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Resumen

Evaluacion del efecto bactericida in vitro de las nanoparticulas 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, estd 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 aparicion de cepas de Moraxella
spp. con resistencia antimicrobiana asociados a la QCO, por esta razon se estd en la bisqueda de nuevas
alternativas al uso de antibidticos y actualmente se estd empleando nuevas herramientas basadas en
nanotecnologia contra bacterias multirresistentes, en particular, las nanoparticulas de plata (AgNPs) que han
atraido mucha atencion en el campo cientifico, debido a que tienen un alto potencial para resolver el problema
de la aparicion de bacterias multirresistentes y sobrepasar los mecanismos de resistencia. En este estudio se
evaluo el efecto bactericida in vitro de las nanoparticulas de plata contra aislamientos de Moraxella spp.
multirresistentes. Para este estudio se partié de un muestreo probabilistico, utilizando la formula de poblaciones
finitas, obteniéndose un total 209 muestras de casos clinicos con queratoconjuntivitis contagiosa ovina en
unidades produccién ovina del Estado de México, se realizé el aislamiento e identificacion de Moraxella spp.
mediante técnicas bacteriol6gicas y la amplificacion mediante PCR de los genes 16s rRNA y rtxA vy
posteriormente se determind su perfil de sensibilidad antimicrobiana a diversos antimicrobianos mediante el
método de difusion en disco y se amplificaron siete genes de resistencia antimicrobiana. Finalmente se evalud
la eficacia del efecto bactericida de las nanoparticulas de plata contra los aislamientos de Moraxella spp.
multirresistentes. Se obtuvieron 60 aislamientos de Moraxella spp., en el 90% (54/60) solo se amplificé el gen
16S rRNAy 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 antibi6ticos. Se logré la amplificacion de los genes sull, sul2,
tetB, qnrA, gnrB, Blarem, no se logré 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 observo inhibicidon del crecimiento a partir de la
concentracién de 10.78 pg/L (100mM), mientras que la inhibicién del crecimiento de las cepas controles de E.
coliy S. aureus se obtuvo a partir de concentraciones de 5.39 pg (50mM) y 8.09 pg/L (75mM) respectivamente.
Los casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina en México estan relacionados con la presencia de Moraxella
ovis y M bovoculi. El uso de las nanoparticulas de plata son una alternativa para el tratamiento de la

queratoconjuntivitis ovina provocada por bacterias del género Moraxella.

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



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 sull, sul2, tetB, qnrA, gnrB, 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 pg / L ( 100mM), while growth inhibition of the control strains
of E. coli and S. aureus was obtained from concentrations of 5.39 pg (50mM) and 8.09ug / 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.
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1 INTRODUCCION.

Uno de los procesos infecciosos en los ovinos, es la queratoconjuntivitis contagiosa ovina por sus
siglas (QCO) también es conocida como oftalmia contagiosa o infecciosa ovina, ceguera contagiosa
ovina, lagrima, nube y pink eye (0jo rosado). A nivel de campo, los pastores definen al problema
como nube o ceguera; es una enfermedad de distribucion 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 rapida
diseminacion dentro de los rebafios causando un gran perjuicio econdmico, ya que todos los animales
afectados sufren un gran deterioro de su condicion fisica; reflejado en la ganancia de peso, asi como
la disminucién de la calidad de la lana, carne o leche, lo que reflejan la severidad del problema;

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

Los organismos bacterianos de importancia clinica 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; Fernandez-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), ademas se han aislados otros agentes bacterianos, pero sin
interés clinico (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 aplicacion de colirios que contienen compuestos antimicrobianos a base de
sulfonamidas, tetraciclinas y cloranfenicol aungue se han descrito el uso de otros antimicrobianos,
por ejemplo, penicilina, estreptomicina, clortetraciclina, furazolidona, oxitetraciclina y la aplicacién
de estos tratamientos son de forma sistémica e intrapalpebral (Konig, 1983; Scott, 2007; Maboni et
al., 2015).

Sin embargo, la aparicion de bacterias patdgenas con resistencia a antibidticos es un problema grave
a nivel mundial y el uso de antimicrobianos en la ganaderia, en la acuicultura, en los animales
domeésticos y en los seres humanos, hace que se seleccionen bacterias resistentes a los antimicrobianos
y estas residan en los ecosistemas agricolas y clinicos (Cameron y McAllister, 2016). Ademas, las
bacterias patégenas y no patdgenas actiian como un depdsito 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).



Los efectos generados por el uso inadecuado de antibi6ticos son: el fendmeno de multirresistencia
microbiana, toxicidad aguda, carcinogenicidad, efectos reproductivos y reacciones alérgicas en
individuos susceptibles, entre otros, esto ha creado preocupacion en los organismos regulatorios y ha
obligado a tener un control mas riguroso en los farmacos empleados, en las dosis y el tiempo de

aplicacion y la basqueda 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 antibioticos tradicionales (Huh y Kwon, 2011) . Recientemente
una de las prioridades en las investigaciones biomédicas es el desarrollo de agentes antimicrobianos

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

Las nanoparticulas se consideran ahora una alternativa viable y parecen tener un alto potencial para
resolver el problema de la aparicion de bacterias multirresistentes (Rai et al., 2012), algunas
nanomateriales tienen efectos contra los microrganismos patogenos. Los “nanoantibioticos” (Huh y
Kwon, 2011) son nanomateriales que muestran una actividad antimicrobiana o que elevan la
efectividad y seguridad de los antibioticos. Las nanoparticulas metalicas son un buen ejemplo de

nanoantibioticos.

En particular, las nanoparticulas de plata (AgNPs) han atraido mucha atencion en el campo cientifico
(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 produccién y la posibilidad de sobrepasar los mecanismos de
resistencia (Baker et al., 2005; Allaker y Ren, 2008). Las AgNPs fueron considerados, en los ultimos
afos, particularmente atractivo para la produccion 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 patdgenos bacterianos.

Hasta hoy en dia, el potencial de la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata ha sido
ampliamente reportada en una diversidad de agentes bacterianos, de ahi la importancia de evaluar el
efecto de las nanoparticulas de plata en aislados de Moraxella spp. multirresistentes aisladas de casos
clinicos en ovinos en el Estado de México, por lo cual este trabajo tiene como objetivo la bdsqueda
de una nueva herramienta para combatir dicha problemaética de la resistencia antimicrobiana y poder

aspirar a controlar y erradicar la enfermedad, contribuyendo en la economia del pais.



II-ANTECEDENTENTES.
2.1. Queratoconjuntivitis contagiosa ovina.

Agentes causales.

Los unicos organismos que son de importancia clinica 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
especifica (Cello, 1967; Barile et al., 1972; Andrews et al., 1987; Elad et al., 1988; Dagnall, 1994a;
Fernandez-Aguilar et al., 2013), aungue 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 ademas se ha aislado otros agentes bacterianos pero sin interés
clinico (Akerstedt y Hofshagen, 2004).

En comparacion con la queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB) que afecta al ganado bovino, se
caracteriza por el desarrollo de conjuntivitis y Ulceras 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.

Taxondémicamente 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 etioldgico 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 clinicos de QCO. Posiblemente, aquellas ovejas de las
cuales se aislé M. conjunctivae estuvieron en contacto con ovejas afectadas con QCO, como los
animales parecian clinicamente 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 (Akerstedt y Hofshagen, 2004). En las ovejas afectadas por QCO, M. conjunctivae fue el

organismo aislado con mayor frecuencia (Dagnall, 1994, 1994a)



Chlamydia psittaci.

Taxondmicamente 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 patégenos implicados en
la queratoconjuntivitis infecciosa ovina. C. psittaci causa a veces brotes aislados de
gueratoconjuntivitis 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.
Mas tarde Bgvre, (1984) argumenta que el género consistia en dos subgéneros, Moraxella
(Moraxella) y Moraxella (Branhamella), ain dentro de la familia Neisseriaceae. En 1989, Rossau y
colaboradores propusieron excluir de la familia Neisseriaceae a los géneros Moraxella, Acinetobacter
y Psychrobactera y sugiri6 la creacién de una nueva familia taxonémica para incluirlos (Rossau et
al., 1991). Por el contrario, Catlin (1991) sugirié que s6lo los géneros Moraxella y Branhamella

fueran colocados dentro de la nueva familia llamada Branhamaceae.

Pettersson et al. (1998) revisaron la situacion taxondmica de estas especies mediante el analisis
filogenético del gen 16S rRNA, proporcionando datos para la clasificacion en cuatro grupos de
especies dentro de la familia, ahora llamado, Moraxellaceae. El primer subgrupo, el subgrupo
Ilamado 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 clasificara en

Moraxella sp.).

Sin embargo, en el género Moraxella, subgénero Branhamella y nueve especies enumeradas en
subgéneros se publicaron de forma valida. La opinién judicial 83 decidié que los nombres de los
géneros Moraxella subgénero Moraxella y el género Moraxella subgénero Branhamella deberia
haber sido incluido en las listas aprobadas de nombres procariéticos con estandarizacion en la
nomenclatura (LPSN). Sin embargo, Tindall (2008) cuestion6 la decision judicial 83. Después de una
reunién judicial en Estambul en Turquia, 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 clasificacion ha llevado a la inclusion de esta especie en el género
Neisseria como Neisseria ovis, asi como en el género Moraxella como Moraxella subgénero
Branhamella especie ovis (Bgvre, 1984). EI mismo microorganismo se ha denominado asi Neisseria

ovis, Moraxella ovis o Branhamella ovis.

Taxondmicamente  pertenece al Dominio  Bacteria, Filo  Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Moraxellaceae, Género Moraxella,
Especie ovis (Holt et al., 1994; Tindall, 2008).

Los unicos sitios de los que se ha aislado Moraxella ovis en ovejas son el saco conjuntival (Lindqvist,
1960; Spradbrow, 1968) y la secrecion 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 clinicos 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, sugiridé que M. ovis podria ser una causa de QCO en conjuncion

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

Moraxella ovis se aislé de los ojos afectados y no afectados, pero significativamente mas a menudo
de los afectados por QCO. Los signos clinicos en los ojos afectados fueron generalmente leves y en
su mayoria 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.

Taxondémicamente  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 etiol6gico de la queratoconjuntivitis

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

Taxondmicamente  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
gueratoconjuntivitis 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;
Sosay 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 gque 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 identificacion representa una
oportunidad para entender la epidemiologia de la QIB como una enfermedad potencial con multiples

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

2.1.2 Otros agentes bacterianos reportados.

Staphylococcus aureus.

Taxondémicamente 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) aisl6 con frecuencia Staphylococcus coagulasa-
negativo, estos organismos nunca han sido implicados en QCO y fueron considerados bacterias

colonizadoras oportunistas, aunque su significado clinico no fue investigado mas.

Egwu, (1989) aisl6 S. aureus de aproximadamente el mismo ndmero de ovejas con
gueratoconjuntivitis y de ovejas sanas, pero encontraron un posible papel en la conversion de la

infeccion leve a grave, pero no se atribuyd ningun papel al patdgeno en la enfermedad.



Listeria monocytogenes.

Taxondmicamente 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 Akerstedt y Hofshagen, (2004) aislaron Listeria monocytogenes de animales con
queratoconjuntivitis en un Unico rebafio al norte de Noruega, sin embargo, es raro aislarlo este agente,
dichos autores demostraron no habia 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; Akerstedt y Hofshagen, 2004).

Escherichia coli.

Taxondmicamente pertenece al Dominio Bacteria Filo Proteobacteria, Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales Familia Enterobacteriaceae, Género Escherichia, Especie coli (Holt et al.,
1994).

Akerstedt y Hofshagen, (2004) muestrearon rebafios con QCO y rebafios 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. Epidemiologia y factores de riesgo de la queratoconjuntivitis contagiosa ovina.

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina afecta a pequefios rumiantes en todo el mundo (Jones, 1991),
se ha reportado también en rumiantes silvestres. Se ha aislado Moraxella ovis de casos de
gueratoconjuntivitis infecciosa en rebafio 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 rebafios en Polonia (Buczek et al., 1979), también en Argentina, Turquia
(Diker y Z. Alkan, 1985), Hungria (Hajtés 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)



todos en bovinos y en Unico estudio en Brasil se aislé 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 clinico (Egwu, 1989). En Noruega, la mayoria
de los casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina se observan en otofio e invierno, después de que
los animales han sido sacados de las montafias y se alojan en el interior de los graneros y esto es
debido tal vez a la forma en que la cria de ovejas se practica en este pais. Los corderos que nacen de
abril a mayo, son llevados con las ovejas a pastar en las montafias o bosques, donde permanecen
dispersas por grandes areas y reciben poca intervencion humana. El predominio de los casos
registrados durante el otofio puede estar relacionado con el aumento del nivel de contacto entre
animales y / o el nivel mas cercano de supervision 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 estan relacionados en los casos clinicos de
QIB (Moraxella bovis, Moraxella ovis y Moraxella bovoculi) y QCO (Moraxella ovis), que afecta
tanto a animales jovenes y adultos, sin embargo el rol de cada microorganismo no esta 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 clinicos de Moraxella ovis con el objetivo de dilucidar la
importancia de esta Gltima en la etiologia 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 hemolitica sobre eritrocitos y actividad citotdxica sobre células
mononucleares sanguineas y células epiteliales de la cornea, lo que sugiere que Moraxella ovis juega
un papel importante en la patogénesis de la queratoconjuntivitis infecciosa bovina. Asimismo,
produce una hemolisina que dafia a los neutréfilos que son reclutados al area de la infeccién, ademas

de que puede liberar colagenasas lo que conducen a la licuefaccion y a la ulceracion de la cérnea.

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

adhesion y colonizacidn corneal. Se han identificado dos tipos de pili distintos. El pili Q es
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responsable por la adhesién, mientras el pili | 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 um de largo y

aproximadamente 6 nm de didmetro (Sosa, 2013).

Figura 1.- Fotomicrografias de transmisién electronica de Moraxella spp. piliadas y no piliadas. Fotografias usando un
microscopio transmision de electrones en cepas (A) M. bovis Epp63 no piliadas X12000, (B) M. bovis Epp63 piliadas
X18000, (C) Pseudomona aeruginosa recombinante con expresion pili Q de M. bovis Epp63 X 18000 (tomadas de Ruehl
etal., 1993).

La patogenicidad de Moraxella bovis requiere la expresion del pili para que se adhiera a la superficie
ocular y de una citotéxina que dafie las células epiteliales de la cdrnea (Angelos, 2015). Debido a su
estructura proteica, los pili son inmundgenos, por lo tanto, pueden estimular la expresion de
anticuerpos especificos, estas caracteristicas fueron aprovechada para su clasificacion 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 sefialado que las
hemoaglutininas podrian tener un papel importante en la adhesién, 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
plasmido de 44 kb pMBO-1 (Kakuda et al., 2006). Estos ORFs posiblemente codifiquen proteinas
homologas con las hemoaglutininas filamentosas de Bordetella pertussis (FHA) que le permite a este

patdgeno adherirse a las superficies mucosas.

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

constituido por sider6foros y proteinas de membrana externa (PME) que reconocen lactoferrina y



transferrina bovina, dos proteinas capaces de quelar el hierro presente en mucosas y en el suero

sanguineo respectivamente (Sosa, 2013).

La B-hemolisina de Moraxella bovis (MbxA) pertenece a la familia RTX es una exoproteina bacteriana
y se caracteriza por producir poros en la membrana citoplasmatica de diversas células, provocando
flujo de potasio y desequilibrio osmético y lisis celular. Las hemolisinas de Moraxella bovis
demostraron la homogeneidad genética en cepas de diversos origenes geograficos (Sosa, 2013; Farias
et al., 2015). Esta exotoxina esta codificada en un operédn compuesto por 5 genes denominados 5”-
mbxC-mbxA-mbxB-mbxD-TolC-3". El gen mbxA codifica una proteina de aproximadamente 98.8 kDa
(Angelos et al., 2001). La toxina mbxA es activada por el producto del gen mbxC y transportada por

las proteinas 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
qgue M. bovoculi secreta una citotdxina 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 morfoldgicos, haciendo que la participacion de M. bovoculi sea

aun incierta.

Como se aprecia en la Figura 2, el oper6n RTX completo ha sido identificados en M. bovoculi y M.
ovis (Angelos et al., 2007b). En M. bovoculi el operdn fue denominado mbv y comprende los genes
mbvBCADtolC, mientras que en M. ovis el oper6n fue denominado mov y comprende movBCADtolC.
El suero policlonal obtenido en conejos contra mbxA neutraliza solo parcialmente la actividad
hemolitica de M. bovoculi y M. ovis. MbvA y movA tienen aproximadamente un 98% de identidad en
la secuencia de amino&cidos deducida, mientras que en la secuencia aminoacida 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.- Operdn RTX y estructura de la proteina rtxA. Diagrama superior representacion esquematica de un tipico operén
RTX: o producto 4 genes C (activador), A (Toxina estructural), B y D (proteinas de secrecion tipo 1. El operén RTX esta
representado por cajas abiertas en el orden que generalmente se codifican. Diagrama inferior: representacion de las
principales partes funcionales de la toxina. GK indica el lugar de acilacion de la lisina-glicina, que es seguido por el lugar
de las repeticiones ricas en glicina y acido aspartico (Angelos et al., 2003; Frey, 2011).

Enzimas hidroliticas esterasas C4, esterasa-lipasa C8, lipasa C14, fosfoamidasa, hialuronidasa y
fosfatasa y enzimas proteoliticas aminopeptidasas y gelatinasas han sido identificadas en el
sobrenadante de cultivos de Moraxella bovis y Moraxella bovoculi, se ha sugerido que las mismas
participarian en la produccion de Ulceras corneales junto a fibrinolisinas y las enzimas con actividad
hemolitica (Sosa, 2013).

La mayoria de la vida bacteriana en la naturaleza en vez de encontrarse en estado planctonico, 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 formacion de biofilm de M. bovis puede aumentar la resistencia antimicrobiana. Prieto
et al. (2013) encontraron que M. bovis forma facilmente biopeliculas, aumentando la resistencia a la
ampicilina, el cloranfenicol, la gentamicina y la oxitetraciclina en comparacion cuando esta bacteria

crece de forma planctonica.
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2.1.4 Diagnostico clinico, laboratorio y molecular de Moraxella spp.

Diagnostico clinico 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 esclerotica
(conjuntivitis), se observan descargas nasales, secrecién 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 foliculos hiperplasicos en los linfonddulos, generalizandose la inflamacion por toda la
esclerotica Ilegando hasta la cérnea, donde el exudado comienza a ser purulento, desarrollandose por

Gltimo y en raras ocasiones Ulceras (Dagnall, 1994b).

La enfermedad es mas comun en caprinos y ovinos adultos que en jovenes (Nietfeld, 2001).
Generalmente ambos 0jos se ven afectados, aunque los signos clinicos pueden comenzar en un solo
0jo. Més tarde, los vasos sanguineos conjuntivales se dilatan y la cdrnea puede volverse ennegrecida

0 grisacea, especialmente en la periferia (Dagnall, 1994a,b).

Rara vez, se produce una infeccion adicional de la camara 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 (Kjalleberg 1971).

Diagnostico bacterioldgico de Moraxella spp.

Lindgvist, (1960) describi6 a M. ovis como una bacteria Gram negativa, en forma de coco,
reaccionando positivamente en las pruebas de catalasa, oxidasa y no produce acido a partir de la

fermentacion de carbohidratos.

La condicion éptima 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 incubacion por la turbidez en
el caldo o por la aparicién de colonias en agar. Las colonias son circulares con una elevacion convexa,
un margen entero, una superficie suave y un halo de f-hemolisis 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 produccion de un halo de B-hemolisis en placas agar sangre su
temperatura optima de crecimiento es 37°C en condiciones aerobias, licuan la gelatina luego de 10
dias de incubacion 22°C, no fermentan carbohidratos, el tamafio de la colonia es de 1- 2 pm de

longitud y 0.5 pm de ancho, son capsulados, no maéviles y no esporulados (Sosa, 2013).

Moraxella bovoculi es un coco Gram negativo que fue asilado de corneas ulceradas de bovinos. A su
vez, los analisis bioquimicos mostraron diferencias entre los aislamientos de Moraxella bovoculi,
Moraxella bovis y Moraxella ovis. Se encontrd6 que Moraxella bovoculi podia ser diferenciada
bioquimicamente de M. bovis en base a la actividad fenilalaninadesaminasa positiva y la incapacidad
de expresar gelatinasa. No obstante, luego de la primera identificacion Moraxella bovoculi
fenilalaninadesaminasa positivos, se identificaron cepas de Moraxella bovoculi que fueron
fenilalaninadesaminasa negativa. En el Cuadro 1, se presenta un resumen de las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas 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).

Cuadro 1. Pruebas bacteriologicas para la identificacion de especies del genero Moraxella de importancia para la queratoconjuntivitis.

Caracteristicas

Agente

Crecimiento Mac Conkey

Actividad catalasa

' | Crecimiento sobre medic minime de contenido
acetato mono

' | Produccibn de acido a partir de glucosa
*| Protedlisis sobre medio Loffler

' | Actividad Fenilalaninadesaminasa

' | Actividad fosfatasa alcalina

+| Actividad estearasa C4 y C8

=| Actividad Fosfatasa Acida

*| Licuefaccion de gelatina
*+| Hidrolisis del Tween 80

7| Actividad ADNasa
" | Indol

' | Tincion Gram
espiracion

*+| Actividad oxidasa

| Reduccion de nitratos

2 Morfologia
| Movilidad

+| Hemolisis

Moraxella bovis

[==]
=
o
[=]
=3
o
o

=z
=z
.

Moraxella bovoculi C,DC - Aerobia -+ - - - &3] +)

Moraxelia ovis. c - Agerobia - + + - - - () (#-) - - +) - - - + +

Cuadrol. Pruebas bacterioldgicas para la identificacién de especies del género Moraxella. Abreviaciones: C coco, DC
diplococos, B bacilos, - reaccion negativa, + reaccién positiva, w reaccion débil, (+) la mayoria de las cepas positivas, (-)
la mayoria 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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Diagnostico molecular de Moraxella spp.

Los inconvenientes que presentan los métodos tradicionales de identificacion han estimulado el
desarrollo de estrategias alternativas. Las aplicaciones de las herramientas moleculares ofrecen un
gran potencial para la identificacién de microorganismos. Diversos autores publicaron a finales de la
década de los 80 las primeras aproximaciones hacia la evolucion de los microrganismos utilizando
técnicas moleculares (Olsen et al., 1986; Pace et al., 1986; Woese, 1987; Woese et al., 1990). La
propuesta mas ampliamente utilizada para la identificacion bacteriana se basa en el andlisis 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
proteinas. Una de las caracteristicas 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 disefio de cebadores
y sondas para el ensayo PCR multiplex en tiempo real para la identificacion 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 andlisis filogenético basado en las citotoxinas de cepas de Moraxella spp proporciona una clara
diferenciacién entre las especies de interés veterinario. El andlisis de secuencias del gen rtxA que
codifica para la citotoxina A (mbxA, mbvA y movA), revelé una region altamente conservada dentro
de estas especies bacterianas. Se observé que la region menos conservada se encontrd en cepas de M.
bovis en relacién 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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Secuenciacion de Moraxella spp.

Secuenciacion del gen 16S rRNA.

Se realiz6 un analisis filogenético basandose en las homologias de las secuencias del gen 16S rRNA,
los aislamientos de M. bovis y M. bovoculi mostraron diferencias entre sus secuencias agrupandose
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 homologia con secuencias de M. bovoculi, nueve
aislamientos que no pudieron hidrolizar gelatina mostraron homologia con M. bovoculi y ningun

aislado mostré homologia con M. ovis (Sosa y Zunino, 2012).

Secuenciacion 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 secuencio
parcialmente. El fragmento secuenciado cubria la region codificante del extremo -COOH de la familia
de las citotoxinas RTX, realizando una alineacidn consistente de las secuencias por 843 nt (del gen
mbxA de M. bovis Epp63; del gen mbvA de M. bovoculi 237¢; del gen movA de M. ovis ATCC 33,078),
lo que revel6 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 observo una
similitud de 98.8% y 99.3% respectivamente. El grado de similitud entre las secuencias de mbxA (M.
bovis) en relacion 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 disefiado 2bx. En once cepas de M.
bovoculi se identificaron siete alelos llamandolos 1 bv y 7bv, mientras que 7 cepas de M. ovis dieron
lugar a cinco alelos agrupados en alelos 2 ov-60v, 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 mas especies de Moraxella presentes en la
misma lesion segin 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
antibidticos como son: gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, polimixina B y sulfonamidas y

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

En otro estudio mas reciente que abordd la susceptibilidad antimicrobiana de aislados de M. ovis en
rebafios afectados con queratoconjuntivitis, solo se reportd resistencia para la eritromicina (Catry et
al., 2007).

Maboni et al. (2015), determinaron la sensibilidad antimicrobiana a través del método de
microdilucion 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 opcion para el tratamiento antimicrobiano de la
gueratoconjuntivitis (Alexander, 2010). Estos resultados pueden sugerir que el uso indiscriminado de
oxitetraciclina a lo largo de los afios puede estar relacionado con la seleccién de Moraxella spp.

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

Al igual gque la oxitetraciclina, se ha informado que el florfenicol es una opcién 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 sefialar que M. ovis aisladas de ovejas, debe ser controlada por antibidticos,
especialmente para evitar la exacerbacion 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 ambito veterinario.

La introduccién de los antibidticos en la medicina humana y animal ha sido uno de los logros méas
importantes del siglo XX (Aarestrup, 2005). En la industria veterinaria los antibi6ticos se administran
a niveles subterapéuticos para la utilizacion de la engorda de los animales y para la prevencion de
enfermedades veterinarias (Doyle, 2012). El uso de farmacos en la produccion animal ha sido una
practica no regularizada que carece de control y supervision, como consecuencia favorece el uso
inadecuado de medicamentos causando el desarrollo de cepas resistentes a los antibiéticos, tanto de

bacterias patégenas como no patdgenas (Mattar et al., 2009).

Desde hace ya no pocos afios, una amenaza creciente deteriora la eficacia de estos farmacos y es la
resistencia bacteriana a los antibidticos, que se define; como la capacidad de una bacteria para
sobrevivir en concentraciones de antibi6tico que inhiben y/o matan a otras de la misma especie (Al6s,
2015). Las definiciones de resistencia se clasifican segun el nimero y la clase de antibi6ticos
afectados. La multirresistencia (Multiple Drug Resistance, MDR) se define; como la ausencia de
sensibilidad a, por lo menos, un farmaco en tres 0 mas de las categorias de antibioticos; la resistencia
extrema (Extensively Drug-Resistant, XDR) se refiere a la ausencia de sensibilidad a, por lo menos,
un agente en todas las categorias de antimicrobianos excepto en dos de ellas 0 menos y la resistencia
atodos los antimicrobianos (Pandrug-resistant PDR) se define como resistencia a todas las categorias

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

En un estudio realizado por Cota-Rubio et al., (2014), revisaron y analizaron una diversidad de
articulos cientificos publicados en diversos buscadores MEDLINE/ PubMed, SciELO and EBSCO
desde el 2000 al 2012, con la finalidad de identificar la cepas bacterianas involucradas, numero de
aislados, la especie animal en la que fue aislada la bacteria, el pais de origen de estudios y al tipo de

grupo o familia de antibidtico que presentan resistencia antimicrobiana.

Cota-Rubio et al., (2014) en su analisis identifico 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
trabajé 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 antibioticos, como; las
betalactamicos, macrolidos, glucopéptidos, aminoglucdsidos, quinolonas, tetraciclinas y sulfamidas

de los cuales fueron resistentes.

Investigaciones mas 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
antibioticos, a la oxitetraciclina 9% (1/11) y a la penicilina 18% (2/11), para M bovoculi se determind
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 s6lo hay dos reportes de resistencia
de M. bovis a este farmaco 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 farmacos 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 diametro
del circulo indica el porcentaje de resistencia fenotipica a antimicrobianas por clase. El porcentaje de resistencia se
determind a través de la mediana de los valores porcentuales obtenidos de articulos 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
cromosémicamente, se ha estudiado mas en bacterias Gram negativas que en Gram positivas. La
resistencia innata esta influenciada por la estructura fisiolégica de cada bacteria, por el estado
metabdlico como el crecimiento y los nutrimentos; otra estrategia es la formacion de consorcios
llamados biofilm con produccion de exopolisacaridos que reducen el paso de antibidticos y
desinfectantes, ademas de un constante intercambio genético, el cual permite a las bacterias sobrevivir

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

La resistencia adquirida, que se da por la adquisicion de genoma externo como plasmidos y
trasposones o por mutaciones(McDonnell y Russell, 1999; Russell, 2002) Las bacterias desarrollan

resistencia a través de la adquisicién de material genético nuevo desde otros microorganismos
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resistentes lo que es conocido como evolucion horizontal, puede ocurrir entre cepas de la misma
especie o entre diferentes especies 0 géneros bacterianos. Los mecanismos de intercambio genético,
como se menciond anteriormente incluyen conjugacion, transduccion y transformacion (McManus,
1997).

2.2.2 Determinantes génicos en la resistencia bacteriana.

Se creia que los antibiodticos eran un arma defensiva contra las bacterias (Fajardo y Martinez, 2008)
y que los genes de resistencia servian 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 patdégenas o comensales del hombre o de animales. La presion selectiva en las bacterias por
el uso masivo de los antibi6ticos en los Gltimos 70 afios ha contribuido a la diversificacion genética

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

En cepas con multirresistencia a antibidticos se debe a una matriz tandem de genes de resistencia
antimicrobiana (AMR) concentrados dentro de un elemento integrativo y conjugable (ICE), que es
un elemento genético moévil (MGE). Estos elementos constituyen un grupo diverso de (MGESs)
encontrados tanto en bacterias Gram positivas como Gram negativas, son notables para codificar la
maquinaria de conjugacion requerida para la movilizacion de ICE a otras bacterias, donde a menudo
se integran en genes maultiples copias tales como ARN transferencia (ARNt) y ARN ribosomal
(ARNT) (Klima et al., 2014).

Se ha descrito ICE, designado ICEMh1 en la cepa 42548 de M. haemolityca que portaban genes de
resistencia a los aminoglucésidos (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 ICEPmul identificado con Pastereulla multocida (Eidam et al., 2015).

Se han codificado once genes de resistencia dentro de dos grupos de genes ICEPmul y ICEMh1,
confiriendo resistencia a tetraciclinas (genes tetR - tetH), estreptomicina (strA y strB), estreptomicina
y/o espectinomicina (aadA25), gentamicina (aadB), kanamicina y/o neomicina (aphAl) fenicoles
(floR), sulfonamidas (sul2), macrolidos 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 demostrd una resistencia hasta 64 veces superior de la concentraciéon minima

inhibitoria (MIC) para el florfenicol, lo que sugiere una actividad funcional del gen (floR), ademas
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estaban presentes genes de resistencia a beta-lactamasa oxacilinasa (blaOXA-2), lo cual conferia una
mayor resistencia a la ampicilina. E.coli puede albergar el ICEPmul (Michael et al., 2012), dado que
muchos de los genes de resistencia ICEPmul pueden no ser originarios de la Familia Pasteurellaceae,
la adquisicion de determinantes de resistencia multiples de antibidticos (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 mostr6
resistencia intermedia a los macrolidos. Lo cual ubicd diez determinantes de AMR que fueron

ubicados en una isla genémica mayor de 27 kb.

Resistencia a las Betalactamasas.

Dentro de las méas de 890 beta-lactamasas que actualmente se han caracterizado, las familias méas
comunes dentro de las enterobacterias son los genes: Blatem, Blaswy, Blaoxa-1 Yy Blacars. Las dos
primeras pertenecientes al grupo 2b, es decir son penicilasas, inhibidas por el &cido clavulanico y que
en algunos casos también tienen accién contra cefalosporinas de tercera generacion. En el caso de
Blaoxa-1, pertenece al grupo 2d donde estan las penicilasas que se caracterizan por la hidro6lisis de
cloxacilina (oxacilina); por su parte Blacars pertenece al grupo 2c, el cual se caracteriza por tener

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

Resistencia a las quinolonas.

Los mecanismos vinculados a la resistencia a quinolonas estan relacionados con la transferencia de
genes mediante plasmidos, como es el caso de los genes gnr que codifican a la familia de las proteinas
gnr (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC y gnrD) que se unen al ADN girasa (gyrA'y gyrB) y a la topoisomerasa
IV (parC y parE) disminuyendo la accién de las quinolonas. El aumento de la resistencia a esta
familia de antibiéticos se puede relacionar con el aumento de la MIC (concentracion minima
inhibitoria) hacia diferentes quinolonas, en E. coli se ha notado que se habla de una “susceptibilidad
disminuida”. Dado que en los ultimos afios se han descrito numeroso genes gnr, se ha efectuado una
propuesta de nomenclatura (Cattoir et al., 2007; Jacoby et al., 2008) y se ha dispuesto una pagina
web en lo que se retne 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 patdgenos

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

3 otr. El mecanismo de resistencia antimicrobiana mas comun hacia las tetraciclinas es mediante;

Sistemas de proteinas eflujo activo. Estas proteinas funcionan como un sistema de
contratransporte, donde las proteinas captan un protdn desde el espacio extracelular mientras
evacua un complejo formado por el farmaco y un cation, utilizando como fuente de energia
la fuerza proton motriz entregada por la gradiente electroquimica a través de la membrana
citoplasmatica (Roberts, 2008). El flujo del farmaco reduce la concentracién intracelular de
estas, protegiendo asi a los ribosomas del citoplasma. Se han descrito en bacterias Gram
negativas 26 genes que son codificantes de proteinas flujo activo como son; tetA, tetB, tetC,
tetD, tetE, tetG, tetH, tetl, 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;

Proteinas de proteccién ribosomal (PPRs). Es el mecanismo de resistencia mas
frecuentemente utilizado. Corresponde a proteinas plasmaticas solubles que protegen a los
ribosomas de la accién de las tetraciclinas y confieren resistencia (Chopra y Roberts, 2001).
Se han descrito 11 genes involucrados como son; tetM, tetO, tetS, tetW, tetQ, tetT, tetPB?, te?

por mencionar algunos.

Inactivacion enzimatica a la tetraciclina. EI Unico ejemplo de resistencia por alteracion
enzimaética a la tetraciclina se codificada por el gen tetX. El producto de este gen tetX es una
proteina citoplasmatica de 44 kDa que modifica quimicamente la tetraciclina en presencia de
oxigeno y NADPH.

Mecanismo aun 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 proteina menor que las proteinas de eflujo activo y que las PPRs. EI mecanismo
de resistencia codificado por el gen otr(C) tampoco ha sido identificado, debido a que ain no
ha sido secuenciado, pero se ha especulado que no codifica ni para proteinas de eflujo ni la

PPRs, pero aun no esté totalmente esclarecido si codifica para la inactivacion enzimatica o
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de un mecanismo aun no descrito (Chopra y Roberts, 2001; Levy et al., 1989; Marti et al.,
2006; Roberts, 2008).

Resistencia a los fenicoles.

Dentro de los mecanismos de resistencia antimicrobiana al cloranfenicol, el mas frecuente es el de la
inactivacion enzimatica por acetilacion 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 aminoacidos. Ademas la resistencia a cloranfenicol puede estar mediada por sistemas
de exportadores especificos 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 adquisicion de genes mutantes mediante elementos mdviles. En el caso de las
sulfonamidas se han descrito los genes sull, 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 maltiples 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 determind la presencia de los genes sull, sul2 y sul3 (Kerrn et al., 2002);
asi como de dfrAl, dfrA5, dfrA7, dfrAl2 y dfrAl7, estos genes de resistencia principalmente
relacionados con integrones tipo 1y 2 (Bailey et al., 2010)

De manera general, las enterobacterias a nivel mundial presentan alta resistencia hacia diversos
antibidticos y estas estan 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;
Marti et al., 2006; Mosquito et al., 2011).
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Cuadro 2. Genes de resistencia y mecanismo de accion asociados en bacterias (tomado y modificado de Mosquito et al., 2011).

Familia de antibidticos

Mecanismo de accién

Mecanismo de resistencia

Genes implicados

Betalactamicos

Interfiere en las Ultimas fases de la
sintesis del peptidoglicano, componente
necesario en la formacion de la pared

bacteriana

Betalactamasas: enzimas que se
caracterizan por hidrolizar el

enlace amida del nicleo

Betalactdmicos, inactivando de

esta manera el antibiético

Genes que codifican
betalactamasas:  blargw,
blaghy, blacars,  blaoxa,

blacrx.m y blages

Quinolonas

Inhibe la accién de las topoisomerasas y

del ADN girasa bacterianas

Mutaciones puntuales que generan
el cambio de aminoécidos en la

enzima blanco del antibiético

Sistemas de expulsion

Presencia de genes plasmidicos de

resistencia antibidtica

Mutaciones a nivel de
gyrA (gen que codifica
una subunidad de la ADN
girasa) y parC (gen que
codifica una subunidad de

la topoisomerasa 1V).

AcrAB-like

presente  en

(sistema
diferentes

enterobacterias)

familia de genes gnr (A, B,
C, D y S) que codifican
Qnr

impiden estéricamente la
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En la actualidad hay poca informacion sobre la prevalencia de los determinantes de resistencia
multiple de antibidticos y de los elementos integrativos y conjugables (AMR-ICE) en los agentes, lo
cual representa un riesgo critico para la eficacia de la futura terapia antimicrobiana. La adquisicion
simultanea y rapida de multiples genes de resistencia a través de un unico evento fortuitos, podria

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

2.3.1 Antecedentes de la nanociencia y nanotecnologia.

La nanociencia se ha encargado del estudio de los atomos para que la nanotecnologia produzca, disefie
y utilice de estructuras, dispositivos y sistemas mediante el control de la formay tamafio de materiales
a escala nanométrica con aplicaciones en las diversas areas de la ciencia, en ingenieria y en la
tecnologia (Hornyak et al., 2009; Initiative, 2002; Frejo et al., 2011).

En el caso de la nanomedicina, ésta es la aplicacion de la nanotecnologia para realizar diagnostico
médico, tratamiento y prevencidn de enfermedades, aprovechando las propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas mejoradas de los materiales a nanoescala. En el caso de los nanofarmacos, la mayoria de

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

Los nanomateriales son estructuras que se encuentran en un rango de tamafio 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 tamafio de los nanomateriales es un pardmetro de interés, debido a su
impacto a nivel bioldgico 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 patégenos. Los “nanoantibidticos”
(Huh y Kwon, 2011) son nanomateriales que muestran una actividad antimicrobiana o que elevan la
efectividad y seguridad de los antibiéticos. Las nanoparticulas metalicas son un buen ejemplo de
nanoantibidticos. 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 todavia.

-25-



Quantum Dots

Gold NPs

Upconverting NPs

Figura 4.-Tipos de nanoparticulas. Nanoparticulas son cominmente definidas como objetos con dimensiones de 1-100 nm. En esta

ilustracion es representado la morfologia de las NPs mas cominmente usados y mas prometedoras (Re et al., 2012)

Entre los nanomateriales méas estudiados por la bionanomedicina, se encuentran las nanoparticulas
metalicas, tales como las de plata (AgNPs) (Franci et al., 2015), de oro (AuNPs) (Mateo et al., 2013)
dioxido de titanio (TiO2NPs) y el zinc (ZnNPs) (Yao et al., 2018). Las nanoparticulas NPs metalicas
presentan caracteristicas importantes para las areas microbiol6gicas 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 nanoparticulas de plata.

Historicamente la plata ha sido utilizada ampliamente por algunas civilizaciones desde la antigliedad
con diferentes propdésitos, principalmente para la desinfeccion del agua (Jain y Pradeep, 2005).
Muchas sociedades han usado la plata como joyeria, adornos, bajillas finas, aleaciones dentales,
fotografia, fabricacion de monedas, explosivos, etc. y se considerd que la plata brindaba beneficios
de salud a los usuarios (Chen y Schluesener, 2008). En el antiguo sistema médico indio Ayurveda, la
plata se describié como agente terapéutico de muchas enfermedades. Existe un uso cada vez mayor
de la plata como agente antibacteriano y antifingico 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 XV se describe la plata y sus derivados como un producto medicinal con multiples
propésitos y a fines del siglo XI1X se introduce la solucion 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 ionica (electrocoloidales) como agentes antibacterianos.
Existen indicios de que las nanoparticulas de plata (AgNPs) se encuentran presentes desde siempre
en la naturaleza y que la produccion deliberada de AgNPs se practica desde hace méas de 100 afios,

siendo uno de los nanomateriales mas comdnmente utilizados (Ge et al., 2014).

El primer reporte de obtencion de nanoparticulas de plata data de 1889, cuando M.C. Lea informa
sobre la sintesis de plata coloidal estabilizada con citrato, procedimiento mediante el cual el tamafio
promedio fue de 7 a 9 nm. A partir de 1897 se comercializa un producto bajo el nombre de
“Collargol”, conteniendo nanoparticulas con un tamafio promedio de 10 nm y utilizindose para
aplicaciones terapéuticas en la medicina. También se describe en 1902, la estabilizacion de la
nanoplata utilizando proteinas. En 1953 Moudry patenta un producto con nanoparticulas 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 introduccion de los antibioticos en 1940, se disminuy0 el uso de la plata, sin embargo
en los Gltimos afios como consecuencia de la resistencia bacteriana, una mejora en la tecnologia

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

2.3.3 Propiedades bactericidas de las nanoparticulas de plata.

Las nanoparticulas 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 accion muy diverso con propiedades bactericidas (Baker et al., 2005; Kim et al., 2007; Rai et al.,
2012; Doddapaneni et al., 2018), ademéas de capacidades antivirales (Rai et al., 2014),
antiparasitarias, (Allahverdiyev et al., 2011), antifangicas (Doddapaneni et al., 2018) y también
posee propiedades deseables en la clinica, tales como su capacidad antinflamatoria (Nadworny et al.,
2008), la promocion de la regeneracion de tejidos con quemaduras (Klasen, 2000), antidiabética

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

La actividad biocida de las AgNPs depende de varias caracteristicas morfoldgicas y fisicoquimicas,
por ejemplo, tamafio, forma y superficie, que influyen directamente en el éxito de estos compuestos
como agentes antimicrobianos. Se ha demostrado una accion antibacteriana mejor de las AgNPs

cuando las particulas son mas pequefias dentro del rango de tamafio del nanémetro, 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 cientificos han estudiado la actividad bactericida de las nanoparticulas de plata frente a cepas
patgenas y cepas multirresistentes, se ha demostrado que las nanoparticulas 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-Cristobal et
al., 2009), Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) (De Souza et al., 2006; Panacek
et al., 2006; Ayala-Nufiez et al., 2009; Espinosa-Cristdbal et al., 2009) y Staphylococcus aureus
resistente a la vancomicina (VRSA) (Ayala-Nufiez et al., 2009), aungue 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 colera,
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 nanoparticulas es la generacion
de resistencia después de una exposicién 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 caracteristicas de las nanoparticulas son diferentes con respecto al material
de origen, los mecanismos de resistencia observados en los metales pesados no se han presentado en
las nanoparticulas (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, sefiala
que las bacterias expuestas por un tiempo prolongado a las nanoparticulas no generan resistencia y
no se observd un efecto cruzado entre antibioticos y nanoparticulas (Niakan et al., 2013). Estudios
recientes por (Panacek 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
nanoparticulas de plata después de la exposicion repetida. La resistencia se deriva de la produccion

de la proteina flagelina adhesiva flagelo, que desencadena la agregacion de las nanoparticulas.
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2.3.4 Sintesis y mecanismo de accion de las nanoparticulas de plata.

Sintesis de las nanoparticulas de plata.

Hay numerosos reportes sobre la sintesis de la nanoparticulas de plata (Suny Xia, 2002; Panacek et
al., 2006; Nair y Laurencin, 2007). En general, existen dos estrategias para producir NPs metalicas.
El primer método es el llamado “bottom-up” (abajo-hacia arriba) que usan métodos quimicos en
solucién coloidal, son procesos de formacion de particulas a partir de una solucién, donde las
nanoestructuras se obtienen mediante el ensamblaje de unidades basicas mas pequefias en estructuras

mas grandes.

El otro método es el de “top-down” (arriba-hacia abajo) que utiliza métodos de fisicos, procesos de
molienda, que comienza a partir de material cuyo tamario se reduce durante el proceso hasta llegar a
un tamafio nanométrico con un consumo considerable de energia. Las técnicas top-down incluyen,

fotolitografia y litografia por haz de electrones (Suny Xia, 2002; Eustis et al., 2006).
Mecanismos de accién de las nanoparticulas plata (AgNPs).

Aunque, las AgNPs han demostrado ser efectivos contra mas 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 accion antimicrobiana (Malarkodi et al., 2013). Sin

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

La accién antimicrobiana de AgNPs esta vinculada con cuatro mecanismos bien definidos:

1
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Figura 5. Mecanismo de accion de las AgNPs.
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Adhesion de las AgNPs a la superficie de la pared celular y la membrana.

La exposicion de las AgNPs a microorganismos provoca la adhesién de nanoparticulas a la
pared celular y a la membrana. La carga superficial positiva de las AgNPs es crucial para la
adhesion (Abbaszadegan et al., 2015).

La carga positiva confiere atraccion electrostatica entre los AgNPs y la carga negativa de la
membrana celular de los microorganismos, facilita la unién de las AgNPs a las membranas
celulares. Los cambios morfoldgicos se hacen evidentes en dicha interaccion y pueden
caracterizarse por la contraccion del citoplasmay 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 (Sondiy Salopek-Sondi, 2004). Se ha observado una atraccion
entre las mismas cargas cuando las NPs tienen carga negativa, pero es mas débil la interaccion
(Chamakura et al., 2011).

Penetracion de AgNPs dentro de la célula y dafio de las estructuras intracelulares

(mitocondrias, vacuolas, ribosomas) y biomoléculas (proteinas, lipidos y ADN).

En situaciones en donde las AgNPs penetran la célula microbiana, puede interactuar con
estructuras celulares y biomoléculas lo cual tienen efectos dafiinos sobre los
microorganismos. En particular, la interaccion de las AgNPs con los ribosomas conduce a su
desnaturalizacion causando la inhibicion de la traduccion y la sintesis de proteinas (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
proteinas, lo que resulta en su desactivacion (Klueh et al., 2000; Rai et al., 2012). Tanto las
AgNPs y como los iones Ag (+) alteran la estructura tridimensional de las proteinas en la
interaccion e interfieren con los enlaces disulfuro y bloguean los sitios activos de unién que

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

Bhattacharya y Mukherjee, (2008), demostraron la inhibicion del metabolismo de la glucosa,
esto se debe a la inactivacion de la enzima fosfomanosa-isomerasa en la interaccion con las
AgNPs. La fosfomanosa isomerasa media la isomerizacion del fosfato de manosa-6 en

fructosa-6-fosfato, este Gltimo es un intermediario importante en el ciclo glucolitico.
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Se ha demostrado que la interaccién entre las AgNPs con el ADN, puede causar dafio en el
proceso de la transcripcion del ADN e interrupcién en la divisién celular (Hsueh et al., 2015;
Kumar et al., 2016). Las AgNPs causa dafios en el ADN produciendo roturas en la cadena y
mutaciones en genes esenciales de reparacion de ADN (mutY, mutS, mutM, mutT y nth)
(Radzig et al., 2013). Se ha encontrado que los iones Ag (+) forman complejos con acidos
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, alli interrumpe la estructura de doble hélice (Klueh et al., 2000) y la
intercalacion de las AgNPs en la hélice de ADN puede bloquear la transcripcion de genes en

microorganismos (Morones et al., 2005).

Cuando las AgNPs interactla con cepas de S. aureus, la divisién celular se inhibe en sus
etapas iniciales (Jung et al., 2008) sugiriendo que la interaccion de los iones Ag (+) con el
ADN puede tener un papel en la prevencion de la division y reproduccion celular (Monteiro
etal., 2012).

Induccién de toxicidad celular y estrés oxidativo causado por la generacion de especies

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

El aumento del estrés oxidativo celular en los microbios es una indicacion de los efectos
toxicos causados por los iones de metales pesados, como la Ag (+). La potente actividad
antibacteriana, antifungica y antiviral de las AgNPs se debe a su capacidad de producir ROS
y especies de radicales libres como el peroxido de hidrégeno (H202), anion superdxido (O2),
radical hidroxilo (OH), acido hipocloroso (HCIO) y Gnico agente toxico genético (Kim et al.,
2011).

La generacion 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 toxico puede deberse a la unién de iones Ag (+) a la
membrana celular de los microorganismos, que en consecuencia transmite la sefializacion y

bloquea la funcion respiratoria mitocondrial de los microbios (Blecher y Friedman, 2012).
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e Modulacién de las vias de transduccion de sefiales.

El ciclo de fosforilacion y cascada de desfosforilacion es un mecanismo de transmision de
sefiales en microorganismos esenciales para el crecimiento microbiano y la actividad celular
(Kirstein y Turgay, 2005).

El examen del perfil de fosfotirosina de las proteinas bacterianas tanto de Gram positivas
como Gram negativas ofrece una manera muy Util de estudiar el efecto de las AgNPs en las
vias de transduccion de sefiales bacterianas. Estas vias de sefializacion afectan el crecimiento
bacteriano y otras actividades moleculares y celulares (Mijakovic et al., 2003; Mijakovic, et
al., 2005; Mijakovic, et al., 2006). Las proteinas fosforiladas resultantes tienen un papel
esencial en la replicacion del ADN, en la recombinacion, en el metabolismo y el crecimiento
de las bacterianas y por lo tanto, la inhibicion de la fosforilacion de las proteinas inhibiria su
actividad enzimatica, lo que provocaria la inhibicion del crecimiento bacteriano de una

manera similar (Iniesta et al., 2006).

Ademas 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 ain mas a inhibir

los microorganismos (Tian et al., 2007).
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I11. JUSTIFICACION.

La queratoconjuntivitis contagiosa ovina (QCO) es una enfermedad que causa pérdidas econdmicas
importantes en la produccion ovina y caprina a nivel mundial, ademas 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 mas extensos. Las especies del género Moraxella
estan involucrados en los procesos de la QCO y QIB, sin embargo, aln no se conoce por completo el

papel que juega cada uno de ellos.

El uso de compuesto antimicrobianos en la produccién animal ha sido una préctica no regularizada
que carece de control y supervision, como consecuencia de esto se ha causado el desarrollo de cepas
resistentes, para lo cual, existe evidencia de la aparicion de cepas de Moraxella spp. resistentes a
diversos farmacos. 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 abriria una brecha a nuevas lineas de
investigacion con respecto al riesgo que representa para la eficacia de la futura terapia antimicrobiana,
lo que conlleva, a un reto cientifico muy importante para descubrir, disefiar o fabricar nuevas

alternativas terapéuticas que permitan combatirlas de una manera mas eficiente.

Las nanoparticulas de plata se consideran ahora una alternativa viable al uso de los antibidticos,
parecen tener un alto potencial para resolver el problema de la aparicion de bacterias multirresistentes.
Las distintas nanoparticulas poseen caracteristicas variables, que pueden ser aprovechadas en las
areas biomédicas, algunas ventajas de las NPs son: baja citotoxicidad, menores costos de produccion
y la posibilidad de sobrepasar los mecanismos de resistencia, asi como, un efecto antibacteriano

mayor especialmente en bacterias Gram negativas.

Asi que, las nanoparticulas de plata podrian ser una opcion al uso de los antibidticos, en la clinica
veterinaria de campo y en la aparicién de cepas Moraxella spp. resistentes asociados a problemas

oculares en ovinos.
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V. HIPOTESIS.

El uso de las nanoparticulas de plata in vitro sera eficaz para la inhibicion del desarrollo Moraxella
spp. multirresistentes, obtenidas de casos clinicos 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 nanoparticulas de plata contra en cepas de Moraxella

spp. multirresistentes.

Objetivos especificos

e Aislar y realizar la caracterizacion fenotipica de Moraxella spp. obtenidas de muestras de

casos clinicos de queratoconjuntivitis en ovinos en el Estado México.

e Caracterizar genotipicamente a través de los genes 16S rRNA y rtxA los aislados Moraxella

spp. obtenidos previamente de casos clinicos de queratoconjuntivitis en ovinos.

e Determinar la sensibilidad antimicrobiana in vitro de aislados de Moraxella spp.

e Amplificar la presencia de los genes sull, sul2, tetB, gnrA, gnrB, floR y Blatem que pueden

conferir resistencia antimicrobiana a los aislados Moraxella spp.

e Determinar el efecto bactericida in vitro de las nanoparticulas de plata contra Moraxella spp.

multirresistentes.
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VI MATERIALES Y METODOS.

Disefio de la investigacion.

El disefio de la investigacion del proyecto se baso en el método cientifico, constructivista, positivista,

experimental y descriptivo.
Limite de tiempo y espacio.

El proyecto de investigacion comprendio del periodo de febrero de 2017 a enero de 2019. La
recoleccion de las muestras de casos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina se realizd en 15
unidades de produccién ovina ubicada en 11 localidades de 6 municipios perteneciente al Estado de
México (Lerma, Xonacatlan, Capulhuac, Toluca, Calimayay Tenango) durante el periodo primavera-
verano de febrero a junio del 2017. Las unidades de produccién ovina estan distribuidas en la Region
VIl Lerma y Region XII Toluca pertenecientes a la Macro region | Toluca, Estado de México
ubicados a una latitud: 18° y longitud: -90.8903 Cuadro 3.

Cuadro 3. Distribucién de las unidades produccion ovina de casos de QCO en el Estado México.

Municipio Localidad N° de unidad de Animales Regién VI Regidn Xl
produccion dentro del Lerma Toluca
hato
Lerma 3 3 80 Lerma
Xonacatlan 1 3 117 Xonacatlan
Capulhuac 1 1 43 Capulhuac
Toluca 3 4 189
Toluca
Tenango 2 3 282 ]
) Calimaya
Calimaya 1 1 150
Tenango
N 11 15 861 3 3

Se realiz6 un muestreo piloto, para obtener el valor indicador de p = 0.23 (107/454), con la finalidad
de estimar el tamafio de muestra final del estudio (Arango, 2009), este valor servird como indicador
de la prevalencia, ya que no se dispone de informacién en la literatura sobre la prevalencia de la
gueratoconjuntivitis 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 podran ser parte del tamafio del muestreo final.
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Las pruebas de identificacion bacteriol6gicas, moleculares y ensayos antimicrobianos de las
nanoparticulas de plata se realizaron en las areas de Bacteriologia y Biologia Molecular del Centro
de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal, CIESA; Facultad de Medicina Veterinaria
y Zootecnia, Universidad Autonoma del Estado De México, Km, 15.5 Carretera Toluca-Atlacomulco,
Toluca, Estado de México, C.P 50090, México.

Tamairio de la muestra

Para la estimacion del tamafio de muestra se utiliz6 la férmula para poblacion finitas, utilizando la

formula estadistica de estimacion de proporciones.

N*Zuz *p*q

d?*(N-1) + Zs* p*q
Donde:
N= Total de poblacion (N= 861)
Z,? = nivel de confianza = 95%
p= probabilidad de que ocurra el evento.
g= 1-p, probabilidad de que no ocurra el evento.
d=error estimado (al 5%).
n= tamafio de la muestra.

Para la estimacion del indicador de p, se realiz6 un muestreo piloto, obtenido un valor de p = 0.23
(107/454) (Arango, 2009).

Toma de muestras e identificacion de aislados

Se identificaron a los animales con afecciones oculares sugerentes con QCO dentro de los rebafios a

través de una exploracion clinica y pruebas oftalmolégicas, se determind el grado de lesion. Se

-37-



recolectaron las muestras por medio de un hisopo estéril realizando un pase de la descamacion
conjuntival sin tocar el borde palpebral, teniendo cuidado de no contaminar la muestra (Akerstedt y
Hofshagen, 2004).

Posteriormente el hisopo se colocd en medio de transporte Stuart (MTS, Cat 1058A, Dibico en
México S.A de C.V) se mantuvo la muestra en refrigeracién a 4°C para su conservacion y su
transporte hasta ser procesadas dentro del laboratorio de bacteriologia del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Auténoma del Estado de México.

Identificacion bacterioldgica 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 37°C en condiciones
aerobios. Para la identificacion bacterioldgica se realizd las siguientes pruebas bioquimicas
convencionales, movilidad bacteriana, produccion de oxidasa y catalasa, produccion de acido o gas a
partir de glucosa sacarosa y lactosa (TSI), la fenilalanina (AF, Cat 211785, Bioxon, Becton Dickison
en México), para formar indol y acido fenilpiravico, respectivamente, produccion de ureasa (CU, Cat
BD227210, Difco, Becton Dickison en México), deteccion de aislamientos fermentadores de lactosa
y produccion de exoenzimas como gelatinasa (AG, Cat BD214340, Difco, Becton Dickison en
Meéxico), desoxirribunucleasas (ADNAse ,Cat BD227210,Bioxon, Becton Dickison en México),
reduccion de nitrato (CN, Cat BD226810,Bioxon, Becton Dickison en México). Ademas, se evalud
la actividad B-hemolitica por la aparicién 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.

Extraccion de ADN.

La preparacion rapida de ADN se realizd a partir de una colonia en un volumen total de 100 pL de
agua destilada estéril a 95°C durante 10 minutos seguido de una etapa de centrifugacién a 9279 g
(Eppendorf Centrifuga 5415D,USA) de la suspension celular y posteriormente la recoleccion de la
extraccion del ADN (Dallenne et al., 2010). Como control negativo se utiliz6 cepa de Staphylococcus
aereus ATCC 25923 en el PCR.
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Primers.

La identificacion genotipica de las especies del género Moraxella se realiz6 por medio de la
amplificacion de los fragmentos 16S rRNA y la region 3’ rixA que codifica para la citotoxina A. En

el Cuadro 4., se muestra la secuencia de los cebadores y el tamafio del amplicon.

Cuadro 4. Identificacion de especies de Moraxella con primers especificos.

Gen  Especie ) Tamafio  del .
Cebadores Secuencia 5°- 3” Referencia
fragmento
MbxAF 5" GCA AAA CTG GCA ATGACGA 3 .
(Farias et al.
943 pb 2015
M. bovis MbxAR 5" GTG CCA TTG ACC CAA CTA GC 3’ )
<
B M.
bovoculi MbvAF 5" AAT GCT GGT GCT GGT AACGA 3 Farias et al.
990 pb
(2015)
M. ovis  MovAR 5" TGG TTG CAG GGT ATT GGA GC 3’

Ovil6S1F 5" GAA CGA TGA GTA TCC AGC TTG CT 3 Shen et al

< 1849 pb
Z .
& M ovis Ovis1849R 5" CTC TTT ACT TTG GTT AAT TAT TTT GTT GGA 3’ (2011)
w
g
M. Shen et al.
. Bovol915R 5" TGT ATT GGG TAC AAT CAC CAT GG 3’ 1859 pb
bovoculi (2011)
Bviv16S1F 5" GAA CGA TGA CTA TCT AGC TTG CTA GAT ATG 3’ Shen et al
1541 pb '

M. bovis Bovi1541R 5 AGC TAT AGA CCC AAT TTA ACT TAC GCT ACT 3’ (2011)

Identificacion genética de aislamientos de Moraxella.
Gen 16S rRNA.

Para la amplificacion del gen 16s rRNA se realiz6 un PCR multiplex utilizando un volumen de
reaccion total de 25 pL. Se usé 12.5 pL de Master Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122
Promega), 1 pL de cada cebador (Ovil6S1 F/ Ovis1849 R, Bovo1915 Ry Bviv16S1 F/ Bovil541 R),
5 ul de la extraccion de ADN bacteriano y 3.5 L de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega).
Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MultiGene™ Mini, TC 020-24, Labnet
International Inc, California, USA) y se usd el siguiente protocolo de temperaturas: una
desnaturalizacién inicial a 95°C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 40 s a 95°C, 40 sa55°Cy 1
min a 72°C y finalmente la extension a 72°C durante 7 min. La calidad de los productos de PCR se

determind en un gel de agarosa al 1.0%, posteriormente se tifio con bromuro de etidio y se visualizd
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mediante irradiacion UV (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel), el
tamafio de amplicén 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 citotdéxina A (mbxA, mbvA y movA).

Para la amplificacion del gen rtxA se llevo a cabo una mezcla de reaccion total de 25 pL por medio
de un PCR multiplex. Se us6 12.5 pL de Master Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega),
1 pL de cada cebador (mbxA F/ mbxA R, mbvA F/ MovA R), 5 pl extraccion de ADN y 4.5 uL de agua
libre de nucleasas (Cat.P1195 Promega). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
(MultiGene™ Mini, TC 020-24, Labnet International Inc, California, USA) y se uso el siguiente
protocolo de temperaturas; una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min seguido de 35 ciclos
de 95°C durante 50 s, 65°C durante 50 s, 72°C durante 1 min y una extension final 72°C por 4 min.
La calidad de los productos de PCR se determind en un gel de agarosa al 1%, posteriormente se
realizd una tincién bromuro de estudio y se visualiz6 mediante irradiacion ultravioleta (Mini-Bis
16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel), el tamafio de amplicon 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 0 5 colonias y se transfirieron estas
a un tubo que contiene 3 a 5 cm?® de Mueller-Hinton (MH, BBL ™, Becton, Dickinson en México),
se ajustd a una escala de 0.5 Mc Farland lo que equivale a una concentracién 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
concentracion conocida de ampicilina (10 pg), carbencilina (100 ug), cefalotina (30 pg), cefotaxima
(30 pg), ciprofloxacina (5 ug), cloranfenicol (30 ug), nitrofurantoina (300 pg) netilmicina (30 pg),
gentamicina (10 pg), amikacina (30 pg), sulfametoxazol/trimetropim (25 pg), norfloxacina (10 pg),
tetraciclina (30 pg), acido nalidixico (30 ug), finalmente se incubaron las placas con los unidiscos, a
una temperatura de 37°C por 24 horas (Bernal y Guzman, 1984).

Para la interpretacion de los resultados del método difusion en disco se determinaron los perfiles
sensibles (S), intermedio (1) y resistente (R) y estos fueron definidos a partir de los didmetros de los

halos de inhibicién total antimicrobiana, ya que los diametros tienen una relacién inversa con la
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concentracion minima inhibitoria se aprecia en la Figura 6. Se utilizaron los criterios establecidos y

estandarizados para patdgenos 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 estandarizacion establecida. Y como cepa control se

utilizé Escherichia coli ATCC 25922 que fue donada por el departamento bacteriologia.

Figura 6. Esquema representativo de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana in vitro. (A) las flechas sefialan las direcciones en las que

estri6 el in6culo y los circulos azules muestran la distribucién de los antibiéticos. (B) Se muestra el crecimiento bacteriano en una placa

después de ser incubada 18-24 h sefialando el halo de inhibicién. Imagenes originales.

Cuadro 5. Lectura e interpretacion de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de inhibicion para la

familia la Enterobacteriaceae. Tomado y modificados (CLSI,2012).

Antibiético

Abreviacion

Concentracion (ug)

Interpretacion con respecto

al diametro (mm)

R I S

Criterios para la Familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli)

Ampicilina AM 10 g <I3 15-16 >17
Carbencilina CB 100 pg <19 20-22 >23
Cefalotina CF 30 pg <14 15-17 >18
Cefotaxima CXT 30 pg <22 23-25 >26
Ciprofloxacina CIP 5 ug <15 15-20 >21
Cloranfenicol CL 30 g <12 13-17 >18
Nitrofurantoina NF 300 pg <14 15-16 >17
Netilmicina NET 30 pg <12 13-14 >15
Gentamicina GE 10 pg <12 13-14 >15
Amikacina AK 30 pg <14 15-16 >17

-41 -



Sulfametoxazol/ SXT 25 ug <10 11-15 >16

Trimetropim

Norfloxacina NOR 10 pg <12 13-16 >17
Tetraciclina TE 30 pg <11 12-14 >15
Acido Nalidixico NA 30 pg <13 14-18  >19

Cuadro 6. Lectura e interpretacién de pruebas sensibilidad antimicrobiana con base en los halos de
inhibicion para la familia Moraxellaceae. Tomado y modificados (CLSI,2013; CLSI 2016).

Antibiotico Abreviacion Concentracion (ug) Interpretacion con respecto

al diametro (mm)

R I S

Criterios para la Familia Moraxellaceae (Moraxella spp).

Ampicilina AM 10 pg <20 21-28 >29
Carbencilina CB 100 pg <I8 19-23 >24
Cefalotina CF 30 pg <14 15-17 >18
Cefotaxima CXT 30 pg <14 15-22 >24
Ciprofloxacina CIP Sug <15 15-20 >21
Cloranfenicol CL 30 ug) <12 13-17 >18
Nitrofurantoina NF 300 pg <14 15-16 >17
Netilmicina NET 30 pg <12 13-14 >15
Gentamicina GE 10 pg <12 13-14 >15
Amikacina AK 30 pg <14 15-16 >17
Sulfametoxazol/ SXT 25 ug <10 11-15 >16
Trimetropim

Norfloxacina NOR 10 pg <12 13-16 >17
Tetraciclina TE 30 ug <14 15-18 >19
Acido Nalidixico NA 30 ug <22 23-27  >28
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Genes de Resistencia antimicrobiana.

La identificacién molecular de los genes de resistencia antimicrobiana en Moraxella spp., se llevé a
cabo mediante la amplificacion de diversos genes que confieren resistencia a diversos antibioticos
como las sulfonamidas sull/sul2, tetraciclinas teB, quinolonas gnrA/gnrsS, cloranfenicol y florfenicol
floR, betalactdmicos BIaTEM, 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-Gonzalez et al., ). Como se observa en el Cuadro 7 se muestran las secuencias y el tamafio

del amplicon de cada uno de los genes de resistencia.

Cuadro 7. Secuencia, tamafio de los fragmentos de los genes de resistencia antimicrobiana utilizados en Moraxella

spp.

Resistencia Cebadores Secuencia 5°-3" Tamafio del Referencia.
fragmento
sull F 5" CGG CGT GGG CTA CCT GAA CG 3 Kerm et al.
433 pb 2002
sull R 5” GCC GAT CGC GTG AAGTTC CG 3’ ( )
Sulfonamidas  sy12 F 5 GCG CTC AAG GCA GAT GGC ATT 3’
Kerrn et al.
293 pb
sul2 R 5> GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT 3’ (2002)
tetBF 5" TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG 3 Marti et al.
650 pb
Tetraciclinas ~ tet BR 5" GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG 3’ (2006)
gnrA F 5> AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG 3’ .
580 ob Cattoir et al.
p
gnrAR 5" TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC 3’ (2007)
Quinolonas gnrB F 5> GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG 3’ .
264 0b Cattoir et al.
p
gnrB R 5’ TTT GCY GYY CGC CAGTCG AA 3 2007)
B-lactdmicos MultiTSO-T Blatem F 5 CAT TTC CGT GTC GCC CTT ATTC 3 400 55 Dallenne et al.
p
MultiTSO-T Blarem R 5 CGT TCA TCC ATA GTT GCCTGAC 3’ (2010)
Florfenicol/ floR F 5’ CTT TGG CTA TAC TGG CGA TG 3’ .
Chiu et al
cloranfenicol 266 pb (2006)
floRR 5" GAT CAT TAC AAG CGC GAC AG ¥’

Y=ToC;R=AorG,S=GorC,D=AorGorT,H=AorCorT; M=AoC.
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Genes de resistencia a las sulfonamidas, sull y sul2.

Se realiz6 un PCR punto final con una mezcla de reaccion total de 25 pL. Se us6 12.5 pL de Master
Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 pL de cebadores conjunto (sullR / sullFy
Sul2R /sul2F), 5 L de extraccion de ADN bacteriano y 5.5 pL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195,
Promega). Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador (MultiGene™ Mini, TC 020-24,
Labnet International Inc, California, USA), para la amplificacion de los genes sull y sul2 (Mini-Bis
16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, lsrael), se usé el siguiente protocolo de
temperaturas: una desnaturalizacion 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 extension final 72°C por 7 min. La calidad de los productos de
PCR se determiné en un gel de agarosa al 2% y posteriormente se realizd una tincién con bromuro
de etidio y se visualiz6 mediante irradiacion UV (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems
Transluminador), en el cual se observo el tamafio del amplicon para sull de 433 pb y para sul2 de
293 pb (Kernn et al., 2002).

Genes de resistencia a las quinolonas, gnrA 'y gnrB.

Se llevo a cabo la mezcla de reaccion total de 25 uL d PCR multiplex. Se us6 12.5 pL de Master Mix
(Gotag Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 pL de cebadores conjunto (qnrA F/ gnrA R, gnrB
F/ gnrB R), 5 pL de extraccion de ADN bacteriano y 3.5 pL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195,
Promega). La amplificacion se llevd a cabo de la siguiente manera: una desnaturalizacion inicial a
95°C durante 10 minutos; por 35 ciclos de 95°C durante 60s, alineacion de 54°C durante 60s y
extension de 72°C durante 1 min; y una etapa de extensién final a 72°C durante 10 minutos El
producto de PCR fue separado en un gel de agarosa al 2%, posteriormente se realizé una tincion con
bromuro de etidio y se visualiz6 mediante irradiacion ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging
Systems Transluminador) el tamafio del producto de PCR fue de 580 pb para el gen gnrA y de 264
pb para el gen gnrB (Cattoir et al., 2007).

Genes de resistencia a los betalactamicos, Blatewm.

Se llevo a cabo la mezcla de reaccién total de 25 pL del PCR punto final. Se usé 12.5 uL Master Mix
(Gotag Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 uL de cebadores conjunto (Blarem F/ Blatem R)
5 pL extraccion de ADN y 5.5 L agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). La amplificacion
se llevo a cabo de la siguiente manera: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 10 minutos; 30 ciclos
de 94°C durante 40 s, 60°C durante 40 sy 72°C durante 1 min; y una etapa de elongacion final a 72°C
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durante 7 minutos El producto de PCR fue separado en un gel de agarosa al 2%, posteriormente se
realizd una tincién con bromuro de etidio y se visualizd6 mediante irradiacion ultravioleta (Mini-Bis
16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador) el tamafio del producto de PCR fue 800 pb para
Blarem (Dallene et al., 2010).

Genes de resistencia a las tetraciclinas, tetB.

Se llev6 un PCR punto final con una mezcla de reaccion total de 25 pL. Se us6 12.5 pL de Master
Mix (Gotaq Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 uL de cebadores conjunto (tetB F/tetB R), 5
UL de extraccion de ADN bacteriano y 5.5 uL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). Para
la amplificacion del gen tetB se uso el siguiente protocolo de temperaturas; una desnaturalizacion
inicial a 94° C durante 5 min, seguido de 30 ciclos a 94 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 miny 72
°C durante 1 min, con una extension final de 72 °C durante 5 min. El producto de PCR fue separado
en un gel de agarosa al 1,5% y posteriormente se realiz6 una tincién con bromuro de etidio y se
visualizd6 mediante irradiacion ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems
Transluminador, Israel) el tamafio de los productos de PCR fue de 650 pb para tetB (Marti et al.,
2006)

Genes de resistencia a los cloranfenicoles, floR.

Se llevo a cabo la mezcla de reaccion total de 25 plL del PCR punto final. Se usé 12.5 uL de Master
Mix (Gotag Green Master Mix, Cat M7122 Promega), 1 pL de cebadores conjunto (floR F/ floR), 5
UL de extraccion de ADN bacteriano y 5.5 pL de agua libre de nucleasas (Cat.P1195, Promega). La
amplificacion se llevo a cabo de la siguiente manera: una desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5
minutos; seguido de 35 ciclos a 95°C durante 45 s, 56°C durante 45 sy 72°C durante 1 min; y una
etapa de elongacién final a 72°C durante 5 minutos. El producto de PCR fue separado en un gel de
agarosa al 2% y posteriormente se realiz6 una tincién con bromuro de etidio y se visualizé mediante
irradiacion ultravioleta (Mini-Bis 16mm, DNr Bio-Imaging Systems Transluminador, Israel) el
tamafio del producto de PCR fue 266 pb para FloR (Chiu et al., 2006).
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Determinacion de conteo unidades formadoras de colonias Moraxella spp.

El conteo de las UFC de la placa se realizé después del crecimiento bacteriano a las 24 h de incubacion

a 37 °Cy se aplico la siguiente ecuacion para determinar las UFC/mL.

UFC _ No.de colonias * 1000 pL
mL 10 pL

Donde: No. de colonias corresponde al nimero de UFC contadas después de la incubacion,
1000 pL es el volumen final

10 L es la cantidad inoculada en la superficie de la placa de conteo.

Actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata.

Se evalu6 mediante tres métodos la actividad antimicrobiana de las nanoparticulas 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 pg/L (25 a 200 mM) y se utiliz6 gentamicina (10 ug)

como control positivo y agua destilada estéril como control negativo en cada método.

Meétodo 1. Evaluacion de las AgNPs-C utilizando el método estandar de difusion en disco. Se
uso un cultivo puro de 24 h de cada bacteria. Para la preparacion de la suspension bacteriana, se ajusté
a una concentracién de 108 UFC/mL para Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Escherichia coli
ATCC 25922 y a una concentracion de 10® UFC/mL para Moraxella spp. a través de
espectrofotometria (Espectrofotometro 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 utilizé unidiscos de papel de filtro Whatman
(N.° 1) de 5 mm de diametro estériles y se impregnaron por separado con 20 uL de una solucién 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 didmetros de las zonas de inhibicidn se midieron y el valor medio para cada organismo

se registro y expresd en milimetro (Bernal y Guzman, 1984; Geethalakshmi y Sarada, 2012).
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Figura 7. Método de difusion en disco con las AgNPs. Imagen Original

Meétodo 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 cm? 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 pL de la suspension bacteriana de cada bacteria ajustada por
espectrofotometria antes mencionada. Las placas se incubaron durante 24 h a 37°C y los ensayos se
realizaron por triplicado, posteriormente se realizd el conteo de colonias de las placas

correspondientes de cada muestras en particular (Sondi y Salopek-Sondi, 2004).

Figura 8. Método de suplementacion de las AgNPs en agar. (A) Agar Mac Conkey, (B) Agar Sal y Manitol, (C) Agar
Tripticasa de Soya suplementadas con AgNPs. Imagenes Originales.

Método 3. Conteo de UFC/mL utilizando las AgNPs-C en la superficie del agar. La actividad
antibacteriana de AgNPs-C se monitoriz6 mediante un ensayo de inhibicion del crecimiento liquido
realizado en placas descrito por (Bulet et al. 1993). Se agregaron 10 uL de AgNP-C a diferentes
concentraciones 2.69 a 21.57 pg/L (25 a 200 mM) a 90 pL de suspension de los cultivos bacterianos
ajustada por espectrometria mencionada anteriormente en caldo Mueller-Hinton (MH, BBL ™,
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Becton, Dickinson en México) como se observa en la Figura 9. Los ensayos se llevaron a cabo por

triplicado y el crecimiento microbiano se evalu6 después de la incubacién 24 h a 37°C.

Figura 9. Método de conteo de colonia en placa utilizando las AgNPs en superficie del agar. Imagen original

Andlisis Estadistico.

Para el andlisis de los resultados se utiliz6 un Analisis de Varianza Paramétrico (ANOVA), Prueba
de Tukey y T student con un nivel de significancia de < 0.05 utilizando el paquete estadistico SPSS
Statistics Standard Version 20. @Copyright IBM Corporation and its licensor 1989.2011, IBM, IBM
logo (IBM, Armonk, NY, USA).
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VIl.  RESULTADOS.

Envio del articulo cientifico a revista indexada.
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Ahbstract

Ohjective: The aim of this study was to identify the phenotypic-genotypic relationship
of the antimicrobial resistance from Moravella spp. 1solates obtained from clinical cases

of contagions ovine keratoconjunctivitis (OKC) in the state of Méxco.

Methods and results: A total of 209 samples were obtaned and 58 isolates of
Moraxella ovis and two Mormelln bovoculi were identified by bacteriological
techniques and amplification of 165 »RN4 and ricd genes by PCE. All isclates were
evaluated i terms of antimicrobial resistance by the method of disk diffusion
susceptibility test and the amplification of genes of resistance by PCE. respectively. We
determined 14 isolates of Moraxella spp. with antimicrobial resistance (AME) and five
mmultiresistant (MDE) and amplified the genes of antinmicrobial resistance sull, sull,

teth, gnrd, gnrB, Bl and not amplified the gene floR.

Conclusion: is the first report of iselation of M bovoculi and M. ovis In ocular lesions
mn ovines in the state of Meéxico and the identification of genes of anfimicrobial

resistance.

Significance and impact of the smdy: It is suggested that Moraxvella spp. plays an
important role in the course of the disease and provides a panorama of interest in

molecular epidemiological surveillance and bacterial resistance.

Key words: Moravelln spp., contagious ovine keratoconjunctivitis, anfimicrobial

resistance, resistance genes, PCR
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Introduction.

Contagious ovine keratoconjunctivitis (OKC) is a disease that causes temporary or
permanent blindness in ovine and caprine animals, the clinical signs are conjunctivitis,
nasil and lacmmal secretion, photophobia, blepharospasm,  lymphofollicular
hyperplasia, keratitis and on rare occasions comeal ulcers. The clinically important
mucroorganisms of OKC are Moraxella ovis, Mycoplasma conjunctivae and Chlamydia
psitiaci (Dagnall 1994a, 1994b; Akerstedt and Hofshagen 2004; Nietfeld 2001
Femmandez-Aguilar ef al. 2013). Particularly, Moraxella bovis (Karthik et al. 2017) and
Moraxella Bovocnli (Farias ef al. 2013) have been 1solated form ovine cases, however,
it 15 associated with bovine infectious keratoconjunctivitis (IBK) and characterized by
the development of conjunctivitis and comeal wlcers, the micToorganisms involved are;
Moraxella bovis, Moravella ovis and Moraxella bovoculi (Angellos ef al. 2007 Shen ef
al. 2011; O'Cennor ef ol 2012). The differential biochemical tests of Moraxelle spp.
species are fenilalaminadesaminasa and gelatinase tests although they may be
mconsistent (Angelos and Ball 2007; Angelos et al. 2007). The molecular tests are
bazed on the amplification of the 165 and 235 rRNA genes (ITS) (Shen et al. 2011; Sesa

and Zunino 2013} and the rxid gene that encodes cytotoxin A (Faras ef al. 2015).

For the treatment of keratoconjunctivitis are used sulfonamides. tetracyclines (Scott
2007, Alexander 2010; Mabom ef al. 2013) and florfemcol (Gokee ef al. 2002) m a
local or systemdc mamner for which resistance has already been reported (Elad ef al

1988; Catry et al. 2007; Maboni et al. 2013).

Antibiotic-resistant pathogenic bactena are a serious problem werldwide due in part to
their ndizcriminate and massive nse in animals and hmans (Corvec er al. 2013;
Cameron and McAllister 2016). More than 890 beta-lactamase genes have been

charactenized worldwide in Enferobactenas linked to betalactamase resistance some of
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the most important are: Blaygy, Blagyy, Blacrsga, Blagss Blagy,, ¥ Blagus (Bush and
Jacoby 2010; Dallenne of al. 2010). On the other hand resistance to quinolones lies in
the plasmid gene transfer mainly by conjugation, as well as gur genes that encode the
famly of gnr protemms (gurd, garB, gurS, grrC and grD)) which bind to the DNA
gyrase (gyrA and gyrB) and the topoisomerase IV (parC and parE) reducing the action

of quinclones (Cattoir ef al. 2007; Jacoby ef al. 2008).

Fesistance to tetracyclines is related to the acquisition of fef genes. Currently at least 40
tet genes are described (ferA. taB. 10, e, among others) and 3 otr (orA. orrB” and
otrC) that ifervene with; the active efflux proteins system; nbosomal protection
proteins (RPPs); the tetracycline enzyme mactivation. (Levy et al. 1989; Chopra and

Roberts 2001; Marti f al. 2006; Mosquito et al. 2011).

Antimicrobial resistance to chloramphenicol/florfenicol, 15 related to the following
genes: cat (cath and carB), emlA and floF_ within its mamn mechanisms of action 15 the
enzymatic inactivation by acetylation, encoding the chloramphenicol acetyliransferases
enzyme and the of the specific exporter mediating resistance systems of
chloramphenicol florfenicol (Schwarz ef al. 2004; Chan ef al. 2008).

The mechanisms of resistance to sulfenamides and tmethoprim are linked to the
acquisition of mutant genes through mobile elements. The genes suf (sull, sul2 and
sul3) have been described for Sulfonamides (Kerm ef al. 2002; Bailey et al. 2010) and
were related to the integtons and these encode mutant forms of the dihydropteroate
enzyme synthetase that cannot be inhibited by the antibiotic action. As well as
tnmethoprim multiple genes have also been descnibed dff- (dfi-Al, dffAS, dffAT, df-AL12
and dfFAl7) (Infante et al. 2003; Ho e al. 2009; Dahmen of al. 2010).
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Moraxella spp. isolates were isolated and identified in various countries, and foumd to
be resistant to various antibiotics involved in both cases of OKC and IBE. Therefors, in
this study ams to isolate Moravella spp from ocular lesions in sheep in the state México
and the phenotypic-genotypic charactenization of the bacterial anfimicrobial resistance
in order to elucidate and umderstand the pathogenesis of these micToorganisms in the

disease.
Materials and methods.
Bacteriological sampling and isolation.

Samples (p=209) from sheep with ccular lesions were collected from 15 production
units distributed in six numicipalities in the state of Meéxico between Febmary and Jome,
2017, Specimens were obfained by comjunctival swabs in the lesion area without
touching the palpebral edge, the samples were placed in Stuart transport medium (STM,
Cat. 1058-A, Dibico in México) and mamtained in refrigeration at 4°C unti] processing
{Akerstedt and Hofshagen 2004).

Pegarding the isolation of the collected samples, the inoculations were performed on
5% ovine blood agar plates (ABS, BLL, Cat. BD211037 Becton, Dickison in Mexico)
and were incubated in aerobic conditions at 37 °C for 24-48 hrs. Colony growth criteria
and classical biochemical tests descnibed in the literature were used for the identification
of Moraxella species involved in keratoconjunctivitis (Angelos «f al. 2007; Angelos and

Ball 2007; Shen et al. 2011).

Sample size was calculated considenng the clinical cases of OKC through the finate
population sampling formula (Arange 2009; Epilnfo™). A pilot sampling was camied
out for the estimation of the p indicator, cbtaining a prevalence of 23.56% (107/454).
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Genotypic identification through the 165 rRNA and ricd genes of Moraxella spp.

DNA extraction using a heated colony in a total volume of 100 p | of stenile distlled
water, which was heated to 95 ® C for 10 minutes followed by a centmnfugation stage of
the cell suspension for 5 minutes at 9279 G (Eppendorf centrifuge 3413D, USA) and

subsequent DNA collection (Dallenne ef al. 2010).

The genes 165 rRNA and ricd were amplified by a multiplex PCE. with a final reaction
volme of 25 pl for each one containing: 125 pl Master Mix (Gotagq Green Master mix,
Cat M7122 Promega), 1 pl of each primer (ChilfS1 F/Chisl849 B. Bvivl6sl
FiBovil 341 B. and Bovel915 B for the gene 165 1ENA and for the Gene BtxA (Mbcd
F/Mbxd B Mbvd F and Movd B), 4 pl of bacterial DNA and 7.5 pl mucleases free water
(MNuclease-Free Water Cat. P1195, Promega). DNA sequences and the PCE product

sizes are described im the (Table 1)

The PCE protocol was established as follows: Regarding l6s rRNA gene; initial
denaturation of 5 mm at 95°C followed by 33 cycles: denaturation of 40 s at 95°C,
alignment of 40 5 at 55°C, extension 1 min at 72°C; and a final extension of 7 min at 72
“c and for the gene rocd 35 Cycles denaturation of 50 s at 93 “c s, alignment of 530 s at
63 ° C, extension 1 mun at 72 * C and a final extension 4 mun at 72 “c camed out n a
ThermoCyeler (MultiGeneTM Mini, TC 020-24, Labnet International Inc, Califomnia,
USA). All the amplification products were identified through horizontal electrophoresis
m 1% agarose gels stained with 0.5 pg/ml of ethidiom bromide and visnalized with a
UV transilluminator (Mini-Bis 16émm DNr Bie-Imaging Systems Transhmunor, Ismael)
(Shen ef al. 2011; Fanas ef al. 2013). Staphylococcus aurens ATCC 25923 strain was

used as negative confrol.
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Antimicrobial suscepiibility fests.

The susceptibility tests were camried out using disk diffusion method on agar Mueller
Hinton (AMH, BD Bioxen, Becton, Dickinson of Méxice) supplemented to 5% with
ovine blood defibmnated according to the guidelmes of the Institute of Clinical and
Laboratory standards (CLSI 2012, 2013, 2016). The bacterial solution turbidity
suspended Mueller-Hinton was adjusted (ME, BBEL TM, Becton, Dickinson in Mexica)
at a scale of 0.5 Mc Farlend equivalent to a concentration of 1-2 x10° CFUl/mL, the
following antimicrobials were used; ampicillin (10 pg). carbencilina (100 pg).
cephalothin (30 pg), cefotaxime (30 pg), ciprofloxacin (3 pg). chloramphenicol (30 ug).
nitrofirantoin (30 pg) netilmicin (30 pg), gentamicm (10 pg). amikacin (30 pg),
sulfamethoxazole/trimethoprim (25 pg), norfloxacin (10 pg), tetracycline (30 pg) and
nalidizic acid (30 pg) (BBL ™ Sensi-Disc ™ Becton Dickinson. United States), the
plates were incubated at 37 °c for 18-24 hours. Fegarding the imterpretation of the
results the following profiles were established: semsitive (), intermediate (I) and

resistant (B). Escherichia coli ATCC 23922 strain was used as confrol.
Antimicrobial resistance genes.

Polymerase chain reaction (PCE) was used for the idenfification of amfimicrobial
resistance genes, seven primers were used sequences and the amplification products
sizes are described in (Table 2), for the detection of genes sull and sul? (sulfonamides),
Blayg,, (p-Lactams), fetB (tetracyclines), floR (Florfanicol/chloramphenicol), As well as,
multiplex PCE. for gnrd and gmrE genes (qumolones). following the same reaction
condition previously published (Kerm ef al. 2002; Chiu ef of. 2006; Marti et al. 2006;
Cattoir ef al. 2007; Dallenne e al. 2010). As positive controls, were used Escherichia
coli ATCC 25922 and other E. coli isolates from residnal water and sewage

characterized phenotypically resistant for AM, CB, CF, CL, NA, TE.NET. NF * CPF *
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and genotypically possess gnrd -+, gnrB+ and Blayg,. genes (Talavera-Gonzalez ef al.)

in the process of publication.

Eesults.

A total of 209/861 examined amimal (24.27% prevalence) in six municipalities in the
state of Mexico, presented lesions compatible with OKC. With respect to the total
mumber of the studied samples (209), we identified 60 isolates of Moravella spp.
biochemically by amplification of the genes; 165 rRNA 90% (52 M ovis and 2
Moraxella bovoculi out of 60 samples); and ricd 93% (35 M. ovis and 2 Moraxella
bovoculi out of 60 samples) (Table 3).

90% (54/60) of the isolates amplified the gene 165 rRNA, was correctly identified 52/534
as Moraxella ovis observing a band of 1849 pb and the 254 as Moravelln bovoculi
observing a band of 1839 pb (table 3), no isolated amplified a band of 1341 pb

comesponding M. bovis (Figure 1).

For the gene Rixd was amplified 95% (37/60) of the isolates, was comectly identified
55/57 as M ovis and 2/57 M. bovoculi observing a band of 990 phb, no isclated amplified

a band of 943 pb comresponds M. bovis (Figure 2).

Antibiotic sensitivity tests.

The 58 isolates of Moravella ovis were sensitive to gentamicin and norfloxacin 100%
(38/38). Antimicrobial resistance of 15.31% (9/38) to nalidizic acid was observed,
12.06% (7/38) to mitrofurantom, 10.34% (6/38) to ampicillin, 6.8%% (4/58) to

chloramphenicol 3.44% (2/58) to cephalothing 3.44% (2/58) to tefracycline and 1.72%

Page 8 of 33
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(1/38) to cefotaxime, to netilmicin to amikacin and sulfamethoxazole/trimetropim. The
two isolates of M bovoculi showed resistance to nalidixic acid and one also presented

imfermediate resistance to ciprofloxacin and cefotaxime.

68.33% (41/60) of the isclates showed sensitivity to all the antibiotics used, and 31.66%
(19/60) were resistant to one or more antbiotics. It was determined that 21.66% (14/60)
of the isolates were resistant to one to two antibiofics and £.33% (5/60) were nmlti-

Tesistant strains.

Phenotypic and genotypic profiles.

Moraxella ovis presented 36.20% (21/58) and 34 48% (20/58) amplification of sull and
sul? gene respectively (figure 3). As well, M. bovoculi Amplified sull gene (table 3).
Isolates of M ovis 46.66% (26/60) amplified the gene Bla,y, and only one of the two
1solates of M. bovoculi amplified Gene Blayg,. (table 5 figure 4). The gene that confers
resistance to tetracyclines, 8.62% (3/58) of the isolates of M. ovis amplified a band 630
pb comesponding to fefB. meanwhile, M bovoculi (2 isolates) did not amplify the gene
tetB (Table 5 figure 3). florR gene which confers resistance to chloramphenicol and
florfenicol was not amplified by any of the tested isolates (table 3). M ovis isolates
(22/58) 37.93% amplified the gnrd gene and (20/58) 34.43% the gurE gene (fimure 6).
Omne of the two isolates of M bovoculi amplified the gene gnrd and both isolated

amplified the gene gnrE. (table 3).

Discussion.
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In this study was obtained a prevalence of amimals (24.27%, 200/861) with lesions of
OEC in the state of México, lower than reported in the United Kingdom by Dagnall
(1994a) cbserving a prevalence of 72% (97/134) from sheep with some degree of eye
mjury, which could be related to the period taken from the samples, to the type of sheep
raising systems and predisposing factors. An increase in cases of OKC in Norway
durmg autumn and winter seasons, this 13 due to the way in which sheep farming is
practiced in this country where in summer the amimals take them to graze without
human imtervention and m winter they are collected and, are confined m bams
{Akerstedt and Hofshagen, 2004), contrary to what happens in México that the sheep
breeding systems are of intensive form, semi infensive extensive, mixed and grazing
(Diaz 1999}, sampling process was camed out in the spring winter period, which is
charactenized by the presence of flies, dust. direct sunlight and the wvanety of
nucroorganisms as well as other factor involved in the evelution of the disease (Onwa af
al. 1929). Dagnall (1994a) reported a prevalence of 28.57% (28/97) for M ovis from
ovine isolates, similarly, Akerstedt and Hofshagen (2004) obtained a prevalence of 28%
(24/85) m sheep herds with the disease, similar data were obtained in this work

reporting 27.7% (38200 of M. ovis isolates from sheep with OEKC.

The first isolation of Moraxella bovoculi was reported in the United States (Angelos af
al. 2007) and later in different states of the American Union (Gould ef al. 2013; Loy and
Brodersen 2014), Uruguay (Sosa and Zunine 2013), Argentinag, Norway and Brazil
{Libardom et al. 2012; Fanas ef al. 2013) in cases of infections bovine quaternities IBE.
Fegarding ovines, the first report of M. bovoculi was made by Fanas ef al. (2015) in
Brazil, however, this is the second study which reports the isolation of two M. boveculi
strains in ovines in Latin America. But it is the first report of M bovoculi isolates

obtaimed from clinical cases of OKC in México.
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O'Comnor ef al. (2012) isolated M bowvis from bovine amimals with IBE infections
afterwards Karthak ef al. (2017) was the second author to identify the same causative
agent n India but from ovine samples, in our study it was not possible to 1solate M

bovis from ovine samples.

Shen et al. (2011) amplified the 165 #RNA gene in 89.5% (31/57) of the isolates
identifying comectly as M bovoculi (44/51) and M bovis (7/31), n this study were
amplified 90.0% (34/60) of the isolates comectly identified as M. oviz (32/38) and M
bovoculi (2/2). Fespecting the isolates that did not amplify the 16 rRNA gene might be
due to the primers design of that lead to different results. which shows a vanety in the
umion affinity of the conserved regions, and the resolution of each variable region in the

organism (Gordal ef al. 2012).

Famas ef al. (2015) amplified the gene rtcd in 100% (33/33) of the 1solates, from bovine
and ovine with keratecompunctivitis, identifying Moravelln boviz (13/33), Moraxella
boveculi (11/33) and Moravella ovis (7/33), in this study we amplified the rixd gene
95% (57/60) of all isolates identifying; M ovis (35/38) and Moraxella bovoculi (12). M
ovis 1solates did not show any amplification for #ocd gene, which possibly could be
related to the variations in the reading frame of the sequences by deletions or absence of
repeated sequence regions surrounding the RTX operon which has been reported in non-
hemolytic M. bovis Strains (Angelos ef al. 2003) in recent studies by (Dickey ef al
2018) detected a recombination in the noclectide sequences within the non-coding

regions in the ¥RNA and BT genes in strains of M. bovoculi.

The first study of antimicrobial sensitivity in vitre Moraxella bovoculi performed by
Angelos ef al. (2011) reported resistance te penicillin (12.3%), the second report
{Maboni ef al. 2015) found 9% (1/11) of strans resistant to pemicillin and in both works

the isolates of M bovoculi were sensitive to ampicilling oxytetracycline, gentamicin,
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florfenicel and sulfamethoxazole/mimethoprim. There are insufficient studies on the
phenotypic and genotypic charactenzation of antimicrobial sensitivity of M ovis and M.
bovoculi. therefore, the present study is the third work camed out, which identifies
strains of M. bovoculi resistant to nalidixic acid 100% (2/2), and intermediate resistance
to ciprofloxacin and cefotaxime 30% (1/2) and is reported in a similar sensitivity to the
anfibiotics mentioned

M ovis strains resistant to pemicilling ampicillm, streptomycin and neomycin were
reported previeusly (Elad et al. 1988), in another study conducted by Catry er al. (2007)
reported stramns resistant to erythromycm. The most recent work by Mabomi et al
{2015}, showed strains resistant to oxytetracycline 9% (1/11) and penseallin 18% (2111).
All the mentioned authors described M. ovis strains sensitive fo gentamicing
chloramphenicol, florfenicol and sulfonamides, in this study we reported strains of M
ovis suscepiible to gentamdcin 100% (38/58), as well as resistant strains to ampicillin
10.34% (6/3%), chloramphenicol 680% (4/58), tetracycline 3.44% (2/58) and

sulfamethoxazole/timethoprim 1.72% (1/58).

Oxytetracycline 15 usually the first choice for the antimicrobial freatment of
keratoconjumetivitis (Alexander 2010), however Moraxella spp. showed resistance over
time to this antibiotic (Mabom ef al. 2013). Likewise, florfenicol was reported as an
effective therapeutic option to combat keratoconjunctivitis (Gokee ef al. 2002; Angelos
ef al. 2011). The use of antibiotics 13 essential in the controlling of OKC by M evis, in

order to avold exacerbation of the lesions associated with other bactenmal infections
{Dagnall 1994b).

This 15 the first study to amplify the antimicrobial resistance genes sull, sul2, fefB, qurd
gnrE y Blayg,, in Moracella ovis and genes sull, gnrd, gnrE and Blargy in Moraxella
bovoculi. The vmique study associated with anfimicrobial resistance determinants
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(ARD) in M bovoculi was performed by Dickey er al. (2016) in that he described ten
APRD that were located on a genomic 1sland greater than 27 kb m the sequences of M
bovoculi and Mb38069 isolates that were resistant fo florfenicol, oxytetracycline,
sulfonamides and showed intermediate resistance to macrolides.

In a sinilar study conducted by (Foberts ef al. 1991) he descmbed in tetracycline-
resistant strains of Moraxella catarrhalis that camry the fetB gene on its chromosome.
The tetB gene has the widest range of Gram-negative bacteria such as E. coli (Medina ef
al. 2011; Muzaagha et al 2011), Adcimetobacier baumannii (Martl ef al. 2008),
Actinobacillus Actinomycetemcomitans (Foe ef al. 1993), Hasmophilis imfluenzae
{Fobert and Smith 1920) and Treponema Denticolaum (Foberts 1996).

Bacteria carrying genes of resistance sull, sul?, sul3 and Blages such as E. coli (Kemm
ef al. 2002) have been reported in other coumtries; (Grape ef al. 2003; Infante of al.
20035; Ho et al. 2009; Meadina ef al. 2011; Gnida er al. 2014; Memariani ef al. 2013),
Elebsiella pneumoniae, Pseudomona asruginosa (Peymam ef al. 2017), Proteus
mirabilis (Feizabadi ef al. 2010; Gong ef al. 2018), Salmonella spp. (Maka ef al. 2013),

Stenotrophomonas Maltophilia (Hu et al. 2011). Bactena camiers of genes gnrd and

gnrE as Klebsielln pneumonige (Fodriguez-Martinez ef al. 2003), E coli (Wang &f al.

2003; Jang ef al 2008; Agwlar-Montes de Oca ef al 2015), P asruginosa,
Enterobacter cloacae (Wu ef al. 2007, Actinobacter baumanii (Tonati ef al. 2008),
Salmonella enterica (Wurray ef al. 2008), Enterobacter Aerogenes, Citrobacter freumdii

(Patk et al. 2007}, Elpyvera (Kraychete ef al. 2016) and among others.
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3ps  Conclusion.

310 In this stady is identified Moravella ovis and Moraxella boveculi comectly using the
311 genes 165 ¥ANA and Rocd by PCE. making the most sensitive tests for the diagnosis of
312 agents involved in keratoconpmetivitis. It will be possible to establish new criteria for
313 the choice of anfimicrobial treatments based on the phenotypic and genotypic
314  charactenstics of anfimmerobial resistance of the results obtammed, which will also allow
315 the surveillance molecular epidenuology of antimicrobial resistance genes in bactenal

316 populations of Moravella spp.
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Table 1 Primer desigrung for Moravella species identification using PCF_

Gene  spedes
sequences 5- 3

GCAAMA CTGE GCAATG ACG A (Farias ef

GTE CCA TTE ACC CAA CTA GC &l 2013)

AAT GCT GET GCT GET AAC GA Farlas at

TEE TTE CAG GET ATT GGA GC al @ms)

GAA CGATEGA GTATCC AGC TTG CT Shen et

CTC TTT ACT TTG GTT AAT TAT TTT GTT GGA at (2011)

Shen at
TET ATT GGG TAC AAT CAC CAT GG
al (2011)

GAA CGATGA CTA TCT AGC TTG CTA GAT ATG Shen af

AGC TAT AGA COC AAT TTAACT TAC GCT ACT at (2011)
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Table I Antimucrobial resistant used for the 1dentification of Moraxella spp.

Rairancs

Tetracypciines

Primars

sl ¥

sull &

2 F

sul2 R

B E

e B R

gured ¥

gured &

gurll ¥

Sequanres 5-3°

CGG OGT GEE CTACCT GAA CG

GOC GAT CGC GTGAAGTIC CG

GOG CTC AAG GCA GAT GGC ATT

GCG TTT GAT ACC GGC ACC CGT

TTG GTT AGE GEC AAGTTT TG

GTAATGGGC CAATAACACCG

AGA GGA TTT CTC ACG CCA GG

TGC CAG GCACAGATCTIGAC

GGM ATH GAA ATT OGCCAC TG

Fragment size

ik

Hikp

&ilbp

Bty

gk

Bz eral.

2

Bz eral.
(2002

Marti eraf

Cattodr er ail

Cattodr er ail
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TITECY GYY OGCCAGTCG AA

CATTTC CGT GTCGCC CTTATTC

Mudd T3O-T Blar B CET TCATCCATAGTIT GCCTGAC

o # CITTGG CTATACTGG CGA TG

faR B GAT CAT TAC AAGCGC GAC AG

Table 3 Moraxella spp. isolates in the State of Meéxico.

N Wuncipd  To@lno.  Ammals M. oviz
UPF of samgled
animals
43 15 (M%) 4 [26%) 4(100%) 4 (100%)
150 %) 8ET%) T(ET%) B (100%)
17 Z3(IE) 4[1T%) 4{100%) 4 (100%)
ED 31 (3EW)  9(20%) 10(100%)  10{100%)
282 B7(23%)  2B(41%) 26 (29%) 26 (39%)
189 53 (20%)  5(B%) - 3(60%) 5 (100%)
ast 208 S8(ZF.T%) 2 {0.8%) 54 57
[243T%)  (966%)  (33%) (80%) (B5%)

Table 4 Sensibility tests of Moraxedla spp. causing OKC.

Moraxella ows (n= 58) (P} Morasells bovocul (n=2) (P}
Amtiblote
I 5 R | 5
AM F(12.06) 45(77.58) - - 2{100)
ca 1(1.72) ST{S9A.27) - - 2100)
3{5.17) 5391.37) - - 20100)
5(E.62) 52{89.65) - 150)
2{3.44) 5696.55) - 1{50)
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566

567

cL 4(6.88) 2(3.44) 52{89.55) - - 2{100)

NF (1206} 101.72) 5048520 - - 2{100)
NET 1(1.72) - 5798.27) - - 2{100)
GE - - £0[ 100} - - 2{100)
A 1(1.72) - 57(98.27) - - 2{100)
SXT 1(1.72) 101.72) S6/95.55) - - 2{100)
NOF - - E0[ 100} - - 2{100)
TE 23.44) 1{1.72) 5554 52) - - 2100
Y 1551} 8[12.75) 41{70.59) 2100} -

CP cpmimacn; (L diloamphesicel: NF mitrofimantein; NET oetlmicin; GE gentmmicin; AK amikecn; STX
welfamethmozole mimethopriey, NOF norflomacis; TE stracychne: NA nalidixic acid

Table 5. Phenotypic and genotypic profile of antimicrobial resistance in Adoraeella.

Phenotypical Fesistance Moraxelia ovis Mormella Prevalence of
Resistance Genes {n=58) Bovoculi resistance genes
@=2)
E I 5 E I &

AM Blame S 67 16043 - - 10D 28 (46.66%)
TE rat® ) oW 5D - - 0 5 (8.33%)
cL foR 0 0D ®5) - - 0D 0 (0.00%)
sull KL 1) 198 - - 1) 27 (36.66%)

5TX sull KL 1) 1858 - - 00 20 (3333%)
grmd TH LE 4D L - - 23 (38.33%)

NA grrE S8 E 1D XD - - 27 (36.66%)
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Se recolect6 un total de 209 muestras de hisopados del saco conjuntival en ovinos sugerentes a casos
clinicos 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).

Estado de México
ttrigvuidive

-

Bl Lermass7s% [l capulhuac 3a.38% ] Toluca 29.62%

Tenango 23.75% [l Xonacatlan 19.65% [Jl] Calimaya 11.33%

Figura 10. Municipios del Estado de México muestreados en busca de casos de clinicos 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 presentacién son de forma
unilateral el 18.66% (39/209) y bilateral 81.33% (170/209) en los animales afectados Cuadro 8.

Cuadro 8. Presentacion de lesiones de queratoconjuntivitis contagiosa ovina.

Presentacion 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
bacterioldgicas los cuales mostraron crecimiento de colonias pequefias grisaceas con presencia de un

halo B-hemolisis alrededor de las colonias, con morfologia 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 identificacion de especies de los 60
aislados. Se identifico el 3.3% (2/60) de los aislados con reaccion positiva a fenilalaninadesaminasa
Figura 12, el 21.66% (13/60) con reaccion positiva a reduccion de nitratos y el 100 % (60/60) con
reaccion negativa de gelatinasa y actividad DNAsa, se identificd por técnicas bacterioldgicas 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 bacteriolégicas de los aislados de Moraxella spp.

(13

2

5 g 2

o

£ =

E E 2

3 < s

' 1:

< 2 = P ry— 2 E < b=}

IG} 2 h=] X I=] © S = 8 =]

° Q ] < % = @ = % =] o

5 E £ g 2 c £ 3§ £ o = £ £

'S (<5} o = k=] I} < S = > T e

2 I g g 285 = 2 L. £8 I 5 £ 2B T 3 £ 5

[= m o O O r 17} = (@) > = o < o O i 12 [ k=l
Coco + Aerobia + SR — - - - - - - - 47 58  Moraxella

Coco + Aerobia + + o - - - - - - - + - 11 ovis
Coco + Aerobia + SRS - - - - - - + + 2 2 Moraxella
bovoculi
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Figura 12. Prueba de Fenilalanimadesaminasa en aislados de Moraxella spp. Reaccion positiva a dos aislados de Moraxella

spp. y controles negativos. Imagenes originales.
Genes de identificacion de especies de Moraxella.

Se llevé acabo la amplificacion de los genes 16S rRNA y rtxA que son especificas para la
diferenciacién 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 bacterioldgicas, solo el 90%
(54/60) de los aislados amplificé el gen 16S rRNA mediante PCR. De los 58 aislados presuntivos a
M. ovis solo el 89.65% (52/58) amplificd una banda de 1849 pb que corresponde a Moraxella ovis y
de los dos aislados presuntivos de M. bovoculi el 100% (2/2) amplificé una banda 1859 pb que
corresponde a Moraxella bovoculi y ninguna aislado amplific6 una banda de1541 pb pertenece a M.

bovis como se observa en la Figura 13.
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Figura 13. Amplificacion del gen 16S rRNA, identificacion 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 amplificacion del gen rtxA solo el 95% (57/60) de los aislamientos amplific6 una banda 990
pb. Se identifico solo el 94.82% (55/58) como M ovis y el 100% (2/2) como M. bovoculi y ningln

aislado amplific6 una banda de 943 pb corresponde M. bovis como se observa en la Figura 14.

Figura 14. Amplificacion del gen rtxA para la identificacion 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 (2,4,5y
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 fenotipicamente como Moraxella ovis y Moraxella bovoculi,
con base a las caracteristicas microbioldgicas y moleculares, después de la identificacion de los 60

aislados, se realizd la prueba sensibilidad antimicrobiana Figura 15.

] 2
,_.::‘J

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 observd una resistencia antimicrobiana; del 15.51% (9/58) al &cido 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 mostrd resistencia antimicrobiana del 100% (2/2) al acido nalidixico, el 50% (1/2) mostro
resistencia intermedia a ciprofloxacino y cefotaxima y el resto de los antibidticos fueron sensibles
Cuadro 10.
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Cuadro 10. Sensibilidad antimicrobiana de los aislados de Moraxella spp. por compuesto antimicrobiano.

Antibioticos Moraxella ovis (n= 58) (P) Moraxella bovoculi (n= 2)

R [ s R | s
AM 6(10.34) 7(12.06) 45(77.58) 0(0) 0(0) 2(100)
cB 0(0) 1(1.72) 57(98.27) 0(0) 0(0) 2(100)
CF 2(3.44) 3(5.17) 53(91.37) 0(0) 0(0) 2(100)
CFX 1(L.72) 5(8.62) 52(89.66) 0(0) 1(50) 1(50)
cp 0(0) 2(3.44) 56(96.55) 0(0) 1(50) 1(50)
cL 4(6.89) 2(3.44) 52(89.55) 0(0) 0(0) 2(100)
NF 7(12.06) 1(1.72) 50(86.20) 0(0) 0(0) 2(100)
NET 1(1.72) 0(0) 57(98.27) 0(0) 0(0) 2(100)
GE 0(0) 0(0) 60(100) 0(0) 0(0) 2(100)
AK 1(L.72) 0(0) 57(98.27) 0(0) 0(0) 2(100)
SXT 1(L.72) 1(1.72) 56(96.55) 0(0) 0(0) 2(100)
NOF 0(0) 0(0) 60(100) 0(0) 0(0) 2(100)
TE 2(3.44) 1(1.72) 55(94.82) 0(0) 0(0) 2(100)
NA 9(15.51) 8(13.79) 41(70.68) 2(100) 0(0) 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 &cido nalidixico.

En este estudio se demostrd que 68.33% (41/60) de los aislados resultaron sensibles a todos los
antibioticos utilizados y 31.66% (19/60) resultaron resistentes a uno 0 mas antibiéticos. 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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Identificacién del | Cantidad de Antibidticos resistentes Clasificacién
aislados de antibidticos
Moraxelia spp resistentes
R6-10 M ovis 4 Acido nalidixico, sulfametoxasol/trimetropim, MR
amikacina,metilmicina
R7-25 M ovis 4 Ampicilina,nitrofurantoina,cloranfenicol, cefalotina MR
R7-26 M ovis 4 Ampicilina, nitrofurantoina,cloranfenicol, cefalotina MR
M Sensible M Resistente B Multirresistente R7-11 M ovis 3 Ampicilina, nitrofurantoina, cloranfenicol MR
3 Acido nalidixico, tetraciclina, cloranfenicol MR
R2-9 M ovis
R11-17 M ovis 2 Acido nalidixico, tetraciclina. R
R7-12 M ovis 2 Ampicilina, nitrofurantoina R
R7-23 M ovis 2 Ampicilina, nitrofurantoina R
R8-11 M ovis 2 Ampicilina, cefotaxima R
R6-16 | M ovis 1 Acido nalidixico R
R6-21 M ovis 1 Acido nalidixico R
R6-23 | Movis 1 Acido nalidixico R
R6-24 | Movis 1 Acido nalidixico R
R6-4 M ovis 1 Acido nalidixico R
R1-1 M ovis 1 Acido nalidixico R
R5-8 M ovis 1 Nitrofurantoina R
R7-2 M ovis 1 Nitrofurantoina R
R6-15 M. 1 Acido nalidixico R
Bovoculi
R12-8 M. 1 Acido nalidixico R
bovoculi

AM ampicilina; NF nitrofurantoina; CL cloranfenicol; CF cefalotina; STX sulfametoxazol/trimetropim; AK amikacina;
NET netilmicina; TE tetraciclina; NA &cido nalidixico.

Figura 16. Perfil de resistencia antimicrobiana por aislamiento de Moraxella spp.

Genes de resistencia antimicrobiana.

Se llevd la amplificacion de diversos genes que confieren resistencia antimicrobiana en los 60 aislados
de Moraxella y como controles positivos se tom6 aislados Escherichia coli ATCC 25922 vy
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 (sull y sul2). Se amplificd en 36.66% (22/60)
de los aislados una banda de 293 pb que corresponde a sull 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) amplificé el gen sully 34.48% (20/58) para sul2, mientras que, solo uno de
los dos aislados M. bovoculi amplificé el gen sull.
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Figura 17. Amplificacion de los genes sully 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 sull Carril (4) Escherichia coli ATCC 25922 Sul2. (Carril 2 y 5-9) Aislado de Moraxella ovis. Carril (10)
Control positivo Escherichia coli I-1 sul2. Carril (11) Muestra blanco H20. Carril (12) Control positivo Escherichia coli I-1

sull.

Los genes que confieren resistencia a las tetraciclinas (tetB). En el 8.33% (5/60) de los aislados se
amplificé una banda 650 pb que corresponde a tetB. Para M. ovis solo el 8.62% (5/58) amplifico el

geny en los dos aislamientos de M bovoculi no se amplificé el gen tetB como se visualiza en la Figura

18.
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£33 BB
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300 pb
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Figura 18. Amplificacion 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 (gnrA y gnrB). El 38.33% (23/60) de los
aislados amplificaron una banda de 580 pb que corresponde a gnrA 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) amplifico el gen gnrA 'y el 34.48% (20/58) para gnrB mientras solo uno de los dos aislados

M. bovoculi amplificé el gen gnrA y los dos aislados amplificaron el gen gnrB.

Figura 19. Amplificacion de los genes gnrA 'y gnrB 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 H:0.
Carril (2-3) Control positivo Escherichia coli I-1 gnrA y gnrB. Carril (4) Escherichia coli ATCC 25922. (Carril 6) Aislado

de Moraxella ovis gnrA (Carril 7) Aislado de Moraxella ovis gnrB. (Carril 8) Aislado de Moraxella ovis gnrA 'y gnrB.

Para el gen que confieren resistencia contra betalactdmicos (Blarem), se amplificd 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) amplifico el gen Blaremy solo uno de los dos aislados M. bovoculi amplifico

el gen Blarem.
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Figura 20. Amplificacion 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-1
Blargm. Carril (3) Escherichia coli ATCC 25922. (Carril 4) Muestra blanco H0 Carril (5-8) Aislado de Moraxella ovis. BIaTEM. Carril (9

y 10) Aislado de Moraxella ovis. sin amplificacion Blargw.

Para el gen que confiere resistencia contra cloranfenicol y florfenicol (floR), no se logré amplificar
ninguna banda de 266 pb que corresponde al gen floR en los aislados de M ovis y M bovoculi Figura
21.

1500 pb
1000 pb

300 pb
200 pb

Figura 21. Amplificacion 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-1 floR. Carril (7-10 y 5) Aislado de Moraxella ovis. Sin amplificacion del gen floR

-94 -



Se observa en Cuadro 11, el perfil fenotipico y genotipico de resistencia antimicrobiana en aislados

de Moraxella spp. obtenidos de casos de QCO en el Estado de México.

Cuadro 11. Perfil fenotipico y genotipico de resistencia antimicrobiana en cepas de Moraxella

Resistencia Genes de resistencia Moraxella ovis (n=58) Moraxella bovoculi (n=2) Prevalencia
R | S R | S

AM Blatem 5(6) 6(7) 16(45) O 0 1(2) 28(46.66%)

TE tetB 1(2) 0(1)  4(55) 0 0 0(2) 5(8.33%)

CL floR 04) 0(2) 0(52) 0 0 0(2) 0(0.00%)
Sull 1(1) 1) 19(6) 0 0 1(2) 22(36.66%)

STX Sul2 1(1) 1(1) 18(56) O 0 0(2) 20(33.33%)
gnrA 709)  1(8) 14(41)  1(2) 0 0 23(38.33%)

NA gnrB 6(9) 2(8) 12(41) 2(2) 0 0 22(36.66%)

AM ampicilina; CL cloranfenicol; TE tetraciclina; STX sulfametoxazol/trimetropim; NA &cido nalidixico.

Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp.

A través del método de difusion en disco se observo que a partir de la concentracion de 10.78 pg/L
(100mM) de las AgNPs-C se demostraron diferencias estadisticamente significativas en la actividad
antimicrobiana en los aislamientos de Moraxella ovis y M bovoculi, expreso el mayor diametro de
halos de inhibicién 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 inhibicion de las cepas
controles, las concentraciones de las AgNPs-C fueron menores de 5.39 pg/L (50mM) y 8.09 ug/L

(75mM) para E. Coli y S. aureus respectivamente.
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Figura 22. Actividad antimicrobiana de las AgNPs en Moraxella spp., por el método de difusion 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 concentracion 8.09 pg/L (75 mM) mostrando diferencias estadisticamente
en la disminucion de UFC/mL en placa de Moraxella spp. Se visualiz6é una disminucién 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 determind que a partir de las concentraciones 5.39 pg/L (50 mM)
y 8.09 pg/L (75 mM) se visualizé una disminucion 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 suplementacion de las AgNPs-C en el agar, se determind que a partir de la
concentracion de 10.78 pg/L (100 mM) mostro diferencias estadisticamente significativas en el efecto
microbicida disminuyendo las UFC/mL en placa de Moraxella spp. Se visualizd para las cepas de M.
ovis (MDR, Ry S) y para M bovoculi (R) una disminucion hasta cero UFC/mL del conteo en placa
con respecto a la muestra control Anexo 4 Figura 24, de la misma forma se observé una disminucion
total de UFC/mL en placa para las cepas controles de E coliy S. Aureus partir de las concentraciones
5.39 pg/L (50 mM) y 8.09 pg/L (75 mM) respectivamente de cada cepa.
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Figura 24. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C en Moraxella spp., por el método de conteo de colonias en

suplementacion de las AgNPs en el agar.
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VIII. DISCUSION.

En este estudio se obtuvo una prevalencia de 24.27% (209/861) de animales con lesiones de QCO en
los municipios estudiados (Lerma, Xonacatlan, Capulhuac, Toluca, Calimaya y Tenango) del Estado
de Meéxico, estos resultados son inferiores a lo reportado por (Dagnall, 1994a) en el Reino Unido
donde observo 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 paises asi como de factores medioambientales. En
paises como Noruega se ha observado un incremento de casos de casos de QCO en periodos de otofio
e invierno esto debido al sistema de crianza de ovejas en este pais, donde en verano los animales son
llevados al pastore6 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 (Diaz, 1999), en este estudio se realizd la recoleccion de muestras en el
periodo de primavera verano y recolectadas en diferentes sistemas de crianza de ovejas este pais, 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) reportd una prevalencia de 28.57% (28/97) de aislamientos de Moraxella ovis y
(Akerstedt y Hofshagen, 2004), 28% (24/85) en rebafios 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 Union Americana (Gould et al., 2013; Loy vy
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 clinicos 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 amplifico 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 disefio de cebadores que conduce a resultados diferentes, debido a la afinidad de
union en las regiones conservadas, en la resolucion de cada regién 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 amplifico 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 operon RXT, la cual se ha reportado en cepas de M. bovis no
hemoliticas (Angelos et al., 2003), en estudios recientes, realizado por (Dickey et al., 2018) ellos
detectaron una recombinacion en las secuencias de nucledtidos dentro de las regiones no codificantes

en los genes rRNA y RTX en cepas de M. bovoculi.

Segln la Organizacion Mundial de la Salud, existen dos métodos de supervision de la resistencia
antimicrobiana: in vivo (fracasos terapéuticos) o in vitro (pruebas de laboratorio). Dentro de los
métodos in vitro, estan los fenotipicos (Kirby-Bauer o concentracion minima inhibitoria) y los

moleculares cuando se hacen pruebas genéticas (OMS, 2001).

Son escasos los datos disponibles en la literatura sobre caracterizacion fenotipica y genotipica 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 acido nalidixico 100% (2/2), y resistencia intermedia a
ciprofloxacino y cefotaxima 50% (1/2) y se reporta de forma similar sensibilidad a los antibi6ticos

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 mas 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 encontr6 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 opcion para el tratamiento de la queratoconjuntivitis
(Alexander, 2010), sin embargo el uso indiscriminado de oxitetraciclina a lo largo de los afios puede
estar relacionado con la seleccion de Moraxella spp. resistentes a este farmaco (Maboni et al., 2015).
Al igual que la oxitetraciclina, se ha informado que el florfenicol es una opcion terapéutica eficaz
para combatir la queratoconjuntivitis (Gokce et al., 2002; Angelos et al.,2011). Es importante sefialar
que el control de M. ovis en la QCO, es por medio del uso de antibiéticos, con el fin de evitar la
exacerbacion 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 sull, sul2, tetB, gnrA gnrB y Blatem en cepas de
Moraxella ovis tanto resistentes como sensibles y los genes sull, gnrA, qnrB y Blatem en Moraxella
bovoculi resistentes obtenidos de casos clinicos de QCO. El Gnico 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 gendmica mayor de 27 kb
en las secuencias de los aislados de M. bovoculi y Mb58069 que era resistente al florfenicol,

oxitetraciclina, sulfonamidas y mostré resistencia intermedia a los macrolidos.

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 méas
amplio de hospedadores entre las especies Gram negativas como E.coli (Medina et al., 2011;
Mirzaagha et al., 2011), Acinetobacter baumannii (Marti et al., 2006), Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Roe et al., 1995), Haemophilus influenzae (Robert, 1980) y Treponema
denticola (Roberts, 1996).

Ademas, se han reportado otros géneros bacterianos portadores de los genes de resistencia sull, sul2

y Blarem 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), asi mismo bacterias portadores de los genes qnrA y gnrB como Klebsiella pneumoniae
(Rodriguez-Martinez 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 evaluacion como difusién en disco, microdilucién en placa o en
agar, placas de agar suplementadas y evaluacion 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 evaluacién genera resultados diferentes.

Cuando las AgNPs-C < 100 nm estabilizadas con PVP se emplean por el método difusion en disco
muestran una actividad bactericida en los aislamientos de Moraxella ovis (MDR, Ry S) y M bovoculi
(R) a una concentracion de 10.78 pg/L (100mM), mientras que en E. coli y S. aureus requiere
concentraciones menor de 5.39 pg/L (50mM) y 8.09 pg/L (75mM) para mostrar el mismo efecto,
estos resultados obtenidos concuerdan con la literatura, ya que, cuando aumenta el tamafio de la
particula, 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 concentracién de 0.0002
Mg/20uL para mostrar efecto bactericida contra agentes patdgenos 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 evaluacion con las AgNPs de didmetro 4-26 nm sintetizadas a
partir de extracto de R. mucronata requiere una concentracion de 75 pg/L para mostrar un efecto
antimicrobiano en cepas de Flavobacterium spp, Pseudomona florescence, Proteus spp. Sin embargo
concordamos que a medida que, disminuye el tamafio de particula aumenta la actividad antibacteriana
(Espinosa-Cristébal et al., 2009).

El estudio hecho por Muthukrishnan et al. (2015), donde encontraron que por el método de difusion
en disco, la actividad antimicrobiana de las AgNPs de 100 a 110 nm de didmetro 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, asi 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:H7y S. aureus,
en otro estudio reportado por (Jacob Inbaneson et al., 2011) evaluaron las AgNPs estabilizadas con
citrato trisédico mostraron actividad antimicrobiana contra P. aeruginosa, Enterobacter spp. a
concentraciones de 5-20 mg/disc? y por ultimo, el estudio realizado por (Geethalakshmi y Sarada,
2012) donde emplearon las AgNPs sintetizadas de Trianthema decandra de 36-94 nm a una
concentracion de 10 mg/mL contra bacterias de interés clinico 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 méas pronunciado en bacterias Gram negativas que en Gram
positivas, esto se debe a las propiedades de las AgNPs con respecto a su tamafio ya que entre mas
pequefias las nanoparticulas, aparentemente tiene mejor capacidad de penetracion en las bacterias,
especialmente en Gram negativas (Morones et al., 2005), ademas, el potencial antimicrobiano de las
AgNPs también es influenciado por las caracteristicas de los microorganismos como el espesor y la
composicion de la pared celular, esto es debido a que bacterias Gram positivas poseen una pared
celular que esta compuesta de una capa de peptidoglicano (grosor de 30 nm), en el caso contrario de
bacterias Gram negativas tienen una membrana méas delgada (grosor de 3—4 nm) lo que hace que sean
mas 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 inhibicion
del desarrollo de Moraxella ovis (MDR, Ry S), M. bovoculi (R) y S. aureus a una concentracion 8.09
Ma/L (75mM) y en E. coli de 5.39 pg/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 vy 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

inhibicion de crecimiento de S. aureus y E. coli utilizando AgNPs-C a una concentracion 100 pg/mL.

Estudio similar realizado por (Ayala-Nufiez et al., 2009) evaluaron tres tipos de AgNPs-C con
diferentes didmetros < 100 nm, de 30-40 nm y <10 nm en S. aureus MRSA y no MRSA, demostraron
que el tamafio de las AgNPs importa, debido a que las AgNPs de <10 nm a una concentracion 1.35
mg /mL resultaron ser las mas efectivas en cuanto a la actividad bactericida y su efecto no citotdxico

en células epiteliales mientras que las AQNPs-C < 100 nm no inhibi6 las cepas de S. aureus MRSA 'y
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no MRSA a concentraciones que no afectaran la viabilidad celular, no obstante el tamafio de las
AgNPs es una de las propiedades mas importantes del efecto de toxicidad (Carlson et al., 2008; Choi
y Hu, 2008), sin embargo, existen otros factores fisicoquimicos que afectan la toxicidad de las AgNPs
que no depende solo del tamafio, sino también de la forma, superficie especifica, estado de
aglomeracion, solubilidad y carga superficial. En general, los mayores efectos toxicos han sido

observados con las AgNPs més pequefias (Avalos et al., 2013).

La suplementacion de las AgNPs-C< 100 nm en agar demostrd de igual manera la inhibicion de
Moraxella ovis y M. bovoculi a una concentracion del0.78 pg/L (100mM) y para E. coliy S. aureus
de 5.39 pg/L (50mM) y 8.09 pg/L (75mM), sin embargo, las CMI de este estudio fueron superiores
a lo reportado por (Le et al., 2010) en la cual emplearon la suplementacion en el agar con las AgNPs
estabilizadas con acido oleico y de las AgNPs con &cido miristico, entre didmetro de 6 -10 nm
demostrando una inhibicion en el crecimiento para E. coli y S. aureus a una concentracion de 2 pg/mL
con las AgNPs estabilizadas con acido oleico y cuatro veces mas con AgNPs estabilizadas con
miristico, comparando con el estudio realizado por (Sondi y Salopek-Sondi, 2004) dicho autores
reportaron que a partir de una concentraciéon de 50-60 mg/cm= de AgNPs se tiene un efecto
antimicrobiano en E. coli, por lo tanto los resultados fueron similares en las CMI para la inhibicion
en el crecimiento de E. coli en ambos trabajos, aunque en este estudio se demostré que se requieren
concentraciones superiores para la inhibicion 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 Unica

para cada especie.

El efecto antimicrobiano de las AgNPs en cepas de M. ovis (MDR, Ry S) y M. bovoculi (R) fueron
similares utilizando el método de suplementacion en el agar y en superficie en placa, no obstante se
observo 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 liquido e incluso en altas concentraciones, produce
solo el retraso del crecimiento de las bacterias debido a que la concentracion de las nanoparticulas
disminuye gradualmente. Este proceso se rige por la interaccion de estas particulas con las sustancias
intracelulares de las células destruidas, lo que provoca su aglomeracion y eliminacién del sistema
liquido (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 (formacién de biofilm) de las bacterias (Martinez y Baquero,

2002) y del estado al estado fisiologico (en fase de adaptacion exponencial, estacionaria o de latencia)
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de lacélula (Laraetal., 2011) asi como el nimero de células expuestas a las AgNPs (Sondi y Salopek-
Sondi, 2004).

Se determind que se requieren las mismas CMI de las AgNPs para la inhibicion 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-Nufez et al., 2009) que
menciona que el efecto antibacteriano de las AgNPs depende de la concentracion, pero el efecto es

independiente de la adquisicion de resistencia antimicrobiana por parte de las bacterias.

Con base a lo Gltimo mencionado y con los resultados aqui 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 hipdtesis que las nanoparticulas de plata tienen
un efecto bactericida contra cepas distintos perfiles de resistencia de Moraxella spp, sin embargo se
necesita mas estudios para evaluar los riesgos y sus efectos nanotoxicolégicos 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 aisld e identifico a Moraxella ovis y por primera vez a Moraxella bovoculi de casos
clinicos de queratoconjuntivitis contagiosa ovina en el Estado de México. Se realizé la identificacion
genética mediante PCR especifico de los genes 16s rRNA y rtxA, haciendo la prueba mas sensible

para el diagnostico 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 (sull y sul2), quinolonas (gnrA y qnrB), tetraciclinas
(tetB), betalactamicos (Blarem) Yy cloranfenicol/florfenicol (floR), por lo que es estudio representa una
parte transcendental de la politica de control en el uso de antibidticos y representa un panorama del

futuro de la vigilancia de resistencia antimicrobiana.

Se determind que la actividad bactericida de las AgNPs-C en aislados de Moraxella ovis (MDR, Ry
S) y Moraxella Bovoculi (R) se observé a partir de la concentracion de 10.78 pg/L (100mM), mientras
que lainhibicion del crecimiento de las cepas controles de E. coli y S. aureus fueron a concentraciones
de 5.39 pg/L (50mM) y 8.09 pg/L (75mM) respectivamente.

Con base a lo mencionado anteriormente y ademas los resultados aqui mostrados, asi como los
encontrados en la literatura con respecto a las enfermedades oculares en ovinos, a la aparicion de
bacterias con resistencia antimicrobiana y a la utilizacion de las AgNPs, es posible decir que las
nanoparticulas de plata son una buena alternativa para el tratamiento de casos clinicos 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.
Evaluar el tiempo de la actividad antimicrobiana de las AgNPs y los efectos
nanotoxicoldgicos de las AgNPs en modelos in vitro e in vivo.

Realizar la genotipificacion y analisis filogenético de los aislamientos de Moraxella ovis y

Moraxella bovoculi obtenidos de ovinos en el Estado México.

Caracterizar factores de virulencia de los aislamientos de Moraxella ovis y Moraxella

bovoculi.

Identificar la asociacion de otros agentes bacterianos y virales asociados lesiones oculares en

ovinos en el Estado de México.
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XIl. ANEXOS.

Anexo 1. Identificacion de especies de Moraxella por municipio en el Estado de México.

UPP Municipio Total, de Animales M. ovis M. 16S rRNA rtxA
animales muestreados Bovoculi
1 Capulhuac 43 15(34%) 4(26%) - 4/100% 4/100%
1 Calimaya 150 17(11%) 8(47%) - 7/87% 8/100%
3 Xonacatlan 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/ 861 209 58(27.7%)  2(0.9%) 54 57
Prevalencia
24.27% 96.6% 3.3% 90% 95%

*Las muestras recolectadas corresponden al nimero de animales muestreados.

Anexo 2. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C por el método difusién en disco

Cepas Concentracion de las AgNPs-C/milimetros Control
N P
25 25 <235 <25 45 2o <2< Lo E OE
~ ~ ~ D ~
2 E 2 E 2 E 2 £ S E 22 2% 22 3% g
= 5 S5 ® S @ 5 [ s 5 > & E u =
'-‘H? IS 2 = < R NG ~ 8 S K ® Q © n Q =1
PN = 2 S 2 g2 S 2 © =~ o = o T [0)
. 8.17+024*  7.33x047*  7.00£00*  7.33t047* 867:047% 7.83:024 733047 6.83:024 - 208365
M. ovis S (2)
M. ovis (17) 876£064*  7.65:043*  761068* 810:081* 067+083* 8241051 800:035 751:047 -  2004:2.40
MDRyR
M. bovoculi 107#0.71*  867+047*  7.67047* 8.83:0.70  9.33:00* 850024 7.67:047 7.17x024 -  2250+2.12
R(@2)
. 9.0£0.0* 10.00.0* 8.0:00% 96700  10330.0* 1033:00 143300 11000 - 18.3310.0
E. coli (1)
S.aureus (1)  100:00*  100:00*  120:00*  1067+00% 1267:00* 140:00* 1333100 1067#00 - 22.3310.0

(*) Estadisticamente significativo; (+) Desviacion estandar; (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.

Cepas Concentracion de las AgNPs-C/UFC/mL Control
N P
-
4 o= - o= 4 = T 4 o= = E
2% 2F 2% 2f T %3 s §s g g
= E = E o E o £ s E 2 =2 3 € S L =
n o co W — O < wn ~ o (2] e o (o)) o
~ o - 4 - 4 - 4 s 42 o = w6 L o o T =
) 1.06£0.0%  155%1.24*  131%0.24* 094x00* 00800  182%094*  033+471  1129+047 25 00
M. ovis S (2)
M. ovis (17) 067078 — 117+108*  083:082° 10064  00:0.15% 1334116 933+370  1433t467 >25 00
MDRy R
M. bovoculi 050:00%  050024*  117+024* 0672047~ 033:00%  1.0:047% 717+212 983448  >25 00
R(2)
. 167800  1.6740.0% 0.33:00*  03300*  0.33:00*  0.33%0.0* 0.0% 2.0£0.0 5 00
E. coli (1)
0.6740.0% 1.0£0.0* 133200 1.0£0.0* 0.0% 1.33+0 267400 >5 00

S.aureus (1) 06700%

(*) Estadisticamente significativo; () Desviacion estandar; (MDR y R) multirresistentes y resistentes; (S) sensibles; (R) Resistentes (G)

Gentamicina.

Anexo 4. Actividad antimicrobiana de las AgNPs-C suplementando en el agar.

Cepas Concentracion de las AgNPs-C/UFC/mL Control
N P
E
a4 ~ a4 ~ a4 = o~ = £
D = D = D = > S D = 4 ~ = < S 3] =
= E 2 E & E ZE g E 22 2% 2% 4 3

n 9 ® © - o 3§ © ~ 9 &S E & I o
IR - 42 - 2 - 42 a 42 o T 6w L a4 O I =
M ovis S (2) 0.0% 0.0* 0.0* 0.0% 0.0% 3000 3.0+00 482+141 =5 00
M ovis MDRyR (17) 00 0.0% 0.0% 0.0% 0.0% 3000 3000 60+073 =5 00
M. bovoculi R (2) 0.0% 0.0% 0.0* 0.0% 0.0% 3000 3000 550071 =5 00
E. coli (1) 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0* 0.0% 3.0£0.0 >25 00
0.0% 0.0% 0.0* 0.0% 0.0% 0.0* 3000 6.£0.0 >5 00

S. aureus (2)

(*) Estadisticamente significativo; (+) Desviacion estandar; (MDR y R) multirresistentes y resistentes; (S) sensibles; (R) Resistentes (G)

Gentamicina.
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Anexo 5. Cepario del proyecto de investigacion.

Genes Identificacion Genes de resistencia antimicrobiana

Identificacion | Especie Clasificacion | 16S rRNA | RxtA | sull | sul2 | gnrA | gnrB | floR | Blarem | tetB
R2-9 M ovis. MR ) O[O 6] B | ®
R6-10 M ovis. MR ) B H[H H G660 0
R7-11 M ovis. MR Q) O[O ®H GO 6 06
R7-25 M ovis. MR ) HH[H  H GO 6 06
R7-26 M ovis. MR ) OO HO®H O] B 0
R1-1 M ovis. R ) OO H®H ] ® 0
R5-8 M ovis. R ) OO0 160 6 |06
R6-4 M ovis. R ) O[O ®H GO 6 06
R6-16 M ovis. R ) OO [HE 6160 6 106
R6-21 M ovis. R ) OO ®H 6 6] & 0
R6-23 M ovis. R ) OO H H GO 6 06
R6-24 M ovis. R ) OO ®H O] B |06
R7-12 M ovis. R ) OO 10616 6 |6
R7-23 M ovis. R ) B H[H 6160 6 106
R8-11 M ovis. R ) B H[H H 6] 6 0
R11-17 M ovis. R ) OO H H | ®H O] B 06
R7-2 M ovis. S ) HH[H H GO B 06
R6-15 M.bovoculi R ) OO ®H GO 6 06
R12-8 M.bovoculi R ) O[O 6] B 0
R2-2 M ovis. S ) OO HE 6160 6 |06
R2-4 M ovis. S ) OO0 167 6 |06
R4-4 M ovis. S ) OO0 6] 6 |06
R5-1 M ovis. S ) OO H®H 6] 60 0
R5-4 M ovis. S ) B H[H H 6] 6 0
R5-5 M ovis. S ) OO0 1607 6 |06
R5-7 M ovis. S ) HH[H H GO O 0
R6-2 M ovis. S ) OO H 616 6 106
R6-3 M ovis. S ) OO 6] & 0
R6-8 M ovis. S (+) H | HEE 6O & e
R6-11 M ovis. S ) OO0 167 6 |06
R6-13 M ovis. S ¢ O[O0 6] ® | ®
R6-14 M ovis. S ¢) OO0 6] 8 |0
R6-20 M ovis. S ) OO HI®H G 6] & 0
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R6-22 M ovis. S ) OO0 160 6 |06
R6-25 M ovis. S (+) BT ®H ] ®H 6O ® 0
R7-10 M ovis. S (*) OO0 16] 6 |06
R7-14 M ovis. S (+) HHIO]6 60160 ® |6
R7-20 M ovis. S (+) B0 160 60 106
R7-21 M ovis. S () B0 160 60 106
R7-22 M ovis. S (*) B0 160 60 106
R8-2 M ovis. S (+) BT ®H 6O 60 106
R9-4 M ovis. S () HHIOO®H 6O ® 0
R9-6 M ovis. S (+) B0 160 60 106
R9-10 M ovis. S () B0 160 60 106
R9-12 M ovis. S (*) HHIH]O]6 60 ® 06
R10-2 M ovis. S Q) HHIO]6]60 160 60 106
R10-13 M ovis. S (+) HHIO]6 6160 ®H 106
R10-15 M ovis. S ¢ B0 160 60 106
R10-17 M ovis. S (+) HHIO]6 60160 60 106
R10-19 M ovis. S () B0 160 60 106
R11-1 M ovis. S (+) HHIOOT® 66060 106
R11-3 M ovis. S (+) OO0 160 ® 06
R11-6 M ovis. S (+) OO0 60 ®H |6
R11-8 M ovis. S (*) B0 ® 06
R11-10 M ovis. S (+) HHIO]]6 160 ® 06
R11-11 M ovis. S (+) HHIH]O 660 6 0
R11-13 M ovis. S ¢ HHH®H ] HL6 ®H 0
R12-1 M ovis. S () HHIH]O 660 60 106
R12-5 M ovis. S () B0 160 ® 106
R12-14 M ovis. S (+) B0 160 60 106
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