3’ 

943 pb 
(Farias et al. 

2015) 
MbxAR 5’ GTG CCA TTG ACC CAA CTA GC 3’ 

M. 

bovoculi 
MbvAF 5’ AAT GCT GGT GCT GGT AAC GA 3’ 

990 pb 
Farías et al. 

(2015) 

M. ovis MovAR 5’ TGG TTG CAG GGT ATT GGA GC 3’ 

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
 1

6
s 

rR
N

A
 

 

M ovis 

Ovi16S1F 5’ GAA CGA TGA GTA TCC AGC TTG CT 3’ 

1849 pb 
Shen et al. 

(2011) 
Ovis1849R 5’ CTC TTT ACT TTG GTT AAT TAT TTT GTT GGA 3’ 

M. 

bovoculi 
Bovo1915R 5’ TGT ATT GGG TAC AAT CAC CAT GG 3’ 1859 pb 

Shen et al. 

(2011) 

 

M. bovis 

Bviv16S1F 5’ GAA CGA TGA CTA TCT AGC TTG CTA GAT ATG 3’ 

1541 pb 
Shen et al. 

(2011) 
Bovi1541R 5’ AGC TAT AGA CCC AAT TTA ACT TAC GCT ACT 3’ 

Identificación genética de aislamientos de Moraxella. 

Gen 16S rRNA. 

Para la amplificación del gen 16s rRNA se realizó un PCR multiplex utilizando un volumen de 

reacción total de 25 µL. Se usó 12.5 µL de Master Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 

Promega), 1 µL de cada cebador (Ovi16S1 F/ Ovis1849 R, Bovo1915 R y Bviv16S1 F/ Bovi1541 R), 

5 µl de la extracción de ADN bacteriano y 3.5 µL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). 

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MultiGeneTM Mini, TC 020-24, Labnet 

International Inc, California, USA) y se usó el siguiente protocolo de temperaturas: una 

desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 40 s a 95ºC, 40 s a 55ºC y 1 

min a 72ºC y finalmente la extensión a 72ºC durante 7 min. La calidad de los productos de PCR se 

determinó en un gel de agarosa al 1.0%, posteriormente se tiño con bromuro de etidio y se visualizó 
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mediante irradiación UV (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel), el 

tamaño de amplicón para Moraxella bovoculi es de 1859 pb, para Moraxella bovis es de 1541 pb y 

para Moraxella ovis es de 1849 pb (Shen et al., 2011). 

Gen rtxA que codifica la citotóxina A (mbxA, mbvA y movA). 

Para la amplificación del gen rtxA se llevó a cabo una mezcla de reacción total de 25 µL por medio 

de un PCR multiplex. Se usó 12.5 µL de Master Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 

1 µL de cada cebador (mbxA F/ mbxA R, mbvA F/ MovA R), 5 µl extracción de ADN y 4.5 µL de agua 

libre de nucleasas (Cat.P1195 Promega). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador 

(MultiGeneTM Mini, TC 020-24, Labnet International Inc, California, USA) y se usó el siguiente 

protocolo de temperaturas; una desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 min seguido de 35 ciclos 

de 95ºC durante 50 s, 65ºC durante 50 s, 72ºC durante 1 min y una extensión final 72°C por 4 min. 

La calidad de los productos de PCR se determinó en un gel de agarosa al 1%, posteriormente se 

realizó una tinción bromuro de estudio y se visualizó mediante irradiación ultravioleta (Mini-Bis 

16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel), el tamaño de amplicón para Moraxella 

bovoculi es de 990 pb, Moraxella bovis es de 943 pb y Moraxella ovis es de 990 pb (Farias et al., 

2015). 

Prueba de sensibilidad antimicrobiana en aislados de Moraxella spp. 

A partir de un aislado puro de la bacteria, se seleccionaron entre 4 o 5 colonias y se transfirieron estas 

a un tubo que contiene 3 a 5 cm3 de Mueller-Hinton (MH, BBL TM, Becton, Dickinson en México), 

se ajustó a una escala de 0.5 Mc Farland lo que equivale a una concentración de 1-2 x 108 UFC/mL. 

Posteriormente se inoculo el aislado en la superficie del agar Mueller-Hinton suplementada al 5% con 

sangre ovina (AMH, BD Bioxon, Becton, Dickinson de México) y se colocaron los unidiscos con una 

concentración conocida de ampicilina (10 µg), carbencilina (100 µg), cefalotina (30 µg), cefotaxima 

(30 µg), ciprofloxacina (5 µg), cloranfenicol (30 µg), nitrofurantoina (300 µg) netilmicina (30 µg), 

gentamicina  (10 µg), amikacina (30 µg), sulfametoxazol/trimetropim (25 µg), norfloxacina (10 µg), 

tetraciclina (30 µg), ácido nalidixico (30 µg), finalmente se incubaron las placas con los unidiscos, a 

una temperatura de 37°C por 24 horas (Bernal y Guzman, 1984).  

Para la interpretación de los resultados del método difusión en disco se determinaron los perfiles 

sensibles (S), intermedio (I) y resistente (R) y estos fueron definidos a partir de los diámetros de los 

halos de inhibición total antimicrobiana, ya que los diámetros tienen una relación inversa con la 
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concentración mínima inhibitoria se aprecia en la Figura 6. Se utilizaron los criterios establecidos y 

estandarizados para patógenos Gram-negativos asociados a la enfermedad respiratoria bovina y en 

bacterias fastidiosas (CLSI; 2012, 2013, 2016), como se visualiza en los Cuadro 5 y 6, puesto que, 

para Moraxella spp., aun no se tiene criterios de estandarización establecida. Y como cepa control se 

utilizó Escherichia coli ATCC 25922 que fue donada por el departamento bacteriología. 

 

Figura 6. Esquema representativo de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro. (A) las flechas señalan las direcciones en las que 

estrió el inóculo y los círculos azules muestran la distribución de los antibióticos. (B) Se muestra el crecimiento bacteriano en una placa 

después de ser incubada 18-24 h señalando el halo de inhibición. Imágenes originales. 

Cuadro 5. Lectura e interpretación de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de inhibición para la 

familia la Enterobacteriaceae. Tomado y modificados (CLSI,2012). 

Antibiótico Abreviación Concentración (µg) Interpretación con respecto 

al diámetro (mm) 

R I S 

Criterios para la Familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli) 

Ampicilina AM 10 µg ≤13 15-16 ≥17 

Carbencilina CB 100 µg ≤19 20-22 ≥23 

Cefalotina CF 30 µg ≤14 

 

15-17 ≥18 

Cefotaxima CXT 30 µg ≤22 

 

23-25 ≥26 

Ciprofloxacina CIP 5 µg ≤15 

 

15-20 ≥21 

Cloranfenicol CL 30 µg ≤12 

 

13-17 ≥18 

Nitrofurantoina NF 300 µg ≤14 

 

15-16 ≥17 

Netilmicina NET 30 µg ≤12 

 

13-14 ≥15 

Gentamicina GE 10 µg ≤12 

 

13-14 ≥15 

Amikacina AK 30 µg ≤14 15-16 ≥17 
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Sulfametoxazol/ 

Trimetropim 

SXT 25 µg ≤10 

 

11-15 ≥16 

Norfloxacina NOR 10 µg ≤12 13-16 ≥17 

Tetraciclina TE 30 µg ≤11 12-14 ≥15 

Ácido Nalidixico NA 30 µg ≤13 14-18 ≥19 

Cuadro 6. Lectura e interpretación de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de 

inhibición para la familia Moraxellaceae. Tomado y modificados (CLSI,2013; CLSI 2016). 

Antibiótico Abreviación Concentración (µg) Interpretación con respecto 

al diámetro (mm) 

R I S 

Criterios para la Familia Moraxellaceae (Moraxella spp). 

Ampicilina AM 10 µg ≤20 21-28 ≥29 

Carbencilina CB 100 µg ≤18 19-23 ≥24 

Cefalotina CF 30 µg ≤14 

 

15-17 ≥18 

Cefotaxima CXT 30 µg ≤14 

 

15-22 ≥24 

Ciprofloxacina CIP 5 µg ≤15 

 

15-20 ≥21 

Cloranfenicol CL 30 µg) ≤12 

 

13-17 ≥18 

Nitrofurantoina NF 300 µg ≤14 

 

15-16 ≥17 

Netilmicina NET 30 µg ≤12 

 

13-14 ≥15 

Gentamicina GE 10 µg ≤12 

 

13-14 ≥15 

Amikacina AK 30 µg ≤14 

 

15-16 ≥17 

Sulfametoxazol/ 

Trimetropim 

SXT 25 µg ≤10 

 

11-15 ≥16 

Norfloxacina NOR 10 µg ≤12 13-16 ≥17 

Tetraciclina TE 30 µg ≤14 15-18 ≥19 

Ácido Nalidixico NA 30 µg ≤22 23-27 ≥28 

 



- 43 - 
 

Genes de Resistencia antimicrobiana.  

La identificación molecular de los genes de resistencia antimicrobiana en Moraxella spp., se llevó a 

cabo mediante la amplificación de diversos genes que confieren resistencia a diversos antibióticos 

como las sulfonamidas sul1/sul2, tetraciclinas teB, quinolonas qnrA/qnrS, cloranfenicol y florfenicol 

floR, betalactámicos BlaTEM, como controles positivos se tomaron aislados de Escherichia coli 

ATCC 25922 y Escherichia coli aislada de campo de agua residuales en rastros donadas del estudio 

(Talavera-González et al., ). Como se observa en el Cuadro 7 se muestran las secuencias y el tamaño 

del amplicón de cada uno de los genes de resistencia. 

Cuadro 7. Secuencia, tamaño de los fragmentos de los genes de resistencia antimicrobiana utilizados en Moraxella 

spp. 

Resistencia Cebadores Secuencia 5´-3´ Tamaño del 

fragmento 

Referencia. 

 

 

Sulfonamidas 

sul1 F 5’ CGG CGT GGG CTA CCT GAA CG 3’ 

433 pb 
Kerrn et al. 

(2002) 
sul1 R 5’ GCC GAT CGC GTG AAG TTC CG 3’ 

sul2 F 5’ GCG CTC AAG GCA GAT GGC ATT 3’ 

293 pb 
Kerrn et al. 

(2002) 
sul2 R 5’ GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT 3’ 

 

Tetraciclinas 

tet B F 5’ TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 3’ 

650 pb 
Martí et al. 

(2006) 
tet B R 5’ GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 3’ 

 

 

Quinolonas 

qnrA F 5’ AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG 3’ 

580 pb 
Cattoir et al. 

(2007) 
qnrA R 5’ TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC 3’ 

qnrB F 5’ GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG 3’ 

264 pb 
Cattoir et al. 

2007) 
qnrB R 5’ TTT GCY GYY CGC CAG TCG AA 3’ 

β-lactámicos MultiTSO-T BlaTEM F 5’ CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATT C 3’ 

800 pb 
Dallenne et al. 

(2010) 
MultiTSO-T BlaTEM R 5’ CGT TCA TCC ATA GTT GCC TGA C 3’ 

Florfenicol/ 

cloranfenicol 

floR F 5’ CTT TGG CTA TAC TGG CGA TG 3’ 

266 pb 
Chiu et al. 

(2006) 
floR R 5’ GAT CAT TAC AAG CGC GAC AG 3’ 

Y=T o C; R=A or G, S=G or C, D=A or G or T, H=A or C or T; M=A o C. 
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Genes de resistencia a las sulfonamidas, sul1 y sul2. 

Se realizó un PCR punto final con una mezcla de reacción total de 25 µL. Se usó 12.5 µL de Master 

Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 µL de cebadores conjunto (sul1R / sul1F y 

sul2R / sul2F), 5 µL de extracción de ADN bacteriano y 5.5 µL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, 

Promega). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MultiGeneTM Mini, TC 020-24, 

Labnet International Inc, California, USA), para la amplificación de los genes sul1 y sul2 (Mini-Bis 

16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel), se usó el siguiente protocolo de 

temperaturas: una desnaturalización inicial a 94°C durante 5 min; seguido de 30 ciclos a 94°C por 15 

s, 69°C por 30s y 72°C por 60 s y una extensión final 72°C por 7 min. La calidad de los productos de 

PCR se determinó en un gel de agarosa al 2% y posteriormente se realizó una tinción con bromuro 

de etidio y se visualizó mediante irradiación UV (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems 

Transluminador), en el cual se observó el tamaño del amplicón para sul1 de 433 pb y para sul2 de 

293 pb (Kernn et al., 2002). 

Genes de resistencia a las quinolonas, qnrA y qnrB. 

Se llevó a cabo la mezcla de reacción total de 25 µL d PCR multiplex. Se usó 12.5 µL de Master Mix 

(Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 µL de cebadores conjunto (qnrA F/ qnrA R, qnrB 

F/ qnrB R), 5 µL de extracción de ADN bacteriano y 3.5 µL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, 

Promega). La amplificación se llevó a cabo de la siguiente manera: una desnaturalización inicial a 

95ºC durante 10 minutos; por 35 ciclos de 95°C durante 60s, alineación de 54°C durante 60s y 

extensión de 72°C durante 1 min; y una etapa de extensión final a 72ºC durante 10 minutos El 

producto de PCR fue separado en un gel de agarosa al 2%, posteriormente se realizó una tinción con 

bromuro de etidio y se visualizó mediante irradiación ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging 

Systems Transluminador) el tamaño del producto de PCR fue de 580 pb para el gen qnrA y de 264 

pb para el gen qnrB (Cattoir et al., 2007). 

Genes de resistencia a los betalactámicos, BlaTEM. 

Se llevó a cabo la mezcla de reacción total de 25 µL del PCR punto final. Se usó 12.5 µL Master Mix 

(Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 µL de cebadores conjunto (BlaTEM F/ BlaTEM R) 

5 µL extracción de ADN y 5.5 µL agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). La amplificación 

se llevó a cabo de la siguiente manera: desnaturalización inicial a 94ºC durante 10 minutos; 30 ciclos 

de 94°C durante 40 s, 60°C durante 40 s y 72°C durante 1 min; y una etapa de elongación final a 72ºC 
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durante 7 minutos El producto de PCR fue separado en un gel de agarosa al 2%,  posteriormente se 

realizó una tinción con bromuro de etidio y se visualizó mediante irradiación ultravioleta (Mini-Bis 

16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador) el tamaño del producto de PCR fue 800 pb para 

BlaTEM (Dallene et al., 2010). 

Genes de resistencia a las tetraciclinas, tetB. 

Se llevó un PCR punto final con una mezcla de reacción total de 25 µL. Se usó 12.5 µL de Master 

Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 µL de cebadores conjunto (tetB F/tetB R), 5 

µL de extracción de ADN bacteriano y 5.5 µL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). Para 

la amplificación del gen tetB se usó el siguiente protocolo de temperaturas; una desnaturalización 

inicial a 94° C durante 5 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min y 72 

°C durante 1 min, con una extensión final de 72 °C durante 5 min. El producto de PCR fue separado 

en un gel de agarosa al 1,5% y posteriormente se realizó una tinción con bromuro de etidio y se 

visualizó mediante irradiación ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems 

Transluminador, Israel) el tamaño de los productos de PCR fue de 650 pb para tetB (Martí et al., 

2006) 

Genes de resistencia a los cloranfenicoles, floR. 

Se llevó a cabo la mezcla de reacción total de 25 µL del PCR punto final. Se usó 12.5 µL de Master 

Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 µL de cebadores conjunto (floR F/ floR), 5 

µL de extracción de ADN bacteriano y 5.5 µL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). La 

amplificación se llevó a cabo de la siguiente manera: una desnaturalización inicial a 95ºC durante 5 

minutos; seguido de 35 ciclos a 95°C durante 45 s, 56°C durante 45 s y 72°C durante 1 min; y una 

etapa de elongación final a 72ºC durante 5 minutos. El producto de PCR fue separado en un gel de 

agarosa al 2% y posteriormente se realizó una tinción con bromuro de etidio y se visualizó mediante 

irradiación ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel) el 

tamaño del producto de PCR fue 266 pb para FloR (Chiu et al., 2006). 
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Determinación de conteo unidades formadoras de colonias Moraxella spp. 

El conteo de las UFC de la placa se realizó después del crecimiento bacteriano a las 24 h de incubación 

a 37 °C y se aplicó la siguiente ecuación para determinar las UFC/mL. 

𝑈𝐹𝐶

𝑚𝐿
=

𝑁𝑜. 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 ∗ 1000 µ𝐿

10 µ𝐿
 

Dónde: No. de colonias corresponde al número de UFC contadas después de la incubación,  

1000 µL es el volumen final  

10 µL es la cantidad inoculada en la superficie de la placa de conteo. 

Actividad antimicrobiana de las nanopartículas de plata. 

Se evaluó mediante tres métodos la actividad antimicrobiana de las nanopartículas de plata 

comerciales (AgNPs-C) ≤ 100 nm estabilizadas polivinilpirrolidona (PVP) (Cat. 576832-5G, Sigma 

Aldrich) en cepas de Moraxella spp. con diversos perfiles de sensibilidad antimicrobiana y se 

compararon contra bacterias controles, Escherichia coli ATCC 25922 como representantes de grupo 

Gram negativas y Staphylococcus aureus ATCC 25923 para las Gram positivas. Las concentraciones 

de las AgNPs-C utilizadas fueron 2.69 a 21.57 µg/L (25 a 200 mM) y se utilizó gentamicina (10 µg) 

como control positivo y agua destilada estéril como control negativo en cada método. 

Método 1. Evaluación de las AgNPs-C utilizando el método estándar de difusión en disco. Se 

usó un cultivo puro de 24 h de cada bacteria. Para la preparación de la suspensión bacteriana, se ajustó 

a una concentración de 108 UFC/mL para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli 

ATCC 25922 y a una concentración de 106 UFC/mL para Moraxella spp. a través de 

espectrofotometría (Espectrofotómetro VIS, Milton Roy,Spectronic 21 D, USA) a una absorbancia 

de 0.08 a 0.13 a una longitud de onda de 625 nm. Se utilizó unidiscos de papel de filtro Whatman 

(N.° 1) de 5 mm de diámetro estériles y se impregnaron por separado con 20 µL de una solución de 

las AgNPs-C con las concentraciones mencionadas anteriormente. Los discos se evaporaron a 37°C 

hasta secar y luego se impregnaron en agar Mueller-Hinton (AMH, BD Bioxon, Becton, Dickinson 

de México). Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h y los ensayos se realizaron por triplicado 

Figura 7. Los diámetros de las zonas de inhibición se midieron y el valor medio para cada organismo 

se registró y expresó en milímetro (Bernal y Guzmán, 1984; Geethalakshmi y Sarada, 2012).  
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Figura 7. Método de difusión en disco con las AgNPs. Imagen Original 

Método 2. Conteo de UFC/mL suplementando las AgNPs-C en el agar. Se emplearon placas de 

agar Mc Conkey (MC, BD212123, Difco, Bioxon Dickson de México), agar Sal y Manitol (SyM, 

BD214600, Difco, Bioxon Dickson de México) y agar Tripticasa Soya (TSA, Cat. BD2100800, 

Bioxon Dickson de México) suplementadas con AgNPs-C en concentraciones de 25 hasta 200 

mM/mL por cm3 para Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 

Moraxella spp. y se usaron placas libres de AgNPs-C como controles negativos Figura 8. Se 

agregaron a cada placa 1000 µL de la suspensión bacteriana de cada bacteria ajustada por 

espectrofotometría antes mencionada. Las placas se incubaron durante 24 h a 37°C y los ensayos se 

realizaron por triplicado, posteriormente se realizó el conteo de colonias de las placas 

correspondientes de cada muestras en particular (Sondi y Salopek-Sondi, 2004). 

   

Figura 8. Método de suplementación de las AgNPs en agar. (A) Agar Mac Conkey, (B) Agar Sal y Manitol, (C) Agar 

Tripticasa de Soya suplementadas con AgNPs. Imágenes Originales. 

Método 3. Conteo de UFC/mL utilizando las AgNPs-C en la superficie del agar.  La actividad 

antibacteriana de AgNPs-C se monitorizó mediante un ensayo de inhibición del crecimiento líquido 

realizado en placas descrito por (Bulet et al. 1993). Se agregaron 10 μL de AgNP-C a diferentes 

concentraciones 2.69 a 21.57 µg/L (25 a 200 mM) a 90 μL de suspensión de los cultivos bacterianos 

ajustada por espectrometría mencionada anteriormente en caldo Mueller-Hinton (MH, BBL TM, 



- 48 - 
 

Becton, Dickinson en México) como se observa en la Figura 9. Los ensayos se llevaron a cabo por 

triplicado y el crecimiento microbiano se evaluó después de la incubación 24 h a 37°C. 

 

Figura 9. Método de conteo de colonia en placa utilizando las AgNPs en superficie del agar. Imagen original 

Análisis Estadístico. 

Para el análisis de los resultados se utilizó un Análisis de Varianza Paramétrico (ANOVA), Prueba 

de Tukey y T student con un nivel de significancia de ≤ 0.05 utilizando el paquete estadístico SPSS 

Statistics Standard Versión 20. @Copyright IBM Corporation and its licensor 1989.2011, IBM, IBM 

logo (IBM, Armonk, NY, USA). 
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VII. RESULTADOS. 

Envió del articulo científico a revista indexada. 
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Se recolectó un total de 209 muestras de hisopados del saco conjuntival en ovinos sugerentes a casos 

clínicos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina obtenidos de 11 localidades en 6 municipios en el 

Estado de México Figura 10, de un total de 861 animales. Se obtuvo una prevalencia del 24.27% 

(209/861) de la enfermedad de QCO en el Estado de México (Anexo 1). 

 

Figura 10. Municipios del Estado de México muestreados en busca de casos de clínicos de queratoconjuntivitis ovina.  

Las lesiones que se observan con mayor frecuencia en los casos de QCO son: conjuntivitis con un 

78.94% (165/209), seguido de queratoconjuntivitis con un 18.66% (39/209), de queratitis con un 

1.91% (4/209) y de una ulcera corneal 0.47% (1/209), la forma de presentación son de forma 

unilateral el 18.66% (39/209) y bilateral 81.33% (170/209) en los animales afectados Cuadro 8. 

 

Cuadro 8. Presentación de lesiones de queratoconjuntivitis contagiosa ovina. 

Presentación Unilateral Izquierdo. Bilateral. Unilateral derecho. Total. 

Conjuntivitis 23 126 16 165 

Queratoconjuntivitis - 39 - 39 

Queratitis - 4 - 4 

Ulcera Corneal - 1 - 1 

Total 23 170 16 209 
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De las 209 muestras recolectadas, se identificaron 60 aislados de Moraxella spp. mediante pruebas 

bacteriológicas los cuales mostraron crecimiento de colonias pequeñas grisáceas con presencia de un 

halo β-hemólisis alrededor de las colonias, con morfología de cocos Gram negativos Figura 11. 

 

Figura 11. Aspecto de colonias de Moraxella spp. Crecimiento de M. ovis en placa agar sangre (5% sangre desfibrilada 

ovina) Imagen original. 

Posteriormente se realizaron las pruebas complementarias para la identificación de especies de los 60 

aislados. Se identificó el 3.3% (2/60) de los aislados con reacción positiva a fenilalaninadesaminasa 

Figura 12, el 21.66% (13/60) con reacción positiva a reducción de nitratos y el 100 % (60/60) con 

reacción negativa de gelatinasa y actividad DNAsa, se identificó por técnicas bacteriológicas el 96.6% 

(58/60) de aislados de Moraxella ovis y 3.3% (2/60) de Moraxella bovoculi con como se muestra en 

el Cuadro 9. 

Cuadro 9. Resultados de pruebas bacteriológicas de los aislados de Moraxella spp. 
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Figura 12. Prueba de Fenilalanimadesaminasa en aislados de Moraxella spp. Reacción positiva a dos aislados de Moraxella 

spp. y controles negativos. Imágenes originales. 

Genes de identificación de especies de Moraxella.  

Se llevó acabo la amplificación de los genes 16S rRNA y rtxA que son específicas para la 

diferenciación de las tres especies de Moraxella bovis, Moraxella bovoculi y Moraxella ovis 

involucradas en la QCO y QIB. 

Del total de los 60 aislamientos de Moraxella spp. obtenidos por pruebas bacteriológicas, solo el 90% 

(54/60) de los aislados amplificó el gen 16S rRNA mediante PCR. De los 58 aislados presuntivos a 

M. ovis solo el 89.65% (52/58) amplificó una banda de 1849 pb que corresponde a Moraxella ovis y 

de los dos aislados presuntivos de M. bovoculi el 100% (2/2) amplificó una banda 1859 pb que 

corresponde a Moraxella bovoculi y ninguna aislado amplificó una banda de1541 pb pertenece a M. 

bovis como se observa en la Figura 13. 
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Figura 13. Amplificación del gen 16S rRNA, identificación molecular de Moraxella ovis y Moraxella bovoculi. PCR 

Multiplex. Gel agarosa 1.0% (MV) Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Cat.G5711 Promega). Carril (2) Muestra 

blanco H20. Carril (3-11 y 14) Aislados de Moraxella ovis. Carril (12) Aislado de Moraxella bovoculi. Carril (13) Control 

negativo Staphylococcus aureus ATCC 25923. 

Para la amplificación del gen rtxA solo el 95% (57/60) de los aislamientos amplificó una banda 990 

pb. Se identificó solo el 94.82% (55/58) como M ovis y el 100% (2/2) como M. bovoculi y ningún 

aislado amplificó una banda de 943 pb corresponde M. bovis como se observa en la Figura 14. 

 

Figura 14. Amplificación del gen rtxA para la identificación molecular de Moraxella ovis y Moraxella bovoculi. PCR 

Multiplex. Gel agarosa 1.0% (MV) Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Cat.G5711 Promega). Carril (2, 4, 5 y 

8) Aislados de Moraxella ovis. Carril (3) Control negativo Staphylococcus aureus ATCC 25923 Carril (6 y 7) Aislado de 

Moraxella bovoculi. Carril (9) Muestra blanco H20. 
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Pruebas de sensibilidad antimicrobiana. 

Las bacterias empleadas se identificaron fenotípicamente como Moraxella ovis y Moraxella bovoculi, 

con base a las características microbiológicas y moleculares, después de la identificación de los 60 

aislados, se realizó la prueba sensibilidad antimicrobiana Figura 15.  

 

Figura 15. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana de Moraxellla spp. Imagen Original 

Los 58 aislados de Moraxella ovis resultaron sensibles a gentamicina y norfloxacina 100% (58/58), 

se observó una resistencia antimicrobiana; del 15.51% (9/58) al ácido nalidixico, 12.06% (7/58) a 

nitrofurantoina, 10.34% (6/58) a ampicilina, 6.89% (4/58) a cloranfenicol, 3.44% (2/58) a cefalotina, 

3.44% (2/58) a tetraciclina, 1.72% (1/58) cefotaxima, 1.6% (1/60) netilmicina, 1.72% (1/58) a 

amikacina y 1.72% (1/58) sulfametoxazol/trimetropim. Para los dos aislados de Moraxella bovoculi 

se mostró resistencia antimicrobiana del 100% (2/2) al ácido nalidixico, el 50% (1/2) mostró 

resistencia intermedia a ciprofloxacino y cefotaxima y el resto de los antibióticos fueron sensibles 

Cuadro 10. 
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Cuadro 10. Sensibilidad antimicrobiana de los aislados de Moraxella spp. por compuesto antimicrobiano. 

Antibióticos Moraxella ovis (n= 58) (P) Moraxella bovoculi (n= 2) 

R I S R I S 

AM 

CB 

CF 

CFX 

CP 

CL 

NF 

NET 

GE 

AK 

SXT 

NOF 

TE 

NA 

6(10.34) 

0(0) 

2(3.44) 

1(1.72) 

0(0) 

4(6.89) 

7(12.06) 

1(1.72) 

0(0) 

1(1.72) 

1(1.72) 

0(0) 

2(3.44) 

9(15.51) 

7(12.06) 

1(1.72) 

3(5.17) 

5(8.62) 

2(3.44) 

2(3.44) 

1(1.72) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

1(1.72) 

0(0) 

1(1.72) 

8(13.79) 

45(77.58) 

57(98.27) 

53(91.37) 

52(89.66) 

56(96.55) 

52(89.55) 

50(86.20) 

57(98.27) 

60(100) 

57(98.27) 

56(96.55) 

60(100) 

55(94.82) 

41(70.68) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

2(100) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

1(50) 

1(50) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

0(0) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

1(50) 

1(50) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

2(100) 

0(0) 

P Porcentaje; AM ampicilina; CB carbencilina; CF cefalotina; CFX cefotaxima; CP ciprofloxacino; CL cloranfenicol; 

NF nitrofurantoina; NET netilmicina; GE gentamicina; AK amikacina; STX sulfametoxazol/trimetropim; NOF 

norfloxacina; TE tetraciclina; NA ácido nalidixico. 

En este estudio se demostró que 68.33% (41/60) de los aislados resultaron sensibles a todos los 

antibióticos utilizados y 31.66% (19/60) resultaron resistentes a uno o más antibióticos. En la Figura 

16 se observa que 23.33% (14/60) de los aislados fueron resistentes y 8.33% (5/60) aislados 

multirresistentes. 
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 AM ampicilina; NF nitrofurantoina; CL cloranfenicol; CF cefalotina; STX sulfametoxazol/trimetropim; AK amikacina; 

NET netilmicina; TE tetraciclina; NA ácido nalidixico. 

Figura 16. Perfil de resistencia antimicrobiana por aislamiento de Moraxella spp. 

Genes de resistencia antimicrobiana. 

Se llevó la amplificación de diversos genes que confieren resistencia antimicrobiana en los 60 aislados 

de Moraxella y como controles positivos se tomó aislados Escherichia coli ATCC 25922 y 

Escherichia coli aislados de campo de agua residuales en rastros y de superficie de alcantarilla. De 

los cuales fueron se obtuvieron los siguientes resultados. 

Los genes que confieren resistencia a las sulfonamidas (sul1 y sul2). Se amplificó en 36.66% (22/60) 

de los aislados una banda de 293 pb que corresponde a sul1 y el 33.33% (20/60) de los aislados una 

banda de 433 pb que corresponde a sul2 como se observa en la Figura 17. Los aislados de Moraxella 

ovis, el 36.20% (21/58) amplificó el gen sul1 y 34.48% (20/58) para sul2, mientras que, solo uno de 

los dos aislados M. bovoculi amplificó el gen sul1. 
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Figura 17. Amplificación de los genes sul1 y sul2 en aislados de Moraxella. Imagen Original. PCR Punto final. Gel agarosa 

2.0%. (MV) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat.D001 GOLDBIO´COM). Carril (3) Escherichia coli 

ATCC 25922 sul1 Carril (4) Escherichia coli ATCC 25922 Sul2. (Carril 2 y 5-9) Aislado de Moraxella ovis. Carril (10) 

Control positivo Escherichia coli I-I sul2. Carril (11) Muestra blanco H20. Carril (12) Control positivo Escherichia coli I-I 

sul1. 

Los genes que confieren resistencia a las tetraciclinas (tetB). En el 8.33% (5/60) de los aislados se 

amplificó una banda 650 pb que corresponde a tetB. Para M. ovis solo el 8.62% (5/58) amplificó el 

gen y en los dos aislamientos de M bovoculi no se amplificó el gen tetB como se visualiza en la Figura 

18. 

 

Figura 18. Amplificación de los genes tetB en aislados de Moraxella. Imagen Original. PCR Punto Final. Gel agarosa 1.5% 

(MV) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat.D001 GOLDBIO´COM). Carril (2) Control Positivo 

Escherichia coli 0-5 tetB. Carril (3) Muestra blanco H20. Carril (4) Escherichia coli ATCC 25922 tetB. Carril (5,6 y 7) 

Aislado de Moraxella ovis tetB. 
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Los genes que confieren resistencia contra quinolonas (qnrA y qnrB). El 38.33% (23/60) de los 

aislados amplificaron una banda de 580 pb que corresponde a qnrA y 36.66% (22/60) de los aislados 

una banda de 264 pb que corresponde a qnrB Figura 19. Los aislados de Moraxella ovis, el 37.93% 

(22/58) amplificó el gen qnrA y el 34.48% (20/58) para qnrB mientras solo uno de los dos aislados 

M. bovoculi amplificó el gen qnrA y los dos aislados amplificaron el gen qnrB. 

 

Figura 19. Amplificación de los genes qnrA y qnrB en aislados de Moraxella. Imagen Original. PCR Multiplex. Gel agarosa 

2.0% (MV) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat.D001 GOLDBIO´COM). Carril 5) Muestra blanco H20. 

Carril (2-3) Control positivo Escherichia coli I-I qnrA y qnrB. Carril (4) Escherichia coli ATCC 25922. (Carril 6) Aislado 

de Moraxella ovis qnrA (Carril 7) Aislado de Moraxella ovis qnrB. (Carril 8) Aislado de Moraxella ovis qnrA y qnrB. 

Para el gen que confieren resistencia contra betalactámicos (BlaTEM), se amplificó en el 46.66% 

(26/60) de los aislados una banda de 800 pb que corresponde a BlaTEM Figura 20. Los aislados de M. 

ovis el 46.56% (27/58) amplificó el gen BlaTEM y solo uno de los dos aislados M. bovoculi amplificó 

el gen BlaTEM.  
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Figura 20. Amplificación de los genes BlaTEM en aislados de Moraxella. Imagen Original PCR Punto final. Gel agarosa 2.0% 

(MV) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat.D001 GOLDBIO´COM). Carril (2) Control positivo Escherichia coli I-I 

BlaTEM. Carril (3) Escherichia coli ATCC 25922. (Carril 4) Muestra blanco H20 Carril (5-8) Aislado de Moraxella ovis. BlaTEM. Carril (9 

y 10) Aislado de Moraxella ovis. sin amplificación BlaTEM. 

Para el gen que confiere resistencia contra cloranfenicol y florfenicol (floR), no se logró amplificar 

ninguna banda de 266 pb que corresponde al gen floR en los aislados de M ovis y M bovoculi Figura 

21.   

 

Figura 21. Amplificación de los genes floR en muestras controles. Imagen Original. PCR Punto Final. Gel agarosa 2.0% 

(MV) Marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Cat.D001 GOLDBIO´COM). Carril (2) Control positivo 

Escherichia coli ATCC 25922 floR. Carril (3) Escherichia coli A-7. Carril (4) Muestra blanco H20.Carril (6) Control positivo 

Escherichia coli I-I floR. Carril (7-10 y 5) Aislado de Moraxella ovis. Sin amplificación del gen floR 
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Se observa en Cuadro 11, el perfil fenotípico y genotípico de resistencia antimicrobiana en aislados 

de Moraxella spp. obtenidos de casos de QCO en el Estado de México. 

 

Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp. 

A través del método de difusión en disco se observó que a partir de la concentración de 10.78 µg/L 

(100mM) de las AgNPs-C se demostraron diferencias estadísticamente significativas en la actividad 

antimicrobiana en los aislamientos de Moraxella ovis y M bovoculi, expreso el mayor diámetro de 

halos de inhibición de M. ovis (MDR y R) de 9.67 mm ± 0.83, M. ovis (S) de 8.67 mm ± 0.24 y M. 

bovoculi (R) de 9.33 mm ±0.0 (Anexo 2, Figura 22), con respecto a la inhibición de las cepas 

controles, las concentraciones de las AgNPs-C fueron menores de 5.39 µg/L (50mM) y 8.09 µg/L 

(75mM) para E. Coli y S. aureus respectivamente. 

Cuadro 11. Perfil fenotípico y genotípico de resistencia antimicrobiana en cepas de Moraxella 

Resistencia Genes de resistencia Moraxella ovis (n= 58) Moraxella bovoculi (n= 2) Prevalencia 

R I S R I S 

AM 

TE 

CL 

 

STX 

 

NA 

BlaTEM 

tetB 

floR 

Sul1 

Sul2 

qnrA 

qnrB 

5(6) 

1(2) 

0(4) 

1(1) 

1(1) 

7(9) 

6(9) 

6(7) 

0(1) 

0(2) 

1(1) 

1(1) 

1(8) 

2(8) 

16(45) 

4(55) 

0(52) 

19(56) 

18(56) 

14(41) 

12(41) 

0 

0 

0 

0 

0 

1(2) 

2(2) 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1(2) 

0(2) 

0(2) 

1(2) 

0(2) 

0 

0 

28(46.66%) 

5(8.33%) 

0(0.00%) 

22(36.66%) 

20(33.33%) 

23(38.33%) 

22(36.66%) 

AM ampicilina; CL cloranfenicol; TE tetraciclina; STX sulfametoxazol/trimetropim; NA ácido nalidixico. 
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Figura 22. Actividad antimicrobiana de las AgNPs en Moraxella spp., por el método de difusión en disco. 

Cuando se emplean las AgNPs-C en la superficie del agar, se observa una actividad en el efecto 

bactericida a partir de la concentración 8.09 µg/L (75 mM) mostrando diferencias estadísticamente 

en la disminución de UFC/mL en placa de Moraxella spp. Se visualizó una disminución en UFC/mL 

en M. ovis (MDR y R) de 1.33±1.16 UFC/mL, en M. ovis (S) el 1.82±0.94 UFC/mL y para M bovoculi 

(R) hasta el 1.00±0.47 UFC/mL con respecto a la muestra control Anexo 3, Figura 23. Para las cepas 

controles de E coli y S. Aureus se determinó que a partir de las concentraciones 5.39 µg/L (50 mM) 

y 8.09 µg/L (75 mM) se visualizó una disminución de UFC/mL en placa respectivamente de cada 

aislamiento. 
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Figura 23. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de conteo de colonias en 

superficie del agar. 

Por el método de suplementación de las AgNPs-C en el agar, se determinó que a partir de la 

concentración de 10.78 µg/L (100 mM) mostró diferencias estadísticamente significativas en el efecto 

microbicida disminuyendo las UFC/mL en placa de Moraxella spp. Se visualizó para las cepas de M. 

ovis (MDR, R y S) y para M bovoculi (R) una disminución hasta cero UFC/mL del conteo en placa 

con respecto a la muestra control Anexo 4 Figura 24, de la misma forma se observó una disminución 

total de UFC/mL en placa para las cepas controles de E coli y S. Aureus partir de las concentraciones 

5.39 µg/L (50 mM) y 8.09 µg/L (75 mM) respectivamente de cada cepa. 

 

Figura 24. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de conteo de colonias en 

suplementación de las AgNPs en el agar. 
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VIII. DISCUSIÓN. 

En este estudio se obtuvo una prevalencia de 24.27% (209/861) de animales con lesiones de QCO en 

los municipios estudiados (Lerma, Xonacatlán, Capulhuac, Toluca, Calimaya y Tenango) del Estado 

de México, estos resultados son inferiores a lo reportado por (Dagnall, 1994a) en el Reino Unido 

donde observó una prevalencia de 72% (97/134) de animales con lesiones de ojos, la diferencia de 

los resultados puede deberse a diversos factores como; al periodo de la toma de las muestras, al tipo 

de sistema de crianza de ovejas en los diferentes países así como de factores medioambientales. En 

países como Noruega se ha observado un incremento de casos de casos de QCO en periodos de otoño 

e invierno esto debido al sistema de crianza de ovejas en este país, donde en verano los animales son 

llevados al pastoreó y en invierno son estabulados (Akerstedt y Hofshagen, 2004), al contrario de lo 

que ocurre en México donde los sistemas de crianza de ovejas son de forma intensiva, semi intensiva 

extensiva, mixta y pastoreo (Díaz, 1999), en este estudio se realizó la recolección de muestras en el 

periodo de primavera verano y recolectadas en diferentes sistemas de crianza de ovejas este país, son 

factores intervienen en los resultados obtenidos en este estudio sobre la enfermedad. Se ha reportado 

que la presencia de moscas, polvo, la luz solar y la presencia de otros microorganismos implicados 

son considerados factores de riesgo en la enfermedad (Egwu et al., 1989). 

Dagnall (1994a) reportó una prevalencia de 28.57% (28/97) de aislamientos de Moraxella ovis y 

(Akerstedt y Hofshagen, 2004), 28% (24/85) en rebaños con la enfermedad, datos similares se obtuvo 

en este trabajo reportando el 27.7% (58/209) de aislamientos de M. ovis de ovinos con QCO.   

El primer aislamiento de Moraxella bovoculi fue reportado en los Estados Unidos (Angelos et al., 

2007), posteriormente en diversos estados de la Unión Americana (Gould et al., 2013; Loy y 

Brodersen, 2014), también se ha reportado en Uruguay (Sosa y Zunino, 2013), Argentina, Noruega y 

Brasil (Farias et al., 2015; Libardoni et al., 2012) todos en casos de QIB en bovinos, en estudios 

recientemente se ha reportado el aislamiento de M. bovoculi de renos semidomesticados en Suecia 

(Sanchez Romano et al., 2019). En el caso de ovinos el primer reporte de Moraxella bovoculi lo 

realizaron Farias et al. (2015) en Brasil, sin embargo, este es el segundo estudio donde se reporta el 

aislamiento de dos cepas M. bovoculi en ovinos en Latinoamérica. Pero es el primer reporte de 

aislamientos de M. bovoculi obtenidos en casos clínicos de QCO en México.  

En el caso de Moraxella bovis solo se ha aislado en casos de QIB en bovinos (O’Connor et al., 2012) 

y solo hay un reporte en el 2017 en la India de ovinos (Karthik et al., 2017) en nuestro estudio no fue 

posible aislarlo de muestras ovinas. 
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Estudios realizados por Shen et al. (2011), donde amplificaron mediante PCR multiplex el gen 16S 

rRNA se obtuvo que el 89.5% (51/57) fue identificado correctamente como M. bovoculi (44/51) y M. 

bovis (7/51), en este estudio se amplificó el 90.0% (54/60) de los aislados identificando correctamente 

como M. ovis (52/58) y M. bovoculi (2/2). Para los aislados que no amplificaron el gen 16S rRNA 

puede deberse al diseño de cebadores que conduce a resultados diferentes, debido a la afinidad de 

unión en las regiones conservadas, en la resolución de cada región variable en el microorganismo 

(Soergel et al., 2012). 

Farias et al. (2015) amplificaron el gen rtxA en el 100% (33/33) de los aislados, provenientes de 

bovinos y ovinos con queratoconjuntivitis, identificando correctamente como Moraxella bovis 

(15/33), Moraxella bovoculi (11/33) y Moraxella ovis (7/33), en este estudio se amplificó el gen rtxA 

en 95% (57/60) de los aislados identificando como Moraxella ovis (55/58) y Moraxella bovoculi 

(2/2). Los aislamientos de M. ovis que no amplificaron el gen rtxA, puede deberse a posibles 

variaciones en el marco de lectura en la secuencias por deleciones o ausencia de regiones de 

secuencias repetidas que rodean al operón RXT, la cual se ha reportado en cepas de M. bovis no 

hemolíticas (Angelos et al., 2003), en estudios recientes, realizado por (Dickey et al., 2018) ellos 

detectaron una recombinación en las secuencias de nucleótidos dentro de las regiones no codificantes 

en los genes rRNA y RTX en cepas de M. bovoculi. 

Según la Organización Mundial de la Salud, existen dos métodos de supervisión de la resistencia 

antimicrobiana: in vivo (fracasos terapéuticos) o in vitro (pruebas de laboratorio). Dentro de los 

métodos in vitro, están los fenotípicos (Kirby-Bauer o concentración mínima inhibitoria) y los 

moleculares cuando se hacen pruebas genéticas (OMS, 2001). 

Son escasos los datos disponibles en la literatura sobre caracterización fenotípica y genotípica de 

sensibilidad antimicrobiana de M. ovis y M. bovoculi. El primer estudio de sensibilidad 

antimicrobiana in vitro de Moraxella bovoculi lo realizaron Angelos et al. (2011) y reportaron 

resistencia a la penicilina (12.3%), el segundo estudio lo realizaron Maboni et al. (2015) donde 

determinaron 9% (1/11) de las cepas de M. bovoculi resistentes a la penicilina, en ambos trabajos los 

aislamientos de M. bovoculi resultaron sensibles a la ampicilina, oxitetraciclina, gentamicina, 

florfenicol y sulfametoxazol/trimetropim. Este estudio es el tercer trabajo realizado, donde se reportan 

cepas de M. bovoculi resistentes al ácido nalidixico 100% (2/2), y resistencia intermedia a 

ciprofloxacino y cefotaxima 50% (1/2) y se reporta de forma similar sensibilidad a los antibióticos 

mencionados. 
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Elad et al. (1988) reportaron cepas de M. ovis resistentes a la penicilina, ampicilina, estreptomicina y 

neomicina, en otro estudio realizado por Catry et al. (2007) encontraron cepas de M. ovis resistentes 

a la eritromicina, el trabajo más reciente realizado por Maboni et al. (2015), demostraron aislado de 

M. ovis resistentes a la oxitetraciclina 9% (1/11) y a penicilina 18% (2/11), todos los autores describen 

cepas de M. ovis sensibles a la gentamicina, cloranfenicol, florfenicol y sulfonamidas en este estudio 

se reporta de forma similar que todos los aislados M. ovis fueron sensibles a la gentamicina 100% 

(58/58), pero se encontró el 10.34% (6/58) de cepas resistentes a la ampicilina, 6.89% (4/58) al 

cloranfenicol, 3.44% (2/58) a la tetraciclina, y el 1.72% (1/58) al sulfametaxasol/trimetropim. 

La oxitetraciclina suele ser la primera opción para el tratamiento de la queratoconjuntivitis 

(Alexander, 2010), sin embargo el uso indiscriminado de oxitetraciclina a lo largo de los años puede 

estar relacionado con la selección de Moraxella spp. resistentes a este fármaco (Maboni et al., 2015). 

Al igual que la oxitetraciclina, se ha informado que el florfenicol es una opción terapéutica eficaz 

para combatir la queratoconjuntivitis (Gokce et al., 2002; Angelos et al.,2011). Es importante señalar 

que el control de M. ovis en la QCO, es por medio del uso de antibióticos, con el fin de evitar la 

exacerbación de lesiones causadas principalmente por otros agentes bacterianos tales como M. 

conjunctivae y C. psittaci (Dagnall, 1994a). 

Este el primer estudio que se amplifican los genes sul1, sul2, tetB, qnrA qnrB y BlaTEM   en cepas de 

Moraxella ovis tanto resistentes como sensibles y los genes sul1, qnrA, qnrB y BlaTEM en Moraxella 

bovoculi resistentes obtenidos de casos clínicos de QCO. El único estudio asociado a determinantes 

de resistencia antimicrobiana (AMR) en Moraxella bovoculi lo realizaron Dickey et al. (2016) y 

describieron diez determinantes de AMR que fueron ubicados en una isla genómica mayor de 27 kb 

en las secuencias de los aislados de M. bovoculi y Mb58069 que era resistente al florfenicol, 

oxitetraciclina, sulfonamidas y mostró resistencia intermedia a los macrólidos.  

En un estudio similar realizado por Roberts (1991) se describieron cepas de Moraxella catarrhalis 

resistentes a la tetraciclina que portan el gen tetB en su cromosoma. El gen tetB tiene el rango más 

amplio de hospedadores entre las especies Gram negativas como E.coli (Medina et al., 2011; 

Mirzaagha et al., 2011), Acinetobacter baumannii (Martí et al., 2006), Actinobacillus 

actinomycetemcomitans (Roe et al., 1995), Haemophilus influenzae (Robert, 1980) y Treponema 

denticola (Roberts, 1996). 

Además, se han reportado otros géneros bacterianos portadores de los genes de resistencia sul1, sul2 

y BlaTEM  como es el caso en cepas de E. coli  (Kerrn et al., 2002; Grape et al., 2003; Infante et al., 
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2005; Ho et al., 2009; Medina et al., 2011; Gnida et al., 2014; Memariani et al., 2015), Klebsiella 

pneumoniae, Pseudomona aeruginosa (Peymani et al., 2017),  Proteus mirabilis (Feizabadi et al., 

2010; Gong et al., 2018), Salmonella spp. (Maka et al., 2015), Stenotrophomonas maltophilia (Hu et 

al., 2011), así mismo bacterias portadores de los genes qnrA y qnrB como Klebsiella pneumoniae 

(Rodríguez-Martínez et al., 2003), E. coli (Wang et al., 2003; Jiang et al., 2008; Aguilar-Montes de 

Oca et al., 2015), P. aeruginosa, Enterobacter cloacae (Wu et al., 2007), Actinobacter baumanii 

(Touati et al., 2008), Salmonella enterica (Murray et al., 2008), Enterobacter aerogenes, Citrobacter 

freundii (Park et al., 2007), Kluyvera (Kraychete et al., 2016), entre otros.  

De manera general existe una amplia gama de reportes que muestran el efecto bactericida de las 

AgNPs con diferentes métodos de evaluación como difusión en disco, microdilución en placa o en 

agar, placas de agar suplementadas y evaluación en superficie (Abbaszadegan et al 2014; Bondarenlo 

et al 2013; Inbaneson et al 2011; Morones et al 2005 y Salopek-Sondi 2004). La diferencia entre los 

métodos de evaluación genera resultados diferentes.  

Cuando las AgNPs-C ≤ 100 nm estabilizadas con PVP se emplean por el método difusión en disco 

muestran una actividad bactericida en los aislamientos de Moraxella ovis (MDR, R y S) y M bovoculi 

(R) a una concentración de 10.78 µg/L (100mM), mientras que en E. coli y S. aureus requiere 

concentraciones menor de 5.39 µg/L (50mM) y 8.09 µg/L (75mM) para mostrar el mismo efecto, 

estos resultados obtenidos concuerdan con la literatura, ya que, cuando aumenta el tamaño de la 

partícula, aumenta también la CMI, como se compara con el estudio realizado por (Saeb et al., 2014) 

cuando se emplean las AgNPs de 4-30 nm sintetizadas mediante microorganismos como Escherichia 

hermannii, Citrobacter sedlakii y Pseudomonas putida requieren una concentración de 0.0002 

µg/20µL para mostrar efecto bactericida contra agentes patógenos como K. pneumonia, S. 

epidermidis, S. aureus y E. coli, sin embargo se han visto estudios como el de (Umashankari et al., 

2012) empleando el mismo método de evaluación con las AgNPs de diámetro 4-26 nm sintetizadas a 

partir de extracto de R. mucronata requiere una concentración de 75 µg/L para mostrar un efecto 

antimicrobiano en cepas de Flavobacterium spp, Pseudomona florescence, Proteus spp. Sin embargo 

concordamos que a medida que, disminuye el tamaño de partícula aumenta la actividad antibacteriana 

(Espinosa-Cristóbal et al., 2009).  

El estudio hecho por Muthukrishnan et al. (2015), donde encontraron que por el método de difusión 

en disco, la actividad antimicrobiana de las AgNPs de 100 a 110 nm de diámetro sintetizadas a partir 

de extracto de planta de Ceropegia thwaitesii mostraron tener un efecto bactericida en Salmonella 

typhi y Bacillus subtilis, sin embargo las cepas Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermis 
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mostraron menor actividad antimicrobiana, así mismo, en otro estudio realizado por (Nalwade y 

Jadhav, 2013) evaluaron las AgNPs de 28.42 nm sintetizada de extracto de Daturaalba Nees 

mostraron actividad en cepas de C. diptheriae, también el estudio realizado por (Kim et al., 2007)  

evaluaron las AgNPs de 13.5 nm ±2.6 mostraron un efecto en levaduras, E. coli O157:H7 y S. aureus, 

en otro estudio reportado por (Jacob Inbaneson et al., 2011) evaluaron las AgNPs estabilizadas con 

citrato trisódico mostraron actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa, Enterobacter spp. a 

concentraciones de 5-20 mg/disc-1 y por último, el estudio realizado por (Geethalakshmi y Sarada, 

2012) donde emplearon las AgNPs sintetizadas de Trianthema decandra de 36-94 nm a una 

concentración de 10 mg/mL contra bacterias de interés clínico reportaron una actividad 

antimicrobiana en Y. enterocolitica, P. vulgaris, E. coli, S. aureus y S. faecalis., En gran parte de los 

estudios el efecto antimicrobiano fue más pronunciado en bacterias Gram negativas que en Gram 

positivas, esto se debe a las propiedades de las AgNPs con respecto a su tamaño ya que entre más 

pequeñas las nanopartículas, aparentemente tiene mejor capacidad de penetración en las bacterias, 

especialmente en Gram negativas (Morones et al., 2005), además, el potencial antimicrobiano de las 

AgNPs también es influenciado por las características de los microorganismos como el espesor y la 

composición de la pared celular, esto es debido a que bacterias Gram positivas poseen una pared 

celular que está compuesta de una capa de peptidoglicano (grosor de 30 nm), en el caso contrario de 

bacterias Gram negativas tienen una membrana más delgada (grosor de 3–4 nm) lo que hace que sean 

más susceptibles a las AgNPs (Rai et al., 2012).  

En este estudio el uso de las AgNPs-C≤ 100 nm en la superficie en placa demostraron la inhibición 

del desarrollo de Moraxella ovis (MDR, R y S), M. bovoculi (R) y S. aureus a una concentración 8.09 

µg/L (75mM) y en E. coli de 5.39 µg/L (50mM), las CMI encontradas en este estudio fueron  similares 

a lo reportado por (Lara et al., 2010) ellos reportaron que a concentraciones de 79.4 mM de las 

AgNPs-C de 100 nm mostraron un efecto bactericida en cepas de Streptococcus pyogenes resistentes 

eritromicina, Escherichia coli O157:H7 resistentes ampicilina, Pseudomona aeruginosa MDR y el 

mismo efecto a concentraciones de 65.3 mM en cepas sensibles de las mismas bacterias. Mientras 

que este estudio las CMI fueron inferiores a lo reportado por (Kim et al., 2011) ellos demostraron la 

inhibición de crecimiento de S. aureus y E. coli utilizando AgNPs-C a una concentración 100 µg/mL.  

Estudio similar realizado por (Ayala-Núñez et al., 2009) evaluaron tres tipos de AgNPs-C con 

diferentes diámetros ≤ 100 nm, de 30-40 nm y ≤10 nm en S. aureus MRSA y no MRSA, demostraron 

que el tamaño de las AgNPs importa, debido a que las AgNPs de ≤10 nm a una concentración 1.35 

mg /mL resultaron ser las más efectivas en cuanto a la actividad bactericida y su efecto no citotóxico 

en células epiteliales mientras que las AgNPs-C ≤ 100 nm no inhibió las cepas de S. aureus MRSA y 
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no MRSA a concentraciones que no afectaran la viabilidad celular, no obstante el tamaño de las 

AgNPs es una de las propiedades más importantes del efecto de toxicidad (Carlson et al., 2008; Choi 

y Hu, 2008), sin embargo, existen otros factores fisicoquímicos que afectan la toxicidad de las AgNPs 

que no depende solo del tamaño, sino también de la forma, superficie específica, estado de 

aglomeración, solubilidad y carga superficial. En general, los mayores efectos tóxicos han sido 

observados con las AgNPs más pequeñas (Ávalos et al., 2013). 

La suplementación de las AgNPs-C≤ 100 nm en agar demostró de igual manera la inhibición de 

Moraxella ovis y M. bovoculi a una concentración de10.78 µg/L (100mM) y para E. coli y S. aureus 

de 5.39 µg/L (50mM) y 8.09 µg/L (75mM), sin embargo, las CMI de este estudio fueron superiores 

a lo reportado por (Le et al., 2010) en la cual emplearon la suplementación en el agar con las AgNPs 

estabilizadas con ácido oleico y de las AgNPs con ácido mirístico, entre diámetro de 6 -10 nm 

demostrando una inhibición en el crecimiento para E. coli y S. aureus a una concentración de 2 µg/mL 

con las AgNPs estabilizadas con ácido oleico y cuatro veces más con AgNPs estabilizadas con 

mirístico, comparando con el estudio realizado por (Sondi y Salopek-Sondi, 2004) dicho autores 

reportaron que a partir de una concentración de 50-60 mg/cm-3 de AgNPs se tiene un efecto 

antimicrobiano en E. coli, por lo tanto los resultados fueron similares en las CMI para la inhibición 

en el crecimiento de E. coli en ambos trabajos, aunque en este estudio se demostró que se requieren 

concentraciones superiores para la inhibición de crecimiento de M. ovis y M. bovoculi y S. aureus, 

concordando lo que mencionan (Sondi y Salopek-Sondi, 2004) a pesar de las diferencias encontradas 

entre el/los tipo (s) de AgNPs que se usan en cada estudio, las respuesta de cada bacterias es única 

para cada especie. 

El efecto antimicrobiano de las AgNPs en cepas de M. ovis (MDR, R y S) y M. bovoculi (R) fueron 

similares utilizando el método de suplementación en el agar y en superficie en placa, no obstante se 

observó que el método superficie en placa la CMI fue menor, aunque se ha descrito que se puede 

asociar a que el uso de las AgNPs en un medio líquido e incluso en altas concentraciones, produce 

solo el retraso del crecimiento de las bacterias debido a que la concentración de las nanopartículas 

disminuye gradualmente. Este proceso se rige por la interacción de estas partículas con las sustancias 

intracelulares de las células destruidas, lo que provoca su aglomeración y eliminación del sistema 

líquido (Sondi y Salopek-Sondi, 2004), aunado a la respuesta de las bacterias por la diferencia en la 

estructura (membrana interna, membrana externa y presencia o ausencia de pared celular), en los 

mecanismo de resistencia y adaptaciones (formación de biofilm) de las bacterias (Martínez y Baquero, 

2002) y del estado al estado fisiológico (en fase de adaptación exponencial, estacionaria o de latencia) 
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de la célula (Lara et al., 2011) así como el número de células expuestas a las AgNPs (Sondi y Salopek-

Sondi, 2004). 

Se determinó que se requieren las mismas CMI de las AgNPs para la inhibición del crecimiento de 

las cepas de Moraxella ovis y Moraxella bovoculi con perfiles de resistencia distintos, este efecto con 

las AgNPs ya se tiene reportado, coincidiendo con el estudio de (Ayala-Núñez et al., 2009) que 

menciona que el efecto antibacteriano de las AgNPs depende de la concentración, pero el efecto es 

independiente de la adquisición de resistencia antimicrobiana por parte de las bacterias.  

Con base a lo último mencionado y con los resultados aquí mostrados como los encontrados en la 

literatura con respecto a las concentraciones de AgNPs y el uso de estas en la actividad antimicrobiana 

en diversas bacterias cabe la posibilidad de aceptar la hipótesis que las nanopartículas de plata tienen 

un efecto bactericida contra cepas distintos perfiles de resistencia de Moraxella spp, sin embargo se 

necesita más estudios para evaluar los riesgos y sus efectos nanotoxicológicos in vitro e in vivo de las 

AgNPs (Buzea et al., 2007; Frejo et al., 2011). 
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IX. CONCLUSIONES. 

En este estudio se aisló e identificó a Moraxella ovis y por primera vez a Moraxella bovoculi de casos 

clínicos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina en el Estado de México. Se realizó la identificación 

genética mediante PCR específico de los genes 16s rRNA y rtxA, haciendo la prueba más sensible 

para el diagnóstico de los agentes involucrados en la queratoconjuntivitis.  

Se amplificaron por primera vez en aislados de M. ovis y M. bovoculi siete genes que confieren de 

resistencia antimicrobiana a las sulfonamidas (sul1 y sul2), quinolonas (qnrA y qnrB), tetraciclinas 

(tetB), betalactámicos (BlaTEM) y cloranfenicol/florfenicol (floR), por lo que es estudio representa una 

parte transcendental de la política de control en el uso de antibióticos y representa un panorama del 

futuro de la vigilancia de resistencia antimicrobiana.  

Se determinó que la actividad bactericida de las AgNPs-C en aislados de Moraxella ovis (MDR, R y 

S) y Moraxella Bovoculi (R) se observó a partir de la concentración de 10.78 µg/L (100mM), mientras 

que la inhibición del crecimiento de las cepas controles de E. coli y S. aureus fueron a concentraciones  

de 5.39 µg/L (50mM) y 8.09 µg/L (75mM) respectivamente. 

Con base a lo mencionado anteriormente y además los resultados aquí mostrados, así como los 

encontrados en la literatura con respecto a las enfermedades oculares en ovinos, a la aparición de 

bacterias con resistencia antimicrobiana y a la utilización de las AgNPs, es posible decir que las 

nanopartículas de plata son una buena alternativa para el tratamiento de casos clínicos de 

queratoconjuntivitis contagiosa ovina provocada por bacterias del género Moraxella, con el fin de 

evitar el uso indiscriminado de antimicrobianos. 
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X. SUGERENCIAS. 

 

I. Evaluar el tiempo de la actividad antimicrobiana de las AgNPs y los efectos 

nanotoxicológicos de las AgNPs en modelos in vitro e in vivo. 

 

II. Realizar la genotipificación y análisis filogenético de los aislamientos de Moraxella ovis y 

Moraxella bovoculi obtenidos de ovinos en el Estado México. 

 

III. Caracterizar factores de virulencia de los aislamientos de Moraxella ovis y Moraxella 

bovoculi. 

 

IV. Identificar la asociación de otros agentes bacterianos y virales asociados lesiones oculares en 

ovinos en el Estado de México. 
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XII. ANEXOS. 

Anexo 1. Identificación de especies de Moraxella por municipio en el Estado de México. 

UPP Municipio Total, de 

animales 

Animales 

muestreados 

M. ovis M. 

Bovoculi 

16S rRNA rtxA 

1 Capulhuac 43 15(34%) 4(26%) - 4/100% 4/100% 

1 Calimaya 150 17(11%) 8(47%) - 7/87% 8/100% 

3 Xonacatlán 117 23(19%) 4(17%) - 4/100% 4/100% 

3 Lerma 80 31(38%) 9(29%) 1(3%) 10/100% 10/100% 

3 Tenango 282 67(23%) 28(41%) 1(1%) 26/89% 26/89% 

4 Toluca 189 56(29%) 5(8%) - 3/60% 5/100% 

15 Total/ 

Prevalencia 

861 209 

24.27% 

58(27.7%) 

96.6% 

2(0.9%) 

3.3% 

54 

90% 

57 

95% 

*Las muestras recolectadas corresponden al número de animales muestreados. 

 

Anexo 2. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C por el método difusión en disco  
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8.17±0.24* 7.33±0.47* 7.00±0.0* 7.33±0.47* 8.67±0.47* 7.83±0.24 7.33±0.47 6.83±0.24 - 20.83±1.65 

 M. ovis (17) 

 MDR y R 
 

8.76± 0.64* 7.65±0.43* 7.61±0.68* 8.10±0.81* 9.67±0.83* 8.24±0.51 8.00±0.35 7.51±0.47 - 20.04±2.40 

M. bovoculi  

R (2) 
 

10.7±0.71* 8.67±0.47* 7.67±0.47* 8.83±0.70* 9.33±0.0* 8.50±0.24 7.67±0.47 7.17±0.24 - 22.50±2.12 

E. coli (1) 
 

9.0±0.0* 10.0±0.0* 8.0±0.0* 9.67±0.0* 10.33±0.0* 10.33±0.0 14.33±0.0 11.0±0.0 - 18.33±0.0 

S. aureus (1) 10.0±0.0* 10.0±0.0* 12.0±0.0* 10.67±0.0* 12.67±0.0* 14.0±0.0* 13.33±0.0 10.67±0.0 - 22.33±0.0 

(*) Estadísticamente significativo; (±) Desviación estándar; (MDR y R) multirresistentes y resistentes; (S) sensibles; (R) Resistentes (G) 

Gentamicina 
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Anexo 3. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en la superficie del agar.  
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 MDR y R 
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M. bovoculi 

 R (2) 
 

0.50±0.0* 0.50±0.24* 1.17±0.24* 0.67±0.47* 0.33±0.0* 1.0±0.47* 7.17±2.12 9.83±4.48 ≥25 0.0 

E. coli (1) 
 

1.67±0.0* 1.67±0.0* 0.33±0.0* 0.33±0.0* 0.33±0.0* 0.33±0.0* 0.0* 2.0±0.0 ≥25 0.0 

S. aureus (1) 0.67±0.0* 0.67±0.0* 1.0±0.0* 1.33±0.0 1.0±0.0* 0.0* 1.33±0 2.67±0.0 ≥25 0.0 

(*) Estadísticamente significativo; (±) Desviación estándar; (MDR y R) multirresistentes y resistentes; (S) sensibles; (R) Resistentes (G) 

Gentamicina. 

 

Anexo 4. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C suplementando en el agar.  
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M ovis S (2) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 3.0±0.0 3.0±0.0 4.82±1.41 ≥25 0.0 

M ovis MDR y R (17) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 3.0±0.0 3.0±0.0 6.0±0.73 ≥25 0.0 

M. bovoculi R (2) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 3.0±0.0 3.0±0.0 5.50±0.71 ≥25 0.0 

E. coli (1) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 3.0±0.0 ≥25 0.0 

S. aureus (2) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 3.0±0.0 6.±0.0 ≥25 0.0 

(*) Estadísticamente significativo; (±) Desviación estándar; (MDR y R) multirresistentes y resistentes; (S) sensibles; (R) Resistentes (G) 

Gentamicina. 
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Anexo 5. Cepario del proyecto de investigación. 

Genes Identificación Genes de resistencia antimicrobiana 

Identificación Especie Clasificación 16S rRNA RxtA sul1 sul2 qnrA qnrB floR BlaTEM tetB 

R2-9 M ovis. MR (+) (+) (-) (-) (+) (-) (-) (+) (+) 

R6-10 M ovis. MR (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R7-11 M ovis. MR (-) (+) (+) (-) (+) (+) (-) (-) (-) 

R7-25 M ovis. MR (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R7-26 M ovis. MR (+) (+) (-) (+) (-) (+) (-) (+) (-) 

R1-1 M ovis. R (+) (+) (-) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

R5-8 M ovis. R (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R6-4 M ovis. R (+) (+) (+) (-) (+) (+) (-) (-) (-) 

R6-16 M ovis. R (+) (+) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

R6-21 M ovis. R (+) (+) (-) (-) (+) (-) (-) (+) (-) 

R6-23 M ovis. R (+) (+) (-) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R6-24 M ovis. R (+) (+) (-) (-) (-) (+) (-) (+) (-) 

R7-12 M ovis. R (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (+) 

R7-23 M ovis. R (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

R8-11 M ovis. R (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R11-17 M ovis. R (+) (+) (-) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

R7-2 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

R6-15 M.bovoculi R (+) (+) (-) (-) (+) (+) (-) (-) (-) 

R12-8 M.bovoculi R (+) (+) (+) (-) (-) (+) (-) (+) (-) 

R2-2 M ovis. S (+) (+) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

R2-4 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R4-4 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R5-1 M ovis. S (+) (+) (-) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R5-4 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) 

R5-5 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R5-7 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

R6-2 M ovis. S (+) (+) (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

R6-3 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (+) (-) (+) (-) 

R6-8 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R6-11 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R6-13 M ovis. S (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (+) 

R6-14 M ovis. S (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R6-20 M ovis. S (+) (-) (-) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 
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R6-22 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R6-25 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (+) (+) (-) (+) (-) 

R7-10 M ovis. S (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R7-14 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (+) (+) 

R7-20 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R7-21 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R7-22 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R8-2 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (+) (+) (-) (-) (-) 

R9-4 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (+) (+) (-) (+) (-) 

R9-6 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R9-10 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R9-12 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (+) (-) 

R10-2 M ovis. S (-) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R10-13 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R10-15 M ovis. S (-) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R10-17 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R10-19 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

R11-1 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (+) (-) (-) (-) (-) 

R11-3 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R11-6 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (+) (-) (-) (+) (+) 

R11-8 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (+) (-) (-) (+) (-) 

R11-10 M ovis. S (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R11-11 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (+) (-) 

R11-13 M ovis. S (-) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

R12-1 M ovis. S (+) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) 

R12-5 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (+) (-) 

R12-14 M ovis. S (+) (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

 


