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Resumen.

La Queratoconjuntivitis Infecciosa por sus siglas en ingles (IKC) y en espafiol (QCO) es una
enfermedad ocular que afecta a pequefios rumiantes y se asocia a multiples microorganismos,
esta patologia puede ocasionar pérdida de la visién permanente en los animales afectados.
En este estudio se realizo el analisis filogenético y la identificacion de factores de virulencia
asociados a patdgenos involucrados en la Queratoconjuntivitis Infecciosa de casos clinicos
en pequefios rumiantes en el Estado de México. Para la identificacion de Moraxella spp., se
realizé el aislamiento microbiano y la PCR del gen 16S rRNA, para la deteccion de la familia
Chlamydiaceae se realiz6 la PCR-tiempo real de la subunidad 23S rRNA y para identificar la
especie se utilizo el fragmento especifico del gen ompA y finalmente para la deteccion de la
especie de Mycoplasma se realizo el aislamiento y la PCR del gen 16S rRNA y del gen LppS.
Se utiliz6 la técnica de PCR para la deteccion de factores de virulencia asociados a Chlamydia
spp (incA y pmpH), para Mycoplasma spp (IppS) para Moraxella spp (mbxA, plb y fur).
Ademas, se realizo el analisis filogenético con base a la deteccidn de los patdgenos y sus
factores de virulencia asociados a la IKC. En este estudio se identificé a 16.42% (46/280) de
Moraxella (Mor. ovis) y 12.14% de (34/280) Chlamydia (C. abortus y C. pecorum) de las
muestras de problemas oculares en este estudio no se logrd detectar a Mycoplasma spp,
ademas se logrd identificar el factor de virulencia incA en cinco de las muestras positivas a
C. abortus. El analisis de las secuencias y la construccion de arbol filogenético revel6 que
los aislamientos mexicanos de Mor. ovis y C. abortus tienen una alta similitud 97.96 % con
aislamientos reportados de otros paises. Este es el primer estudio donde se identifica la
presencia C abortus y C. pecorum en la IKC en el Estado de México, estos resultados ofrecen
nuevo conocimiento en la epidemiologia de la queratoconjuntivitis infecciosa, los agentes
implicados y podria brindar herramientas para la prevencion y control de la IKC y otras

enfermedades asociadas estos agentes, algunos de las cuales son zoon6ticos.

Palabras clave: Chlamydia spp. factores de virulencia, filogenia, Moraxella spp.,

Mycoplasma spp., ovinos, queratoconjuntivitis infecciosa.



Summary.

Infectious keratoconjunctivitis by its acronym in English (IKC) and in Spanish (QCO)is a
common contagious ocular disease among ruminants. In small domestic ruminants, IKC is
usually bilateral and produces ocular discharge, epiphora, mild conjunctivitis and/or corneal
opacity, causing transitory blindness in most of the cases. The objectives of this study are to
investigate the ocular infection of pathogens involved in infectious keratoconjunctivitis of
clinical cases in small ruminants in the State of Mexico. For the identification of Moraxella
spp., microbial isolation and PCR of the 16S rRNA gene were performed, The identification
of the Chlamydiaceae family was achieved by real-time polymerase chain reaction (real-time
PCR) using the 23S rRNA subunit. Subsequently, a species-specific PCR of C. pecorum,
based on the ompA gene, was carried out as described by Pantchev et al, finally for the
detection of Mycoplasma species, the isolation and PCR of the 16S rRNA gene and the LppS
gene were performed. The PCR technique was used to detect virulence factors associated
with Chlamydia spp (incA and pmpH), for Mycoplasma spp (IppS) and for Moraxella spp
(mbxA, plb and fur). In addition, the phylogenetic analysis was carried out based on the
detection of pathogens and their virulence factors associated with IKC. In this study, 16.42%
(46/280) Moraxella (Mor. ovis) and 12.14% of (34/280) Chlamydia (C. abortus and C.
pecorum) of the samples of eye problems were identified in this study, it was not possible to
detect to Mycoplasma spp, it was also possible to identify the virulence factor incA in five of
the samples positive for C. abortus. The analysis of the sequences and the construction of the
phylogenetic tree revealed that the Mexican isolates of Mor. ovis and C. abortus have a high
similarity of 97.96 % with isolates reported from other countries. This is the first study where
the presence of C abortus and C. pecorum is identified in the IKC in the State of Mexico,
these results offer new knowledge in the epidemiology of infectious keratoconjunctivitis, the
agents involved and could provide tools for prevention and control. of IKC and other diseases

associated with the agents, some of which are zoonotic.

Keywords Chlamydia spp. infectious keratoconjunctivitis, Moraxella spp., Mycoplasma spp.

phylogeny, sheep, virulence, factors.
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I.- REVISION DE LITERATURA.

La principal patologia ocular en los pequefios rumiantes es la Queratoconjuntivitis
Contagiosa o Infecciosa por sus siglas en inglés (IKC) (Angelos, 2010; Giacometti et al.,
2002; Gupta et al., 2014), esta enfermedad se caracteriza por la presencia de secreciones
oculares (hialinas hasta mucopurulenta), fotofobia, epifora, blefaroespasmo,
hipervascularizacion, conjuntivitis y opacidad corneal lo cual genera una ceguera transitoria
en la mayoria de los casos, sin embargo, en casos severos se pueden presentar ulceras

corneales de forma unilateral o bilateral ocasionando una ceguera permanente (Hosie, 2000).

La Queratoconjuntivitis tiene un origen multifactorial debido a las interacciones entre
factores ambientales (la exposicion de la luz solar, polvo y la presencia de moscas), factores
del hospedero (como la edad, raza, respuesta inmune y pigmentacion ocular) y factores de
los patdgenos implicados (expresion de factores de virulencia). La tasa de morbilidad de esta
enfermedad puede alcanzar de un 30 hasta a un 80% (Radostits et al., 2007), aunque
generalmente la mortalidad es baja, se reconoce que, de no tomar las medidas de prevencion
y control adecuadas, esta enfermedad puede propagarse en el o los rebafio(s) (Smith y
Sherman, 2011). A las de las pérdidas por ocasionadas por los animales afectados en las
unidades de produccion, se deben sumar las pérdidas econémicas derivadas del costo de los

medicamentos y de los servicios médicos veterinarios (O’Connor et al., 2012).

Esta patologia se distribuye a nivel mundial reportandose en diferentes paises como Noruega
(Akerstedt & Hofshagen, 2004), India (Karthik et al., 2017), Australia (Jelocnik et al., 2019),
Alaska (Evans et al., 2008), Pakistan (Shahzad et al., 2013), Brasil (Farias et al., 2015), Iran
(Saglam et al., 2018), Suecia (Janovsky et al., 2001), Sudéafrica (van Halderen et al., 1994) y
Espafia (Fernandez-Aguilar et al., 2013) han reportado la presencia de IKC en los pequefios
rumiantes encontrando diversos microorganismos implicados con mayor frecuencia se ha
identificado a Moraxella spp., Mycoplasmas spp. y Chlamydia spp (Akerstedt & Hofshagen,
2004; Gupta et al., 2014; Jelocnik et al., 2019) aungue con menor frecuencia se ha
identificado a Bacillus spp., Corynebacterium spp., Coxiella spp., Enterococcus spp.
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Micrococcus spp., Pseudomonas spp.,

Staphylococcus spp., Staphylococcus aureus y Streptococcus spp. sin embargo, su papel en
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la patogenia de la IKC es menos claro (Akerstedt & Hofshagen, 2004; Belloy et al., 2003a;
Gupta et al., 2014; Jelocnik et al., 2019; S&nchez-Romano et al., 2018).; Williams et
al.,2019).

1.1.- Agentes patdgenos implicados en la Queratoconjuntivitis.

1.1.1.- Mycoplasmas spp.

En la actualidad se han reconocido alrededor de 200 especies de Mycoplasmas que son
responsables de ocasionar diversas patologias como neumonias, mastitis, conjuntivitis y
artritis en diversos animales, esto se debe al tropismo tisular que tienen los Mycoplasmas

spp. hacia epitelios de las mucosas (Gomez-Martin et al., 2012).

Las Mycoplasmas spp. se caracterizan por tener un genoma pequefio entre 580 a1380 kpb
con dimensiones que oscilan entre 0.2 a 0.8 pum Yy estan limitadas por una membrana
citoplasmatica trilaminar rica en esteroles y carente de una pared celular, con apariencia de
las colonias en forma de huevo frito en el medio de crecimiento. Estos microorganismos
poseen escasos genes vinculados a la sintesis de aminoacidos, &cidos nucleicos y lipidos lo

que los obliga a tener una relacién de comensalismo con el hospedero.

En los pequefios rumiantes se ha identificado a diferentes especies de Mycoplasmas como;
M. adleri, M. agalactiae, M. arginini, M. conjunctivae, M. capricolum subsp
capripneumoniae y subsp. capricolum, M. hyornis, M. mycoides subsp. capri y subsp.
mycoides LC, M. ovipneumoniae, M. ovis y M. putrefaciens (Akwuobu et al., 2016; Awan et
al., 2009; Gupta et al., 2014; Nicholas et al., 2008).

Algunas de estas especies se han asociado a las principales patologias en ovinos y caprinos
como; agalactia contagiosa (CA), causada exclusivamente por Mycoplasma agalactiae,
neumonia atipica causada por M. ovipneumoniae y Queratoconjuntivitis Infecciosa causada

por M. conjunctivae (Bergonier et al., 1997; Corrales et al., 2007; Dagnall, 1994b).

M. conjunctivae fue aislado por primera vez de un ovino en Australia por Surman (1968) y
no fue hasta la década de los setenta del siglo pasado que fue nombrado y caracterizado

correctamente (Barile, 1972). M. conjunctivae se ha asociado como el principal agente de la
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Queratoconjuntivitis Contagiosa en pequefios rumiantes salvajes y domésticos (Fernandez-
Aguilar et al., 2017; Giacometti et al., 2002, 1999) ya que sea observado que puede
trasmitirse por contacto directo con animales infectados por medio de vectores como las

moscas (Fernandez-Aguilar et al., 2019).

Una vez que M. conjunctivae invade la estructura del ojo, esta bacteria ocasiona dafio en los
tejidos circundantes ocasionando una disminucién en el rendimiento visual y conduciendo a
la perforacion de la cornea (Mayer et al., 1997). M. conjunctivae se ha aislado

exclusivamente en el tejido ocular (Amores et al., 2010; Vilei et al., 2007).

En estudios recientes se han identificado a M. arginini, M. mycoides, M. agalactiae, M.
hyornis a partir de hisopados conjuntivales en los pequefios rumiantes, sin embargo, se
desconoce el rol de estos microrganismos en la patogenia de la Queratoconjuntivitis. (Baker
et al., 2001; Gonzélez-Candela et al., 2007; Verbisck-Bucker et al., 2008; Gupta et al., 2014;
Olaogun et al., 2015;).

Estas especies de Mycoplasmas se pueden aislar a partir de secreciones oculares y nasales en
ovinos, sin embargo, se ha encontrado en mayor porcentaje en caprinos (Ammar et al., 2008)
y con frecuencia en animales jovenes (Elshafay et al., 2016). M. conjunctivae y M. agalactiae
pueden detectarse en cualquier fase del desarrollo de la enfermedad (Santos et al., 2022).
Actualmente se reconoce que algunas especies de Mycoplasmas tienen un potencial
zoondtico importante como es el caso de M. arginini (Sillé et al., 2012; Watanabe et al.,
2012).

1.1.2.- Chlamydia spp.

Las Chlamydias spp. son un grupo de bacterias intracelulares obligadas, con un tropismo
tisular hacia las mucosas lo que ocasiona una diversidad de patologias en los animales y en
el humano (Hogan et al., 2004). Actualmente se han identificado 13 especies que pertenecen
a este género; C. abortus, C. avium, C. caviae, C. felis, C. gallinacea, C. muridarum, C.
pecorum, C. pneumoniae C. poikilothermis, C. psittaci, C. suis, C. trachomatis y C. serpentis
(Bommana & Polkinghorne, 2019; Sachse et al., 2014), aungue, taxonémicamente en esta

familia incluyen a los miembros del taxon Candidatus como, Ca. C. corallus y Ca. C.
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sanzinia (Staub et al., 2018; Taylor-Brown et al., 2015; VVorimore et al., 2013). Sin embargo,
en afos recientes Laroucau et al., (2019) proponen a Chlamydia buteonis como una nueva
especie.

C. abortus, C. pecorum, C. psittaci y C. suis se han identificado de diversas patologias en los
rumiantes domésticos y silvestres (Borel et al., 2018; Burnard & Polkinghorne, 2016; Di
Francesco et al., 2013; Jelocnik et al., 2019; Schautteet & Vanrompay, 2011;Rodolakis &
Laroucau, 2015).

C. psittaci se ha identificado en la IKC, ocasionando brotes de queratoconjuntivitis folicular
(Cooper, 1974; Polkinghorne et al., 2009), este patdgeno también se ha relacionado en casos
de poliartritis en corderos y se reconoce su potencial zoon6tico ocasionando infecciones
genitourinarias en mujeres (Osman et al., 2012). Chlamydia psittaci ocasiona la psitacosis es
una zoonosis de reporte obligatorio ocasiona en los seres humanos cuadros neumaonicos y
cardiacos, esta enfermedad deriva su nombre a los psitacidos que son aves de la familia
Psittacidae (loros, pericos, guacamayas y aves afines) y estan presentes en diversos paises en

el continente americano distribuido a nivel mundial (Herrera et al., 2015)

Por otro lado C. pecorum en los rumiantes ocasiona multiples manifestaciones clinicas desde
queratoconjuntivitis, encefalomielitis, problemas reproductivos, enteritis, mastitis y artritis
(Walker et al., 2015). Se reconoce que C. pecorum tiene la capacidad de producir foliculitis
conjuntival y neovascularizacion corneal en corderos y terneros jovenes (Walker et al., 2015,
2016), siendo considerado por Hossie, (2004) como uno de responsables de causar
Queratoconjuntivitis en los pequefios rumiantes. C. pecorum tiene la capacidad de infectar a
otros hospederos en gran medida a animales de produccién tales como: porcinos, equinos,
bovino e incluyendo al ser humano alojandose de manera natural en el tracto digestivo de los
animales (Li et al., 2016; Sachse et al., 2009), hasta la fecha aln no se reconoce el potencial
zoonotico (Rodolakis & Mohamad, 2010).

C. abortus es considerado a nivel mundial como el agente causal del aborto enzootico ovino
ocasionando grandes pérdidas econdmicas en las unidades de produccién (Li et al., 2015;
Longbottom & Coulter, 2003; McCauley, 2010; Rodolakis & Laroucau, 2015), este

microorganismo es reconocido por su alto potencial zoondtico al producir problemas
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reproductivos (Meijer et al., 2004; Rodolakis & Mohamad, 2010) y problemas respiratorios
en el ser humano (Ortega et al., 2016).

Se ha observado que C. abortus puede generar conjuntivitis, epididimitis, neumonia y artritis
en los pequefios rumiantes y puede ser encontrado partir de muestras de heces fecales
(Rodolakis & Laroucau, 2015), secreciones vaginales (Mora-Diaz et al., 2015) y de
hisopados oculares (Gerber et al., 2007), esta bacteria puede estar acompafiada con otras
Chlamydias como C. pecorum (Holzwarth et al., 2011) y con C. psittaci (Jelocnik et al.,
2019),C. suis (Polkinghorne et al., 2009) y por otros patdégenos como Mycoplasmas spp.
(Gupta et al., 2014).

La mayoria de las especies de Chlamydia se transmiten por la via oronasal mediante aerosoles
y alimentos contaminados, también se ha reportado que se puede transmitir de forma vertical
mediante infecciones de la placenta al feto (Longbottom & Coulter, 2003; Rodolakis &
Laroucau, 2015; Rodolakis & Mohamad, 2010). Las infecciones ocasionadas por Chlamydia
generan grandes pérdidas econdmicas en todo el mundo (Anzalone, 2020; Cochrane et al.,
2005; De Puysseleyr et al., 2014; Essig & Longbottom, 2015; Lutz-Wohlgroth et al., 2006;
Ramakers et al., 2017; Van Grootveld et al., 2018)

1.1.3.- Moraxella spp.

Hasta este momento se han identificado y agrupado 19 especies del género Moraxella; Mor.
atlantae, Mor. boevrei, Mor. bovis, Mor. bovoculi, Mor.canis, Mor. caprae, Mor. catarrhalis,
Mor. caviae, Mor. cuniculi, Mor. equi, Mor. lacunata, Mor. lincolnii, Mor. nonliquefaciens,
Mor. oblonga, Mor. osloensis, Mor. ovis, Mor. pluranimalium, Mor. porci y Mor.
saccharolytica., todas estas especies son de importancia en la salud humana y veterinaria
(Teixera and Merquior, 2014).

Los mayoria de las especies de Moraxella se han identificado en las membranas de las
mucosas del tracto respiratorio, genitourinario y de la conjuntiva en los seres humanos y
animales (Teixera y Merquior, 2014), como es el caso de Mor. ovis, Mor. bovis y Mor.
bovoculi que se encuentran en el tejido ocular en los rumiantes (Akerstedt & Hofshagen,
2004; Farias et al., 2015; Karthik et al., 2017).
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Los unicos sitios en los que se ha aislado Mor. ovis en los pequefios rumiantes son del saco
conjuntival (Lindqvist, 1960; Spradbrow, 1968) y de secreciones nasales (Dagnall, inédito),
mientras que en el ganado bovino solo se aislé del saco conjuntival (Elad et al., 1988).
Aunque se desconoce el papel preciso de Mor. ovis en la patogénesis de la QCO , bajo ciertas

circunstancias, este puede contribuir agravar los signos clinicos en ovejas (Lindqvist, 1960).

En cambio Mor bovis se considera como el principal agente etiolégico de la
queratoconjuntivitis infecciosa bovina (QIB), sin embargo, en estudios recientemente por
Karthik et al., (2017) encontraron a esta bacteria en un ovino, estos datos sugieren que Mor.
bovis podria extenderse entre ovinos y bovinos y en otras especies animales (Menoueri et al.,
1988; Richard et al., 1989; Sosa Zunino, 2013). Mor. bovis se ha aislado tanto de animales
sanos como enfermos, lo que indica que algunos animales podrian actuar como reservorios
de la enfermedad (Pugh & McDonald, 1986).

En casos de queratoconjuntivitis en rumiantes Mor. bovoculi ha sido aislado en diversos
paises como Estados Unidos, Brasil y Uruguay (Angelos et al., 2007b; Libardoni et al., 2012;
Loy & Brodersen, 2014; Shen et al., 2011; Sosa & Zunino, 2013). El primer aislamiento
reportado de Mor. bovoculi lo realiz6 Angelos et al. en el 2007 en los Estados Unidos,
describiéndola como un coco Gram negativo obtenida a partir de una ulcera corneal de un
bovino posteriormente se idéntico en renos (Sanchez Romano et al., 2019; Tryland et al.,
2009) y en un equino (Liu et al., 2014).

1.2.- Agentes virales.

Uno de los agentes virales que se han aislado de casos clinicos de la Queratoconjuntivitis es
el Cervidherpevirus tipo CvHV2 que ha sido propuesto como posible agente primario
(Sanchez Romano et al., 2018), no obstante también se ha identificado al Alfaherpesvirus
durante las primeras etapas de la enfermedad de muestras provenientes de renos en Noruega
(Tryland et al., 2009). En Reino Unido se identifico al virus de Cervidherpevirus tipo 1
(CvHV1) en hisopados oculares en ciervos rojos (Inglis et al., 1983). Aunque ain no se
comprende el rol de los Cervidherpevirus en la patogenia de la queratoconjuntivitis, se
reconoce que durante los procesos infecciosos que utilizan a los corticoides como parte del

tratamiento estos virus pueden reactivarse ocasionando conjuntivitis
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2.- Diagnostico.

El diagnostico clinico de la Queratoconjuntivitis Infecciosa se basa en la realizacion de un
examen fisico y el reconocimiento de los signos clinicos (Montserrat et al., 2006), aunque
para llegar al diagndstico definitivo se necesita identificar a los microorganismos implicados
mediante una adecuada recoleccion de muestras mediante hisopados conjuntivales y nasales
(Akerstedt & Hofshagen, 2004; Gupta et al., 2014; Tryland et al., 2017) .

2.1.- Identificacion de Chlamydia spp.

Para el aislamiento de Chlamydia spp., es necesario el cultivo celular o desarrollo en embrion
de pollo (Longbottom & Coulter, 2003; Philips & Clarkson, 1992) , posteriormente al cultivo
se hace el uso de inmunofluorescencia para evidenciar los cuerpos elementales de Chlamydia
se emplean de tinciones especiales como Giménez, Giemsa, Ziehl-Neelsen modificado o
Machiavello (Aiken, 2000; Mora-Diaz et al., 2015; Rodolakis & Souriau, 1980, Storz, 1990).

Actualmente el diagnostico de Chlamydia se esté realizando la reaccion de la cadena de
polimerasa en tiempo real (PCRrt), primero para la identificacion de familia y posteriormente
para la determinacion de las especies, utilizando los genes conservados 16-23S rRNA
(Ehricht et al., 2006; Sanchez Romano et al., 2019), ompA (Jelocnik et al., 2019), omp2
(Hartley et al., 2001) y pmp (Laroucau et al., 2007).

2.2.- ldentificacién de Mycoplasmas spp.

Para la identificacion de Mycoplasmas se utilizan métodos directos e indirectos. Entre los
métodos directos se encuentran el aislamiento en un medio solido y/o liquido y la
inmunofluorescencia, sin embargo, ambos métodos son lentos y con baja sensibilidad
(Meseguer-Peinado et al., 2012). Debido a la dificultad de crecimiento de Mycoplasma
(Awan et al., 2012) los métodos mas rapidos y valiosos son las pruebas de la reaccion de la

cadena de la polimerasa (PCR) y la electroforesis en gel gradiente desnaturalizante (DGGE)
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(Baker et al., 2001; Mcauliffe et al., 2005), en el cual emplean los genes conservados 16S

rRNA 'y LppS para la identificacion de familias y especies (Gupta et al., 2014).

Entre los métodos mas utilizados para la tipificacion de las especies de Mycoplasmas se basan
en la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (De la Fe et al., 2012), polimorfismo de
longitud de fragmento amplificado AFLP (Kokotovic et al., 1999) y la tipificacion de
secuencias multilocus (MLST) (Mcauliffe et al., 2011).

Los métodos indirectos mas empleados para la identificacion de las Mycoplasmas se basan
en pruebas seroldgicas utilizando ensayos de inmunoadsorcién ligando a enzimas (ELISA),
aunque pueden llegar tener baja sensibilidad y especificad y algunas ELISAS aln no estan
disponibles en diferentes paises (Belloy et al., 2001). La técnica de fijacion de complemento
que detecta tanto 1IgG como IgM con una sensibilidad del 85%, y aglutinacion de particulas
siendo la técnica mas utilizada (Belloy et al., 2001; Degiorgis et al., 2000).

2.3.- Identificacion de Moraxella spp.

La identificacion de las especies de Moraxella se basa en técnicas bacterioldgicas,
moleculares y de secuenciacion. Para determinar la especie de los aislamientos de Moraxella
(bovis, ovis y bovoculi) mediante técnicas bacterioldgicas clasicas se utilizan las pruebas de
fenilalaninadesaminasa, gelatinasa, DNAsa y Tween 80 (Angelos & Ball, 2007; Angelos, et

al., 2007; Sosa & Zunino, 2013) aunque pueden llegar a ser inconsistentes.

Para la identificacion correcta de M. bovis, M. bovoculi y M. ovis se pueden utilizar pruebas
de PCR mediante la amplificacion del gen 16-23S rRNA (Shen et al., 2011; Sosa & Zunino,
2013) y de la amplificacion de la regién conservada de la citotoxina A del gen rtxA

demostrando una alta diferenciacion entre las tres especies de Moraxella.(Farias et al., 2015).

Para determinar los perfiles de clonalidad y la variabilidad génica de los aislamientos de
Moraxella se utilizan pruebas de amplificacion aleatoria de ADN polimorfico (RAPD),
conceso intergénicas repetitivas enterobacterianas (ERIC) y BOX-PCR para establecer si hay
una relacion entre los diferentes aislamientos obtenidos de Moraxella spp. de ovinos y
bovinos en los diferentes tiempos y situaciones geograficas (Conceicdo et al., 2004; Prieto et
al., 1999; Sosa & Zunino, 2013).
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3.- Patogénesis y factores de virulencia de los agentes implicados IKC.

Para comprender la patogenia de la queratoconjuntivitis infecciosa como una enfermedad
propia en los rumiantes es importante comprender los diferentes mecanismos y factores de
virulencia usados por cada uno de los microorganismos implicados para lograr comprender
como es que se adhieren, invaden, colonizan y evitan la respuesta inmune para lograr la

infeccion en el tejido ocular (O’Brien & Hazlett. 1995).

3.1.- Biofilms.

Se conoce que algunos patdgenos pueden sobrevivir en el medio ambiente, debido a la
capacidad de agruparse y formar comunidades constituidas por masas de microorganismos y
de productos extracelulares denominados biofilms y/o biopeliculas (Costerton et al., 1999;
Hgaiby et al., 2010). Esta capacidad les permiten adherirse a diversas superficies abioticas y
bidticas para obtener diversos nutrientes del medioambiente y obtener resistencia a diversos
desinfectantes y antimicrobianos (Klausen et al., 2003, Murray et al., 2009) con la finalidad

de lograr infecciones crénicas en el hospedero (Gressler et al., 2015; Tiba et al., 2009).

Una de las problematicas actuales para erradicar la queratoconjuntivitis infecciosa esta
relacionada a la formacidn de biopeliculas por los microorganismos implicados (Prieto et al.,
2013). Se han reportado que bacterias del género Moraxella son capaces de formar biofilms
como M. bovis, M. ovis y M. bovoculi esto le permite colonizar cavidades nasales y oculares
(Ely et al., 2019; C. Prieto et al., 2013).

Por otra parte se ha reportado que microorganismos sin pared celular como son las
Mycoplasmas pueden formar biofilms, lo que les permiten incrementar su resistencia a la
desecacion (McAuliffe et al., 2006) y sobrevivir en el saco conjuntival y orificios nasales
durante varios meses proporcionandoles una oportunidad para nuevas reinfecciones dentro
de los rebafios (Baker et al., 2001).
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3.2.- Adhesinas.

Una vez que el patogeno ingresan en el hospedero a través de una via de entrada (Meylan et
al., 2006, Murray et al., 2009), estos deben adherirse y fijarse mediante moléculas especificas
a las células del hospedero cercano a la puerta de entrada, ya que si no se adhieren, estos
suelen ser eliminadas por las barreras fisicas y quimicas del hospedero (Meylan et al., 2006).
Se ha observado que algunos patdgenos en la superficie de su membrana citoplasmatica
poseen estructuras fimbriales (como son los pili, fimbrias o flagelos), como no fimbriales
(como son lectinas, &cidos lipidicos, proteinas de membra externa) lo que les permite la
adherencia en la superficie de las células diana (Klausen et al., 2003, Murray et al., 2009).

3.2.1.- Estructuras Fimbriales.

Diversos estudios han identificado en cepas de Moraxella la capacidad de expresar fimbrias
de tipo IV (Lepper & Power, 1988; Jayappa & Lehr, 1986, Pedersen,1972). Estas fimbrias
pueden estar distribuidas alrededor de la membrana citoplasmatica de la bacteria teniendo

una longitud entre 1 a 4 um de largo y 6 nm de didmetro (Keizer et al., 2001).

La fimbria tipo Q permite que Moraxella pueda adherirse a la superficie de la crnea mientras
que la fimbria tipo | solo contribuye a la bacteria a la persistencia local y el mantenimiento
de la infeccién (Ruehl et al., 1993). En las cepas de Moraxella se ha observado que cuando
expresan el pili Q son mas patdgenas logrando establecer adherencia méas eficiente a
comparacion de las cepas que solo expresan el pili I (Ruehl et al., 1993, 1988), aunque
también se reconoce que algunas cepas pueden expresar ambas fimbrias (Marrs et al., 1985)
y las fimbrias pueden perderse después de varios pases en un medio cultivo (Annuar &
Wilcox, 1985).

3.2.2.- Estructuras no fimbriales.

En la superficie de la membrana de las Mycoplasmas spp. se encuentran proteinas
modificadas covalentemente con lipidos denominadas adhesinas (Jan et al., 1996) siendo

utilizados como un factor de virulencia para estos microrganismos (Boguslavsky et al., 2000;
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Hu et al., 1982; Krause, 1998; Seto et al., 2001). Se ha identificado que el gen IppS de M.
conjunctivae codifica a una proteina de 150 kDa denominada LppS, esta proteina le permite
a la bacteria adherirse a las células de los epitelios del hospedador siendo considerada como
el principal factor de virulencia (Belloy, et al., 2003b).

Por otro lado las Moraxella tiene la capacidad de expresar hemaglutininas, este tipo de
proteinas tienen un papel importante en la adhesion de la bacteria ya que les permite a las
cepas no fimbriadas adherirse a varios tipos de células a pesar de ser menos eficientes en
comparacion de las cepas que poseen fimbrias (Annuar & Wilcox, 1985). Se ha logrado
identificar varios ORFs que codifican para una proteina flpA y flpB homologa a la
hemaglutinina filamentosa de Bordetella pertussis, otros ORFs que codifican para una
proteina de secrecion de la hemaglutinina y para una proteina accesoria Flp (Fap), lo cual le
permitiriaa Moraxella adherirse a las superficies mucosas y atravesar el espacio periplasmico

de la superficie celular (Kakuda et al., 2006).

Mientras tanto en algunas especies de Chlamydia se ha observado que tienen la capacidad de
expresar ciertas proteinas de membrana polimérficas (Henderson & Lam, 2001) como son
las Pmp6, Pmp20 y Pmp21 y sus homologas las PmpG, PmpB y PmpD lo que les permite
adherirse a las membranas de los epitelios de las células hospedadoras (Becker & Hegemann,
2014; Crane et al., 2006; Lent et al., 2016a; Mdlleken et al., 2010) aunque también se ha
reconocido que las proteinas chaperonas las Hsp70 conocidas “Dnak-like” localizadas en la
membrana externa y en el citoplasma realizan la misma funcion como se ha observado en
cepas de C. trachomatis (Schmiela & Wyrick, 1994).

3.3.- Produccién de hemolisinas

Una vez que una bacteria se adhiere a las células del hospedero, puede causar dafio directo
al competir por los nutrientes y generando enzimas extracelulares o sustancias relacionadas
que degradan el material de la célula permitiendo a la bacteria dispersarse a otras celulas o
tejidos (Cardenas-Perea et al., 2014).

Se ha reportado que Mor. ovis, Mor. bovis y Mor. bovoculi tienen la capacidad de producir
B-hemolisinas, este tipo de proteinas tienen propiedades hemoliticas, corneotoxicas y
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leucotoxicas que son importantes para ocasionar dafio en la cornea (Billson et al., 2000; Gray
et al., 1995). Las p-hemolisinas pertenecen a la familia RTX de las exoproteinas bacterianas
cuya funcién principal es la produccion de poros en la membrana citoplasmatica de diversas
células provocando un desequilibrio osmético por el eflujo de potasio y finalmente la lisis
celular (Angelos, et al., 2007b; Angelos et al., 2001; Billson et al., 2000).

Las B-hemolisinas son codificadas a partir de un operdn compuesto por 5 genes denominados
5’-mbxCABDtolC-3’ para Mor. bovis (Angelos et al., 2001), 5’-mbvCABDtolC-3’ para M.
bovoculi y 5°-movCABDtolC-3’ para Mor. ovis (Angelos, et al., 2007b).

Los genes mbxA, mbvA y movA codifican para la formacion de la estructura de la citotoxina
A para las tres especies de Moraxella (Angelos et al., 2001), estas citotoxinas son activadas
por los productos de los genes mbxC, mbvC y movC y transportadas por las proteinas de
membrana codificadas por los genes mbxB, mbvB, movB, y mbxD, mbvD, movD (Angelos, et
al., 2007b; Angelos et al., 2001) y finalmente el gen tolC codifica una proteina de la
membrana externa OMP que permite el movimiento de la citotoxina a través de las

membranas y el periplasma de las bacterias hacia el medio extracelular (Sosa et al., 2015).

Aunque se ha podido identificar cepas de Mor. bovis y Mor. ovis no hemoliticas, estas
bacterias no estan asociadas a la queratoconjuntivitis en ovinos y bovinos (Brown et al.,
1998; Dagnall, 1994a, 1994b), sin embargo, los datos sugieren que las cepas Moraxella no
hemoliticas pueden convertirse en hemoliticas y potencialmente patégenas por la adquisicion
del operén RTX que esta localizada especificamente en una isla de patogenicidad (PAIS)
(Hess & Angelos, 2006).

En M. bovis se logro identificar el gen plb que codifica para la proteina de la fosfolipasa B
conocida (PIb), esta proteina es una lipasa-serina triacilglicerol de 66 kDa que tiene una
accion enzimatica sobre los fosfolipidos de la membrana de la célula ocasionando lisis celular
(Farn et al., 2001).

Por otra parte, en M. bovoculi y M. bovis se logr6 identificar la presencia de enzimas
hidroliticas (esterasa C4, esterasa-lipasa C8, lipasa C14, fosfoamidasa, hialuronidasa y

fosfatasa) y de enzimas proteoliticas (aminopeptidasas y gelatinasa) que participan en la
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produccidn de ulceras corneales junto a fibrinolisinas y las B-hemolisinas. (Angelos, et al.,
2007a; Frank & Gerber, 1981).

Ciertos Mycoplasmas también pueden secretar algunas exotoxinas, incluidas CARDS TX y
hemolisina, ademas de expresar diversas enzimas patogenas, como las enzimas lipoliticas,
peptidasas, fosfatasas, ecto-ATPasas, nucleasas citotdxicas y nucleotidasas (Chen et al.,
2021). Se ha observado en Mycoplasmas spp., que los radicales libres, el peroxido de
hidrogeno (H20:) y el superoxido (02) ocasionan dafio oxidativo en las membranas de las

células del hospedero (Razin & Yogev, 1998).

3.4.- Invasion y sobrevivencia bacteriana.

En el caso particular de Chlamydia una vez que ingresa dentro de la célula, esta debe invadir
a las células epiteliales no fagociticas mediante la formacion de una vacuola cargada con los
cuerpos elementales (EB) (inclusion) (Eissenberg et al., 1983), posteriormente evitar y
bloquear la fusién con los fagolisosomas (Capmany & Damiani, 2010; Rzomp et al., 2003)
y adquirir nutrientes dentro de la célula para poder reestructurarse y formar los cuerpos
reticulados (CR) (Su et al., 2004).

El ciclo comienza con la union del cuerpo elemental infeccioso (CE) y su entrada a la célula
epitelial. Posteriormente, el CE se diferencia en el cuerpo reticulado (RB) dentro de los
limites de un fagosoma modificado llamado inclusion. La inclusion naciente evita la fusion
con los compartimentos endofagociticos y migra hacia el perinacleo. Las proteinas
bacterianas (Inc) expuestas en la membrana de inclusion median la interaccion con diferentes
organulos del hospedero y facilitan la adquisicion de nutrientes. Los RB se replican por fisidn
binaria y finalmente se vuelven a diferenciar en EB que se liberan al medio extracelular
mediante lisis de la célula hospedera o por extrusion de la inclusién. En condiciones
estresantes, Chlamydia pasa a un estado inactivo caracterizado por la presencia de cuerpos
aberrantes no infecciosos (AB) (Damiani et al., 2014).

El sistema de secrecion (TTSS) tipo 111 es un mecanismo que utiliza Chlamydia para secretar
diversas proteinas efectoras como las TarP (translocated actin recruiting phosphoprotein), las
CPAF (Chlamydial protease-like activity factor) y las Inc (Inclusion proteins secreted)
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directamente al sitio de entrada ya sea al citoplasma o a la membrana, lo que permite el inicio
de la remodelacion del citoesqueleto de actina que es fundamental para inducir la fagocitosis
y facilitar la penetracién de la bacteria dentro de las células esta accion ayuda a degradarlos
factores de transcripcion de las células para la presentacion de antigenos por parte del CMH
I 'y Il lo cual interfiere a la respuesta a la infeccion de esta bacteria.(Carabeo et al., 2002;
Clifton et al., 2004; Engel, 2004).

Del sistema de secrecion tipo 111 hasta en este momento se han caracterizado siete proteinas
Inc en C. trachomatis (IncA-G) y tres en C. pneumoniae y C. psittaci (IncA-C), este
descubrimiento ha permitido determinar el tiempo exacto en que C. trachomatis y C. psittaci
puedan expresar las proteinas IncD-G y IncB que les permitird la transicion del cuerpo
elemental al cuerpo reticular y del blogueo de la fusion del lisosoma con el cuerpo elemental

una vez fagocitado por la célula.

Posteriormente los CR de Chlamydia deben mantener la integridad de la célula infectada
mientras se estan replicando (Fan et al., 1998; Greene et al., 2004; Xiao et al., 2005), y a su
vez diferenciarse a nuevos cuerpos elementales (CE) que son la forma infectiva (Hybiske &
Stephens, 2007), para que esto suceda Chlamydia utiliza un lipopolisacarido (LPS) para
realizar la transicién de CR a CE (Nguyen et al., 2011), una vez realizado la transicion los
CE buscan una forma segura de salir de la célula infectada (extrusion) para infectar a otras

células vecinas.

Para que ocurra esta ultima fase las CE de Chlamydia secretan varias proteinas sobre la
membrana de inclusion (Rockey et al., 1995, Rzomp et al., 2006) y en el citosol lo que
desencadena en una lisis de célula infectada (extrusion) y liberando a los CE al medio
extracelular para posteriormente invadir a otras células (Zhong et al., 2001).

Las proteinas de membranas polimdrficas (Pmps) ademas de la adhesion celular, desempefian
funciones en la evasion de la respuesta inmune mediante la variacion de antigenos (Rodolakis
& Laroucau, 2015). En Chlamydia spp., las Pmps se encuentran presentes, aunque el nimero
de secuencias de codificacion (CDS) varia de acuerdo a la especie. por ejemplo, en C.
trachomatis solo se codifica 9 Pmps, mientras que la familia Pmps se expande en C.
pneumoniae, C. abortus y C. psittaci codificando 21, 2 y 21 Pmps respectivamente
(Henderson & Lam, 2001; Lent et al., 2016b)

25



3.5.-Sistema de adquisicion de hierro.

El hierro se considera como un elemento esencial para todas las bacterias ya que es necesario
para su crecimiento y replicacion (Fenwick et al., 1996), para esto Moraxella ha desarrollado
un sistema constituido por sider6foros y de una proteina de membrana externa (PME) de 78
kDa actuando como un recetor para reconocer a la lactoferrina y transferrina dos proteinas
capaces de quelar el hierro en las secreciones de las mucosas y en el suero sanguineo (Brown
et al., 1998; Fenwick et al., 1996). No obstante, en estudios posteriores encontraron en Mor.
bovis las proteinas TbpA'y ThpB y LbpA y LbpB, estas proteinas resultaron ser especificas
para el reconocimiento de la transferrina y lactoferrina bovina pero no para las ovinas y

caprinas (Yu & Schryvers, 2002).

En cepas Mor. bovis un grupo de investigadores describieron que cuando existe una
disminucion en la expresion del gen influye negativamente en la expresion del gen omp79 la
cual codifica una proteina de 79 kDa denominada IrpA, sin esta proteina existe un retardo en
el crecimiento de la bacteria en condiciones donde la fuente de hierro esta disponible por la
transferrina o lactoferrina bovina (Kakuda et al., 2003a, 2003b).

3.6.- Evasion de la respuesta Inmune y variacién antigénica

Debido a que las bacterias poseen diversos antigenos estos pueden desencadenar una
respuesta inmunoldgica y como un mecanismo de defensa muchos de los patdgenos alteran
los antigenos que se encuentran en su superficie a través de un proceso denominado variacion
antigénica. Este proceso involucra la activacion de genes alternativos y en consecuencia en
el momento en que el organismo reconoce y monta la respuesta inmunitaria contra el
patdgeno, este ya habra alterado sus antigenos para que no sea reconocido y no se ve afectada

por los anticuerpos.

Se ha observado en Mycoplasma especialmente en M. hyorhinis una familia de genes vip que
codifican un sistema conformado de lipoproteinas variables VIps que recubren la superficie
de la membrana del microorganismo proporcionan una amplia gama de variantes antigénicas
(Rosengarten & Wise, 1990, 1991).
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Se ha identificado que algunas proteinas de membrana polimorficas (Pmps) participan en la
evasion de la respuesta inmune mediante la variacion de antigenos (Grimwood et al., 2001),
ya que esta caracteristica parece ser Unica para pmpH en C. psittaci, se sugiere esta proteina

juega un papel importante en el ciclo de desarrollo de esta bacteria.

4.-Andlisis filogenético de patdgenos.

Se ha descrito que Mor. bovis y Mor. bovoculi existen dos genotipos (genotipos 1y 2) estos
dos genotipos se diferencian por el tamafio de sus cromosomas, por el contenido gendémico y
la presencia de variantes proteicas codificadas del factor de virulencia de las hemolisinas,
aunque estos aislamientos no se ha demostrado experimentalmente que cause la IK> (Wynn
etal., 2022)

En cepas del genotipo 1 de Mor. bovoculi que fueron aisladas de casos clinicos IK, se ha
observado una gran diversidad de recombinaciones en su secuencia entre especies,
especificamente entre las regiones del gen 16S y RTX que codifican a la B-hemolisina,
presentan un mayor nimero de genes vinculados a factores de virulencia y a la presencia de
genes vinculados a la resistencia antimicrobiana en comparacién a cepas genotipo 1 de M.

bovoculi aisladas de animales sin lesiones oculares (Dickey et al., 2018).

En un estudio reciente se informo de una supuesta nueva especie/mutante de Moraxella (SBP
39/19) que fue recuperada de secreciones oculares en caballos, esta nueva especie se
hipotetiza que pudo haber surgido a partir de una variacion o mutacion de una cepa de

Moraxella bovoculi (Seeger et al., 2021)

5.- Respuesta inmune del ojo.

Se reconoce que las barreras mas eficaces de la estructura del ojo son las superficies de los
epitelios de la cdrnea y de la conjuntiva que son regenerados cada 5 a 7 dias para evitar la
adherencia de diversos microrganismos patdgenos. La superficies de los epitelios de la cornea
estd compuesta de células claras que se consideran células jovenes y ricas microplacas
mientras las células oscuras se consideran que son las etapas finales de desarrollo de las

células epiteliales, sin embargo, esta caracteristica les permite a las bacterias situarse en las
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células oscuras para esperar el recambio celular y de las condiciones favorables como la
resequedad y presencia luz para favorecer la colonizacion de las superficies de los epitelios
del ojo (Chandler et al., 1983).

Otra barrera de defensa en el ojo estd conformada por la composicién quimica de la pelicula
lagrimal lo cual otorga una defensa inespecifica en la superficie ocular (Gilger, 2008). Las
lagrimas por si solas tienen como funcion principal transportar sustancias, como la B-lisina,
transferrinas, lactoferrinas. componentes del sistema del complemento y lisoenzima que
proporcionan una accion antimicrobiana contra los microorganismos patégenos. (Brightman
etal.,1991).

Para iniciar una respuesta inmune inespecifica en el 0jo, este comienza a reclutar neutrofilos,
monocitos y macrofagos en el &rea de inflamacion para comenzar la limpieza de los desechos
celulares y la destruccion de los microorganismos patdgenos (Eichenbaum et al., 1996). Sin
embargo, para montar una respuesta inmune especifica, en el ojo existe una serie de
limitaciones como son el limitado drenaje linfatico y la escasa vascularizacion impidiendo el
acceso de linfocitos citotoxicos y de anticuerpos circulantes a la cornea (English,1999). Para
contrarrestar estas limitaciones en la conjuntiva se encuentra tejido linfoide denominado
(CALT) que permite la captacion y procesamiento de antigenos por parte de los macréfagos
para estimular la produccion de inmunoglobulinas encontrando principalmente la IgA en la
superficie ocular y en las lagrimas (Eichenbaum et al., 1996). aunque también se ha detectado

de anticuerpos protectores IgM e IgG (1gG1 e 1gG2) (Bishop et al.,1982).
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I1- JUSTIFICACION.

El ojo es considerado como un espejo del estado de salud del animal, es importante reconocer
que cuando su estructura se altera, se refleja en los rendimientos de produccién del animal.
Sin embargo, cuando se busca informacion sobre cualquier aspecto asociado a patologias
oculares en ovejas como es el caso de la IKC la informacion es escasa y aparece de forma
dispersa, dado a que no se ha podido sefialar a ningiin microorganismo como el agente
primario y/o secundario de la queratoconjuntivitis contagiosa en los pequefios rumiantes. Se
sugiere que esta enfermedad tiene un origen multifactorial, que es desencadenado por la
intervencion de diversos factores medioambientales, del hospedero y de los patégenos
implicados. Actualmente se reconoce que los animales afectados presentan un retraso en el
crecimiento y por ende con lleva a una disminucién en la productividad generando pérdidas
econdmicas para los productores. En los ultimos afios se han identificado diversas especies
de Chlamydia, Mycoplasma y Moraxella asociadas a la queratoconjuntivitis en los pequefios
rumiantes lo cual enaltece la importancia del diagndstico definitivo por el riesgo potencial

zoondtico que representan algunos de estos patdgenos.

A pesar que aun no se comprende totalmente la patogénesis de la queratoconjuntivitis
infecciosa se reconoce que algunos patdgenos utiliza diversos factores de virulencia para
colonizar los diferentes epitelios del ojo, el entendimiento de los diferentes factores de
virulencia como; las proteinas de inclusién de membrana (incA), las proteinas de membrana
polimorficas (Pmps), los lipopolisacaridos (LppS), las citotoxinas (operén RXT), los
siderdforos (fur), las fosfolipasas (plb), las proteinas chaperonas (Hsp) y otras mas, pueden
permitir a desarrollar nuevos métodos diagnosticos y nuevas propuestas de inmundgenos
para controlar y prevenir la enfermedad. En la actualidad los estudios moleculares en la
patogénesis microbiana han permitido identificar algunos patdgenos asociados a la IKC
como son Chlamydia, Mycoplasma y Moraxella, sin embargo, en México no se tienen
estudios al respecto, por tal razon este estudio generard impacto en la generacion de nueva
informacidén para la compresion de la patogenia de la IKC y representaria el inicio de la
vigilancia epidemiologia molecular de los diferentes patdgenos que ocasiona esta patologia
y que afecta a los pequefios rumiantes en las diferentes sistemas de produccién en gran parte

de territorio mexicano.
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I11.- HIPOTESIS.

En lesiones oculares de ovinos y caprinos se podran identificar a los principales patdégenos
como Moraxella spp., Chlamydia spp. y Mycoplasma spp. implicados en la

queratoconjuntivitis infecciosa.
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IV.- OBJETIVOS.

4.1.- Objetivo General.

Identificar y caracterizar a Moraxella spp., Chlamydia spp. y Mycoplasma spp implicados en
la queratoconjuntivitis infecciosa obtenidos de muestras de lesiones oculares en ovinos y

caprinos.

4.2.- Objetivo Especificos.

Obtener aislamientos de Moraxella, Chlamydia y Mycoplasma de muestras de casos clinicos
de queratoconjuntivitis contagiosa en ovinos y caprinos, en el Estado de México.

Identificar las especies de Moraxella, Chlamydia y Mycoplasma mediante la PCR utilizando

genes especificos.

Amplificar los genes de virulencia en: Moraxella spp. (fur, plb, mbxA), Chlamydia spp.

(pmpH y incA) y Mycoplasma spp. (IppS).

Realizar el analisis filogenético de los aislamientos obtenidos y factores de virulencia

identificados.
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V.- MATERIAL Y METODOS.

5.1.- Recoleccién de las muestras.

El tamafio de la muestra se estimé con la férmula para poblacién infinitas n=z2pg/e?.

Donde z%= Nivel de confianza 95%; p= Probabilidad de que ocurra el evento (p= 0.24) (Ortiz
Arana et al.,2017); g= 1-p Probabilidad de que no ocurra el evento; e?= error estimado (5%);

n= tamafo de la muestra (Jaramillo & Martinez, 2009) estimando un n=280 animales.

Se identificaron animales con afecciones oculares sugerentes a la queratoconjuntivitis dentro
de los rebafios de ovinos y caprinos de diferentes municipios del Estado de México. A todos
los animales con lesiones oculares sugerentes a IKC se le realizd un examen clinico y pruebas
oftalmoldgicas como la prueba Schimer y Tincién de Fluoresceina (Montserrat et al., 2006).
Por cada animal se recolecto tres muestras mediante la realizacion de un pase en la
descamacion conjuntival sin tocar el borde palpebral, teniendo cuidado de no contaminar la
muestra (Akerstedt & Hofshagen, 2004).

El primer hisopado se coloc6 en un medio de transporte Stuart (MTS, Cat 1058A, Dibico en
México S.A de C.V) (Akerstedt & Hofshagen, 2004) y el segundo se transport6 en caldo
Friss (Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EE. UU) (Shahzad et al., 2013) y el tercero se
transport6 en medio de sacarosa-fosfato/glutamato (SPG) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y antimicrobianos 100 pg/ml de estreptomicina y 50 pug/ml gentamicina
(Mora-Diaz et al., 2015; Sachse et al., 2009). Todas las muestras fueron transportadas en
refrigeracion a 4°C hasta la llegada dentro del laboratorio y conservadas a -20°hasta su

procesamiento.

5.2.- Aislamiento e identificacion.

Para identificar a Moraxella spp. se utilizaron los criterios establecidos por (Angelos & Ball,
2007; Angelos et al., 2007a; Shen et al., 2011) Las muestras de los hisopados fueron
sembradas en placas de agar base sangre suplementada con 5% de sangre ovina (ABS, BLL,

Cat BD211037 Becton, Dickison en México). Las placas fueron incubadas a 37°C entre 48-
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72 h y se observd el crecimiento de colonias circulares con elevacién convexa, margen

entero, superficie suave y un halo de B-hemolisis a su alrededor.

Para identificar Mycoplasma spp., se emplearon los criterios establecidos por (Giangaspero
et al., 2010; Shahzad et al., 2013). Las muestras se incubaron a 37°C durante 72 h en
condiciones de microaerofila. Posteriormente los caldos fueron filtrados a través de una
membrana con poros de 0.45 mm (Seitz, Avondale, Pensilvania, USA) y se colocaron algunas
gotas en agar PPLO (APPLO Cat. BD231210 DB, Difco, México). Las placas se incubaron
hasta por 8 dias y fueron monitorizadas cada dos dias para detectar signos de crecimiento de

Mycoplasma.

5.3.- Extraccion de ADN

Las extracciones de ADN de las muestras y de los aislamientos obtenidos se realizaron
mediante el kit comercial QIAmp DNA Mini Kit (Cat 51306, Qiagen, USA) conforme al
criterio del fabricante (ANEXO)

5.4.- Identificacion molecular.

Para la identificacion molecular de los diversos patogenos se utilizaron los siguientes

protocolos:
Chlamydia spp.

Para la identificacién de ADN Chlamydial de las muestras se emplearon los genes 23S rRNA
y ompA mediante un PCR Tiempo real. El primer protocolo a seguir de Ehricht et al., (2006)
para determinar a la familia Chlamydiaceae. ElI volumen de reaccion fue llevado de la
siguiente manera, en una placa de 96 pozos, en volimenes de reaccion de 20 pl: 10 pl de 2X
QuantiNova Probe PCR Master Mix que contiene QuantiNova DNA Polymerase (Taq DNA
Polymerase, QuantiNova Antibody, QuantiNova Guard, QuantiNova ProbePCR Buffer y
dNTP mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)), (Qiagen®, Alemania), 0.4 uM de cada iniciador,

0.1 uM de sonda de hidrolisis y 2 ul de ADN de las muestras. La amplificacion se realizo

33



empleando el siguiente protocolo de temperaturas: un ciclo a 95 °C por 2 min, seguido por
40 ciclos a 95 °C por 5 sy 65 °C por 2 s. Como control positivo se utilizo ADN purificado
del fragmento 23s rRNA de la cepa AB7 de C. abortus; Control negativo se utilizé agua libre

de nucleasas.

Para la determinacién de las especies de Chlamydia se utilizd el protocolo descrito por
(Pantchev et al., 2009, 2010). La amplificacion se realizé empleando el siguiente protocolo
de temperaturas de la siguiente manera: un ciclo a 95 °C por 2 min, seguido por 40 ciclos a
95 °C por 5.y 60 °C por 3s. Con la finalidad de obtener un tamafio de los productos 76 pb,
82 pb, 76 pb respectivamente. Como control positivo se utilizé un plasmido que contiene el
gen ompA especifico para C. abortus (Plate/ompACa); para C. pecorum (0GEM-ompA) y

para C. psittaci (0GEM-ompA). Control negativo se utilizé agua libre de nucleasas (Tabla 1).
Moraxella spp.

Para la identificacion de los aislamientos de Moraxella se empled el gen 16S rRNA mediante
un PCR multiplex. Se utilizé el protocolo descrito por (Shen et al., 2011). Para el volumen
reaccion se empled un total de 25 ul que contenia 0.4uM de cada primer, Green Master Mix
12.5uL (1X), Agua 7.5 pL, colonia pura. La amplificacion se realiz6 empleando el siguiente
protocolo de temperaturas a 95°C por 5 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 40s, 55°C por
40 sy 72°C por 60 s y una extension final a 72°C por 7 min, con la finalidad de obtener un
tamafo de los productos 1849 pb, 1859 pb, 1541 pb para la identificacion de M. ovis, M.
bovoculi y M. bovis respectivamente Como control positivo se utilizé un aislamiento de
campo de Moraxella (BMor128) obtenido de un estudio previo (Ortiz et al., 2023), con
cbdigo de secuencia gen Bank (ON811671) y como control negativo se utilizo agua libre de

nucleasas.
Mycoplasma spp.

Para la identificacion de M. conjunctivae se empled un PCR anidado basada en el gen IppS.
utilizando los protocolos descritos por Belloy et al., (2003a) Para el volumen reaccion se
empled un total de 25 pl que contenia 0.4uM de cada primer, Green Master Mix 12.5uL
(1X), Agua 7.5 pL, ADN de la muestra. La amplificacién se realizé empleando el siguiente

protocolo de temperaturas a 94°C por 30 s, seguido de 35 ciclos a 94°C por 30s, 55°C por 2
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miny 72°C por 60 s y una extension final a 72°C por 5 min. Con la finalidad de obtener un

tamarfio de los productos 1047pb y 748 pb respectivamente. Como control negativo se utiliz6

agua libre de nucleasas

Tabla 1. Iniciadores y técnicas utilizadas para la identificacion de Chlamydia spp. Moraxella

spp. Y Mycoplasma conjunctivae,

Tipode PCR Gen Primers Secuencia (5"-3") Referencia
Ch23S-F CTGAAACCAGTAGCTTATAAGCGGT
235 Cch23s-R ACCTCGCCGTTTAACTTAACTCC Ehricht, et
rRNA FAM-CTCATCATGCAAAAGGCACGCCG- al., 2006
Ch23s-P
TAMRA
CpaOMP1-F GCAACTGACACTAAGTCGGCTACA
CpaOMP1-R ACAAGCATGTTCAATCGATAAGAGA
i FAMTAAATACCACGAATGGCAAGTTGGTTT
Chlamydia, CpaOMP1-S
PCR tiempo AGCG-TAMRA
real CppecOMP1-F CCATGTGATCCTTGCGCTACT Pantchev et
ompA CppecOMP1-R TGTCGAAAACATAATCTCCGTAAAAT al.,
FAM-TGCGACGCGATTAGCTTACGCGTAG-
CppecOMP1-S 2009,2010
TAMRA
CppsOMP1-F CACTATGTGGGAAGGTGCTTCA
CppsOMP1-R CTGCGCGGATGCTAATGG
CppsOMP1-S FAM-CGCTACTTGGTGTGAC-TAMRA
Bviv16S1F GAACGATGACTATCTAGCTTGCTAGATATG
Moraxella, 65 Bovil541R AGCTATAGACCCAATTTAACTTACGCTACT sh al
1 enetal,
PCR Bovol915R TGTATTGGGTACAATCACCATGG
_ rRNA 2011
Multiplex Ovil6S1F GAACGATGAGTATCCAGCTTGCT
Ovis1849R CTCTTTACTTTGGTTAATTATTTTGTTGGA
16S MOLIGEN1-L ACTCCTACGGGAGGCAGCA
Mycoplamas
R rRNA  16SUNI-R GTGTGACGGGCGGTGTGTAC Belloy et
conjunctivae
. McoF1 GTATCTTTAGAGTCCTCGTCTTTCAC al., 2003
PCR anidada LppS
McoR1 CAGCGTGCAGGATGAAATCCCTC

35



5.5.- Anadlisis estadistico.

Se evaluo la asociacion de los géneros y especies microbianas versus lesiones oculares de
ovinos utilizando la prueba de Chi-cuadrada con una significancia de P< 0.05 con el software
EpiTools (http://epitools.ausvet.com.au/content.php? péagina=EstadisticasInicio). Para
comparar las interacciones entre especies se empleo la prueba de Fisher con una significancia

de P<0.05 de confianza con el software Epi Info™ | CDC (https://www.cdc.gov/epiinfo).

5.6.- Factores de virulencia.

Para la identificacion de diversos factores de virulencia asociados a los patdgenos

involucrados en la IKC:
Chlamydia spp.

Para la identificacion de los factores de virulencia vinculado al gen pmpH (que codifica para
una proteina polimorfica de membrana) se sigui6 el protocolo descrito por Lent et al., (2016)
y para el gen incA (que codifica para la proteina de inclusién de membrana) se siguid el
protocolo en este estudio. Para amplificacion del gen pmpH se empled los iniciadores (H-
G2-F y H-G2-R) utilizando un volumen de reaccion total de 25 pl de la PCR que contenia
0.4puM de cada primer, Green Master Mix 12.5uL (1X), Agua 2.5 pL,5 pL ADN de la
muestra, la cual se empled el siguiente protocolo de temperaturas 95°C por 3 min, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 30s, 58°C por 30s 'y 72°C por 60s y una extension final 72°C por 2
min En la cual se espera visualizar un tamafio del producto 207 pb. Control negativo se utilizd
agua libre de nucleasas

Para la identificacion del gen incA se disefiaron primers a partir de la secuencia reportada en
el GenBank (EU340812.1) de la proteina membrana de inclusion de Chlamydia abortus
aislamiento MO907 Para amplificacion del gen incA se utilizd un volumen de reaccion total
de 25 ul de la PCR que contenia 0.4uM de cada primer, Green Master Mix 12.5uL (1X),
Agua 2.5 pL,5 pL ADN de la muestra, la cual se empled el siguiente protocolo de
temperaturas 95°C por 2 min seguido de 40 ciclos a 95°C por 60s, 55°C, por 30s, 72°C. por

45s y una extension final 72°C por 7 min. Para lo cual se esper6 visualizar un tamario de
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producto de 619 pb. Como control positivo se utilizd un aislado de campo de C. abortus

obtenido de bazo de un ovino; Control negativo se utilizé agua libre de nucleasas (Tabla 2).
Moraxella spp.

Para la identificacion de los factores de virulencia vinculado a los genes mbxA (que codifica
para la estructura de la B-hemolisina), plb (que codifica para una fosfolipasa B) y fur (que
codifica una proteina reguladora de la adquisicion de hierro) en los aislamientos de Moraxella
spp se siguid los siguientes protocolos descritos por (Angelos et al., 2007a; Sosa et al., 2015).
Para amplificacion del gen mbxA se emplearon los iniciadores para mbxA (Phem start y New
B gene up), para el gen plb (mbpl_fwd y mbplb_rev) y para el gen fur (mbfur_fwd y
mbfur_rev). Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen total de 25 ul que contenia
0.4uM de cada primer, Green Master Mix 12.5uL (1X), Agua 7.5 pL, ADN de la muestra.
Para el gen mbxA se utilizé el siguiente protocolo de temperaturas 95°C por 1 min, seguido
de 30 ciclos a 95°C por 1 min, 56°C por 30s 'y 72°C por 2 min y una extension final a 72°C
por 5 min (Tabla 2).

Para los genes plb y fur se empleé el siguiente protocolo de temperaturas 94°C por 3 min,
seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 min, 40°C por 1 miny 72°C por 1 min y una extension
final a 72°C por 5 min. Con la finalidad de visualizar los siguientes tamafios de los productos,
3703 pb, 1490 pb y 336 pb respectivamente. Control negativo se utiliz6 agua libre de

nucleasas.
Mycoplasma spp.

Para la identificacion del factor de virulencia vinculado al gen IppS que codifica una proteina
denominada LppS en Mycoplasmas spp se siguio el protocolo descrito por (Belloy et al.,
2003b). Para el volumen reaccion se empled un total de 25 pl que contenia 0.4uM de cada
primer, Green Master Mix 12.5pL (1X), Agua 7.5 puL, ADN de la muestra. La amplificacion
se realizé empleando el siguiente protocolo de temperaturas a 94°C por 2 min, seguido de 40
ciclos a 94°C por 30s, 51°C por 30s y 68°C por 75s y una extension final a 72°C por 5 min

Para lo cual se pretende visualizar un tamafio de producto 966 pb (Tabla 2).
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Tabla 2. Iniciadores y factores de virulencia asociados a patogenos IKC.

Factor de
Genero Gen virulencia Primers Secuencia (5°-3") Referencia
pmpH, Evasion H-G2-F GCATGCCTCAACCCTATCGT Lent et a|l,
H-G2-R CAACGGCGCTAGATGGAAAA 2017
) incA-F TCTTACTGCACCTGTAAAAGC En este
Chlamydia  jncA  Invasion _ _
incA-R TACTTGTCCCTGAGTTTGCT estudio.
fur Mbfur_fwd GTTTTGGTATTTTAGATGG
Sidefojrg
Mbfur_rev AGTGCCTTATACACGTCT
p|b Fosfo“pasa Mbplb_fwd CGCAAATCACCGACCATTT
B Mbplb_rev  AAACATCAAGCGAACCCCAA  Sosaetal,
201
ATHGAYTGGATHGCNCCNTTYG 015
P-hemstart
Moraxella mbxA p- GNGAY
hemolisina ACCTTATCCATCACAACCTGAA
NewBgeneup
AAAAC
- Ser_start2 CACTATACTTAACAGATAGTCC  Belloy et al.,
pp .
Mycoplasma Adhesinas Ser_end GCAGCAACTGCTGAAAGTC 2001

5.7.- Andlisis Filogenético de los patdgenos y factores de virulencia

Una vez amplificado las secuencias parciales del gen 16S rRNA y del factor de virulencia

(incA) se procedio a la purificacion de los fragmentos usando el kit comercial PROMEGA

(Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System) siguiendo las indicaciones y especificaciones

del fabricante, el kit tiene la capacidad de purificar el fragmento a partir de la reaccion de

PCR, lo cual facilita la obtencion y concentracion adecuada de ADN purificado (ANEXO).

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN purificados se procedié a medir su concentracion

en un espectrofotometro (NanoDrop Thermo Scientific) alcanzando una concentracion final

de 100-120 ng de ADN, para su posterior envio a la Instituto de Biotecnologia de la UNAM

para su secuenciacién
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Las secuencias obtenidas fueron analizadas en el programa estadistico Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para las

alineaciones de las secuencias de los genes obtenidos se utilizaron los programas estadisticos
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA 11.0) (64 bits) y software Geneious

Prime®Version11.0.14.1+1(64bits). y las secuencias obtenidas fueron comparados con la

base de datos del Gen Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para la construccion de un arbol
filogenético mediante el metodo de Maximum Likelihood modelo Tamura-Nei utilizando un
valor boostrap de 1000 repeticiones. Las construcciones de los arboles filogenéticos seran
derivados de los alineamientos y porcentajes de similitud de la secuencia parcial de los genes

(16S rRNA) y del factor virulencia incA obtenido.
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VI1.- RESULTADOS.

Se recolecto un total de 840 muestras de hisopados del saco conjuntival de 277 ovinos y 3
caprinos pertenecientes a casos clinicos de queratoconjuntivitis infecciosa obtenidos de 25
localidades en 9 municipios en el Estado de México (Figura 6) de un total 913 animales. Se
obtuvo una prevalencia del 30.66% (280/913) de la enfermedad de IKC en el Estado de
México como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Muestreo en pequefios rumiantes con queratoconjuntivitis infecciosa en ocho

municipios del Estado de Mexico.

Municipio Estado UPP Total, de Animales %
Animales Muestreado

Xonacatlan México 3 65 47 72.3

Lerma México 3 86 45 52.
Cuajimalpa México 3 55 29 52.7
Almoloya de México 5 116 36 31.0

Juarez

Temoaya México 4 73 19 26.0
Ocoyoacéan México 1 87 43 49.4
Villa Cuauhtémoc ~ México 2 56 22 39.2
Ixtlahuaca México 2 165 17 10.3
Toluca México 2 210 22 10.4
Total 25 913 280 30.66

UPP Unidad de produccion pecuaria , % Porcentaje de prevalencia de IKC

Las lesiones que se observaron con mayor frecuencia en los casos de queratoconjuntivitis
infecciosa es la conjuntivitis 28.1% (257/913), acompafiada con secreciéon mucopurulenta
27.0% (247/913), seguida por la perdida de la visidn 10.2% (94/913), opacidad corneal 8.3%
(76/209) y solo el 1.9% de los animales (18/913) presentan ulcera corneal (Tabla 4).
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Tabla 4. Escala de grado de lesion del globo ocular en pequefios rumiantes con IKC.

Grado de Lesiones Animales Localizacion de la lesiéon en
afectados el ojo

| D B
1 Ojo seco 70 -
2 Epifora. 37 - -
3 Secrecion 247 46 38 163
4 Conjuntivitis. 257 46 37 174
5 Queratoconjuntivitis 29 5 1 26
6 Opacidad corneal 76 12 18 46
7 Neovascularizacién 6 0 1 5
8 Ulcera corneal 18 7 4 7

Prueba de Schirmer Valor < 15mm corresponde Ojo Seco; Prueba de Schirmer Valor > 15mm

corresponde Epifora; Prueba Fluoresceina (+) Presencia de Ulcera Corneal

Identificacidn bacteriologica de Moraxella spp.

De las 280 muestras de hisopados conjuntivales, se identifico en 46 a Moraxella spp., en agar

sangre observando crecimiento de colonias pequefias grisaceas con presencia de un halo -

hemolisis alrededor de las colonias (Figura 1), a las colonias sospechosas se les realizo

tincién de Gram identificando cocos Gram negativos.
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Figura 1. Crecimiento de Moraxella spp., en placa agar sangre.

Posteriormente a las colonias, se les realizaron pruebas complementarias para la

identificacion de especies de los aislamientos obtenidos Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de pruebas bacterioldgicas de los aislados de Moraxella spp.
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Caracteristicas de crecimiento y pruebas bioquimicas realizadas para la identificacion de

Moraxella.
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Identificacion molecular de Moraxella spp.

Del total de los 46 aislamientos obtenidos por bacteriologia de Moraxella spp, sol6 el 95.65%
(44/46) amplificaron el gen 16S rRNA observando una banda de 1849 pb que corresponde a
Moraxella ovis (Figura 2) (Tabla 6).

Figura 2. Amplificacion del gen 16S rRNA, identificacién molecular de Moraxella ovis. PCR
multiplex. Gel agarosa 1.0% (MV) Marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder
(Cat.G5711 Promega). Carril (2) Muestra control negativo H20. Carril (3) Muestra control
positivo (BMor128). Carril (4-13) Aislados de Moraxella ovis.

Factor de virulencia en Moraxella spp.

En este estudio no se logro identificar ningln factor de virulencia asociado a Moraxella ovis.
Para el gen mbxA ninguna de las muestras amplifico el producto de 3703 pb correspondiente
al gen mbxA (Tabla 6)

Para los genes plb y fur se observaron productos inespecificos, en las muestras positivas a
M. ovis (Tabla 6).

43



Tabla 6. Aislamientos de Moraxella y factores de virulencia detectados de casos clinicos

de IKC en el Estado de México.

Bacteriologia

PCR Multoplex gen 16S rRNA.

Factores de virulencia

Muestra Especie Moraxella ovis Moraxella ovis Moraxella bovis Moraxella bovoculi mbxA plb Fur
BMor4-7 Ovino *) ) Q] ) ) ) ()
BMor5-2 Ovino *) ) Q] ) ) ) ()
BMorg-14 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMors- 16 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMors- 28 Ovino *) ) (O] ©) ) ©) ©)
BMors- 33 Ovino *) ) Q] ©) ©) ©) ©)
BMorl1-5 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMorl1-6 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor12-1 Ovino *) ) Q] ©) ©) ©) ©)
BMor12-7 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor13-2 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMorl14-1 Caprino | (+) () (O] ©) ©) ©) ©)
BMor14-2 Caprino | (+) () (O] ) ©) ©) ©)
BMor15-3 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor15-6 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor16-1 Ovino *) () (O] ©) ©) ©) ©)
BMor16-2 Ovino *) () (O] ) ©) ©) ©)
BMor16-5 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor16-7 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor16-9 Ovino *) () (O] ©) ©) ©) ©)
BMor16-11 Ovino *) () (O] ) ©) ) ©)
BMor16-20 Ovino *) () (O] ) ©) ) ©)
BMor16-26 Ovino ) () ) ) ) ©) )
BMor16-43 Ovino ) () ) ) ) ©) )
BMor18-5 Ovino *) () (O] ) ©) ) ©)
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BMor19-2 Ovino *) ) () ) ) ) ©)
BMor20-1 Ovino *) ) Q] ) ) ) ()
BMor20-7 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor20-11 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor20-13 Ovino *) ) Q] ) ) ) ()
BMor20-14 Ovino *) ) Q] ) ) ) ()
BMor20-15 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor21-3 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor21-4 Ovino *) ) Q] ) ©) ) ()
BMor21-6 Ovino *) ) (O] ) ) ©) ©)
BMor21-9 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor21-11 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor22-1 Ovino *) ) Q] ©) ©) ©) ©)
BMor23-1 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor23-3 Ovino *) ) (O] ©) ©) ©) ©)
BMor23-5 Ovino *) ©) Q] ©) ) ©) ©)
BMor23-6 Ovino *) ) Q] ©) ©) ©) ©)
BMor24-2 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor24-4 Ovino *) () Q] ) ) ©) )
BMor24-5 Ovino *) () (O] ©) ©) ©) ©)
BMor24-9 Ovino *) () (O] ) ©) ©) ©)

Identificacién molecular de Chlamydia spp.

Del total de 280 de los hisopados conjuntivales transportados en el medio SPG. solo 34

fueron positivos (12.14%) y se detect6 la presencia de ADN Chlamydial (Tabla 7.

Todas las muestras que resultaron positivas a la Familia Chlamydiaceae se identificaron
como Chlamydia abortus 12.14% (34/280) ademas se detecto en una (1/34) muestra ADN
de Chlamydia pecorum (Anexo). En este estudio no se logré identificar Chlamydia psittaci

de las muestras obtenidas en problemas oculares en los pequefios rumiantes (Tabla 7).
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Factores de Virulencia en Chlamydia spp.

Se detectd la presencia el gen incA en cuatro de las muestras positivas a C. abortus y en una
positiva a C. abortus y C. pecorum (Figura 3) (Tabla 7).

619 pb

Figura 3. PCR final del gen incA en muestras positivas a Chlamydia.

PCR punto final. Gel agarosa 1.5% (MV) Marcador de peso molecular 50 pb DNA Ladder
(Termofisher). Carril (1) Muestra negativo H20. Carril (2) aislamiento de C. abortus
identificado de bazo de una oveja que presentd aborto. Muestra. Carril (4-15) Muestras
positiva C. abortus obtenida de lesiones oculares en ovinos y (Carril 12) Muestra positiva a

C. abortus y C. pecorum obtenida de lesiones oculares en ovinos.

Para el gen pmpH se visualizé un tamafio de producto inespecifico para las muestras positivas

a C. abortus.
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Tabla 7. Aislamientos de Chlamydia y factor de virulencia detectados de casos clinicos de
IKC en el Estado de México.

Muestra ADN Absorbancia Familia 1°ct c 1°ct c 1°ct c 1°ct IneA
Origen  ng/pl Chlamydiaceae abortus pecorum psittaci
Cha4-6 Ovino 945 1.86 +) 35.76 ) 33.62 ) >36 ) >36  (+)
Cha4-10 Ovino  3.74 1.94 ) 35.31 +) 336 ) >36 ) >36 )
Cha2-13 Ovino 5.8 1.7 ) 34.45 +) 33.27 ) >36 ) >36 )
Chas-15 Ovino 438 1.85 ) 34.99 *) 32.38 ) >36 ) >3 ()
Chas-02 Ovino  7.94 1.9 *) 34.96 +) 33.72 ) >36 ) >36 )
Chag-12 Ovino  11.19 1.74 *) 35.77 +) 32.91 ) >36 ) >36 )
Chas-08 Ovino  16.61 1.81 *) 35.63 +) 32.95 ) >36 ) >36 )
Cha16-31  Ovino  10.49 1.75 *) 32.25 +) 32.62 ) >36 ) 236  (+)
Chal6-33  Ovino  41.99 1.81 +) 24.67 *+) 33.11 +) 26.71 ) >36  (+)
Cha10-4 Ovino  7.46 1.48 *) 34.8 *) 30.98 ) >36 ) >36 ()
Chal7-2 Ovino  49.21 1.83 *) 35.08 *) 33.63 ) >36 ) >36 ()
Cha20-4 Ovino  13.79 178 *) 33.93 *) 31.3 ) >36 © >36 (1)
Cha20-12  Ovino 3881 1.49 +) 33.75 +) 30.9 ) >36 ) >36 )
Cha21-9 Ovino  27.38 1.41 +) 34.75 +) 32.56 ) >36 ) >36 )
Cha21-12 Ovino  41.30 1.73 +) 33.75 +) 33.36 -) >36 ) >36 )
Cha23-4 Ovino  7.07 1.95 +) 34.14 *+) 27.49 ) >36 ) >36 )
Cha23-5 Ovino 136 2 +) 34.46 +) 27.38 © 236 © >36 ()
Cha23-6 Ovino  9.28 1.65 +) 35.95 +) 27.49 © 236 © >36 ()
Cha23-7 Ovino 4.3 1.83 +) 35.58 +) 27.74 © 236 © >36 ()
Cha23-8 Ovino 6.33 1.68 (+) 35.97 +) 27.41 -) >36 -) >36 )
Cha24-1 Ovino 503 1.81 *+) 34.37 *+) 27.33 ) >36 ) >36 )
Cha24-2 Ovino  11.03 1.81 +) 34.46 +) 27.28 ] >36 ] >36 -)
Cha24-3 Ovino 810 1.85 *+) 34.9 *+) 27.65 ) >36 ) >36 )
Cha24-4 Ovino 131 5.1 ) 35.72 *+) 27.41 ) >36 ) >36 )
Cha24-5 Ovino  12.10 1.8 *) 34.89 +) 27.37 ) >36 ) >36 )
Cha24-6 Ovino 297 2.05 *) 35.79 +) 27.26 ) >36 ) >36 ©)
Cha24-7 Ovino  8.14 1.93 *) 35.96 +) 27.39 ) >36 ) >36 )
Cha24-8 Ovino  4.96 1.77 *) 35.78 +) 27.34 ) >36 ) >36 )
Cha24-9 Ovino 479 2.07 *+) 34.36 *+) 27.34 ) >36 ) >36  (+)
Cha25-1 Ovino  10.53 1.72 +) 35.16 +) 27.38 ] >36 ] >36 -)
Cha25-3 Ovino 817 1.67 *+) 34.38 *+) 27.37 ) >36 ) >36 )
Cha25-4 Ovino  10.40 1.79 ) 35.93 *+) 27.51 ) >36 ) >36 )
Cha25-5 Ovino  7.90 1.66 +) 35.76 +) 27.4 ) >36 ) >36 ©)
Cha25-7 Ovino  27.38 1.56 ) 3471 (+) 27.24 ) >36 ) >36 )

Valor de la Curva Estandar <36 (CT) Se considera la muestra como positivo; Valor de la

Curva Estandar >36 (CT) Se considera la muestra como negativo.
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Mycoplasma spp

De los 280 hisopados conjuntivales transportados en medio PPLO, solo una de las muestras
se tiene un aislamiento presuntivo de Mycoplasma spp, se observa una colonia con apariencia
en forma de huevo frito, con tamafio menor 0.2 um, sin embargo, no hubo crecimiento
bacteriano al pase de la resiembra en el cultivo. Se logro identificar a Mor. ovis y C. abortus
en forma conjunta en las lesiones oculares de cuatro ovinos y en otro se identifico C. abortus
y C. pecorum (tabla 8). No se encontro diferencia en las interacciones de los diferentes

microrganismos aislados en forma conjunta (p=0.18).

Tabla 8. Interacciones entre patégenos asociados IKC en pequefios rumiantes

Interacciones Identificacion Lesiones oculares Especie animal
OS, E, C, SP, OC, UC, _
) Ovinos (40)
Mor. ovis 42* QC
QC, SP Caprinos (2)
C. abortus 29* OS,E, C,0C, QC, SP Ovinos (29)
C. abortus 'y C. pecorum 1° C,SP,0C Ovino (1)
C abortus y Mor. ovis 4° OS,E, C,SP Ovinos (4)

#Prueba de Chi-cuadrada (X?) con una probabilidad p=0.11; ePrueba exacta de Fisher (F) con
una p=0.18 Os: Ojo Seco, E: Epifora, C: Conjuntivitis, SP: Secrecion Purulenta, OC: Opacidad
Corneal, QC: Queratoconjuntivitis, UC: Ulcera Corneal. (#) Animales con aislamiento positivo

a cada especie 0 especies.

Anélisis Filogenético.
Moraxella spp

Se realizo el alineamiento de las secuencias parciales del gen 16s rRNA de Moraxella
agrupandolos con una similitud 973 nt, estas secuencias fueron analizadas en el programa

estadistico Geneious Prime® y se compararon con la base de datos del Gen Bank la
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construccion del arbol filogenético se realizd mediante el método de Maximum Likelihood

(Figura 4).
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Figura 4. Alineamiento de secuencias del gen 16s rRNA obtenidas de aislamientos de

Moraxella
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La construccion final del arbol filogenético se realizd analizando 63 secuencias de
nucledtidos. Se eliminaron todas las posiciones con menos del 95% de cobertura del sitio es
decir menos del 5% de brechas de alineacion (eliminacion parcial). En la construccion final

del arbol filogenético se realiz6 con un total de 802 nt en el conjunto de datos final.

Las secuencias obtenidas de este estudio del gen 16S rRNA de Moraxella se agruparon en la
rama principal de Mor. ovis junto con las secuencias reportadas en el gen Bank de casos

clinicos IKC de bovinos y ovinos de otros paises (Figura 11).
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Figura 5. Arbol filogenético de Moraxella spp basado en la secuencia gen 16S rRNA
analizado por el método de Maximum Likelihood. El arbol de consenso bootstrap fue inferido
de 1000 repeticiones se tomd para representar las relaciones filogenéticas con valores > 70%
en las agrupaciones de las ramas. Se alinearon secuencias reportadas el GenBank para la
agrupacion de la rama principal de Moraxella catarrhalis (outgroup), Agrupacién de la rama
principal de Moraxella bovoculi Agrupacion de la rama principal de Moraxella bovis,
Agrupacion de la rama principal de Moraxella ovis y (#)las secuencias de este estudio fueron

identificadas con etiquetas rombo y lineas de colores de las ramas secundarias y se etiqueta

el origen de las secuencias Estados Unidos de América®==; Indlia Noruegamm; y México

6]

En las secuencias reportadas por GenBank se observa similitud > 96.46% con nuestros
aislamientos, el distanciamiento gendmico entre los aislamientos fue inferior < 2.84%,
evidenciando que existe poca variabilidad genética entre los aislamientos mexicanos

obtenidas de diferentes municipios del Estado de México y entre cepas de otros paises (Figura
6y7).
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Figura 6. Distanciamiento genomico entre aislamientos mexicanos de Moraxella ovis.
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Marca Amarilla Secuencias de M. bovoculi reportadas en el GenBank; Marca Verde
Secuencias de M. ovis reportadas en el GenBank; Marca Rosa Secuencias de M. bovis
reportadas en el GenBank; Marca Azul Secuencia de M. catharralis reportada en el

GenBank; Marca Gris Secuencia de Moraxella spp reportada en el GenBank

Recuadro Rojo alta similitud de secuencias reportadas de M. ovis; Recuadro Gris
distanciamiento de secuencias reportadas de Moraxella catharralis; Recuadro Negro
distanciamiento de secuencias reportadas de Moraxella spp.; Recuadro Amarillo
distanciamiento de secuencias reportadas de Moraxella bovoculi; Recuadro Rosa

distanciamiento de secuencias reportadas de Moraxella bovis

Figura 7. Distanciamiento gendémico entre aislamientos mexicanos y entre cepas de otros

origenes geograficos de Moraxella ovis.
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Factor de Virulencia incA en Chlamydia

Se realizé el alineamiento con una similitud 683 nt de las secuencias obtenidas del gen incA
en Chlamydia, estas secuencias se agruparon en la rama principal y secundaria teniendo alto
porcentaje de similitud de 98% con respecto a las secuencias GenBank de C. pecorum y de
los aislados 100% de similitud con C. abortus de diferentes origenes geograficos, las
secuencias de este estudio se distanciaron de las secuencias del incA que se detectaron en
aislamientos de C. trachomatis, C. suis y C. psittaci (Figura 8).
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Figura 9. Arbol filogenético de Chlamydia spp basado en la secuencia gen incA.

El arbol de consenso bootstrap fue inferido de 1000 repeticiones mediante el método de
Maximum Likelihood. El andlisis de secuencia ancestral del gen incA se infirié con 39
secuencias de nucle6tidos, la longitud de las secuencias analizadas para la reconstruccion
filogenética se realiz6 con un total de 476 posiciones de nt en el conjunto de datos final. La
etiqueta circular (*) designa la secuencia de C. pecorum cepa E58 como el supuesto ancestral
incA que se asumio en la conexion de este grupo externo (Mohamad et al., 2014). La etiqueta
de diamante (#) designa secuencias del gen incA obtenidas de tres muestras positivas de
lesiones oculares por Chlamydia y el control positivo de C. abortus que se obtuvo del bazo
de una oveja que abortd (De Jesus-Aldama, 2019). La etiqueta circular (m) designa la

secuencia para la inclusion de la membrana proteica incC de Chlamydia pecorum.
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VIIl.- DISCUSION

En este estudio se observo una prevalencia del 30.66% (280/913) de la IKC en el Estado de
México, sin embargo, se ha observado que en brotes esporadicos la enfermedad puede
alcanzar tasas mayores del 80% (Saglam et al., 2018). Esta prevalencia es inferior a lo
reportado por (Dagnall, 1994a) donde encuentra una prevalencia de 72% (97/134) en ovinos
con lesiones de oculares en el Reino Unido, la diferencia de la prevalencia se debe a los
diferentes sistemas de produccion y la forma de crianza de animales que tiene ambos paises
(Herrera et al., 2019).

Las lesiones oculares que se identificaron con mayor frecuencia en casos IKC en ovinos
fueron la conjuntivitis acompafado con secreciones mucopurulentas y de opacidad corneal,
estos datos son similares a lo que reporta (Jelocnik et al., 2019) donde ellos describen que
las lesiones oculares mas frecuentes son conjuntivitis acompafado con epifora y edema, esto
reafirma a lo estipulado por Dagnall, (1994b), donde hace mencidn que los primeros cambios
en la estructura del ojo se da un por un proceso inflamatorio en la conjuntiva y por el fallo de

la pelicula lagrimal (ojo seco).

En este estudio se detectd la presencia de Mor. ovis en las muestras de ovinos y caprinos con
lesiones oculares, estos datos concuerdan con el estudio de Akertedt & Hofshagen, (2004),
donde identifican de igual manera a Mor. ovis en ovejas con diferentes grados de lesiones en
Noruega. Ademas, Mor. ovis se ha aislado en borrego de vida libre y cabras domesticas en
Egipto Zaitoun et al. (2021) y en venados y alces de vida libre en Estados Unidos (Dubay et
al., 2000).

En este estudio no se logro identificar Mor. bovoculi ni Mor. bovis en las muestras clinicas
de IKC en ovinos y caprinos, aunque se ha reportado la presencia de Mor. bovis en rebafios
de cabras ubicados en la provincia de Abeokuta en Nigeria (Ojo et al., 2009) y en la muestra
de un ovino con lesiones oculares asociado a la IK en la India (Karthik et al., 2017), por otro
lado, para Mor. bovoculi se ha identificado de una muestra de hisopado conjuntival de un
ovino en Brasil (Farias et al.,2015), en hisopados oculares en renos (Tryland et al., 2017) y

también en las lesiones oculares asociadas a la IK en equinos (Seeger et al., 2021).
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La técnica de PCR tiene una alta sensibilidad para la identificacion de los aislamientos de
Mor. ovis mediante la amplificacion del gen 16s rRNA, se puede hipotetizar que el
aislamiento que no amplificé de dicho gen puede estar relacionado con variaciones en el
marco de lectura de la secuencia por deleciones o recombinacién de nucleétidos dentro de la
region no codificante del gen como fue descrito en algunas cepas de Mor. bovoculi (Dickey
etal., 2018).

En los altimos afios se ha desarrollado un PCR multiplex en tiempo real para la deteccion de
cinco patdgenos asociados a la IK en bovinos. Esta técnica emple6 fragmentos conservados
de las secuencias de los cincos patdgenos teniendo una sensibilidad para la deteccién de
Mycoplasma bovoculi 88.8% (159/179), Moraxella bovoculi 75.9% (136/179), Moraxella
bovis 60.3% (108/179), BHV-1 11.7% (21/179) y Mycoplasma bovis10.0% (18/179) (Zheng
et al., 2019), este nuevo método la PCR tiempo real abre nuevas pautas para el desarrollo de

técnicas diagnosticas en IK en bovino y en pequefios rumiantes.

En este estudio no se logro identificar ningln factor de virulencia asociado a los genes plb,
fur y mbxA en los aislamientos de Mor. ovis obtenidos. Se ha descrito que el gen plb esta
presente en cepas de Mor. bovis, mientras el gen fur, ha sido detectado en cepas de Mor.
bovis y Mor. bovoculi y ademas se ha determinado la secuencia parcial de este gen (Sosa et
al., 2015), mientras que, el gen mxbA se ha descrito en las tres especies de Moraxella de
interés asociados a la IKC (Angelos et al., 2007a; Sosa et al., 2015), este gen se ha
relacionado con el agravamiento de las lesiones oculares en rumiantes debido a la expresion
de la hemolisina por las cepas de Mor. ovis, Mor. bovis y Mor. bovoculi (Angelos et al., 2003;
Cenry et al., 2006).

La posible no identificacion de los genes plb, fur y mbxA en los aislamientos de Mor. ovis
puede estar debido al disefio de los iniciadores utilizados en este estudio, ya que estos fueron
disefiados con la secuencia completa disponible de Mor. bovis., por lo cual es necesario
disefiar iniciadores enfocados en las secuencias reportados en Mor. ovis para determinar si

estan o no presentes de estos factores de virulencia en esta bacteria.

57



El andlisis de las secuencias del gen 16S rRNA de Mor. ovis demostré que nuestros
aislamientos tienen una alta similitud con cepas de referencia obtenidas de brotes de casos
clinicos de queratoconjuntivitis infecciosa en bovinos y ovinos obtenidos de diferentes
origenes geograficos como Noruega, Estados Unidos e India (Angelos et al., 2007b;
Pettersson et al., 1998). Se observo el distanciamiento génico que las secuencias obtenidas
en este estudio fueron inferiores al 4.64%, con respecto con las cepas de otros paises y entre
las mismas secuencias de encontradas en diferentes origenes de las localidades del Estado de
México. El resultado del analisis de secuencias permitié diferenciar correctamente a Mor.
ovis de Mor. bovoculi, lo cual algunos investigadores sugieren ambas bacterias son la misma
especie. (Angelos 2010; O’Connor et al., 2012)., mientras que para la diferenciacion entre

Mor. ovis y Mor. bovis existié una marcada diferencia en el distanciamiento gendmico

Diversos investigadores asocian a M. conjunctivae como el agente primario de la IKC en
pequefios rumiantes domésticos y salvajes en todo el mundo debido a que causa alta
morbilidades y afecta a todos los grupos de edades y ocasiona signos clinicos graves
(Giacometti et al., 2002; Fernandez-Aguilar et al., 2017), ademés de la persistencia de
sobrevivencia de M. conjunctivae en los ojos de los animales sin ocasionar signos clinicos
Janovsky et al., 2001; Giacometti et al., 1998).

En este estudio no se logré identificar a Mycoplasma conjunctivae, esto puede deberse a que
el cultivo de la bacteria es dificil, lento y de baja sensibilidad, ademés los factores que
intervienen para la conservacion y transporte para la toma de muestra influyen en la
viabilidad del crecimiento del patégeno (Meseguer-Peinado et al., 2012). Se ha observado
gue cuando existe un retraso en el tiempo de llegada de la muestra al laboratorio, estas deben
conservarse a -70°C y almacenarse a -20°C., aunque esto puede generar perdidas en la
viabilidad de la muestra (Acosta et al., 2011), en nuestro estudio se tuvo complicaciones en
el tiempo de transporte y conservacion de las muestras debido a restricciones y politicas al

momento del estudio.

Sin embargo, cuando se ha identificado la presencia de Mycoplasma conjunctivae en las
muestras clinicas estas pueden tener un sinergismo con otros patégenos como Chlamydia (C.

abortus y C. psittaci) y de agentes virales (Gupta et al., 2014; McAuliffe et al. 2003). y
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ocasionar agravaciones en las lesiones oculares en los animales afectados (Arnal et al., 2013;
Ferndndez-Aguilar et al., 2013).

En el estudio realizado por Saglam et al., (2018), identificaron a M. conjunctivae y M. ovis
en el 7.14% de las muestras recolectadas de ovinos con IKC en Turquia, sin embargo, en este
estudio se encontré con mayor porcentaje la presencia de M. conjunctivae asociandolo como
el principal agente etiolégico a la IKC|, en el estudio se encontré a Mor ovis y C. abortus en

la misma proporcion siendo estos dos patdgenos como los agentes implicados a la IKC.

Debido al nimero de muestras, a las limitaciones financieras y tiempo del estudio se optd
utilizar la técnica de PCR tiempo real para la identificacion de las especies de Chlamydia en
este estudio, debido a que es una técnica rapida y que permite procesar multiples muestras
en comparacién con el aislamiento por cultivo celular que es una técnica lenta y relativamente
costosa (Alonso et al., 2012).

Se demostré en este estudio la presencia de C. abortus y C. pecorum de muestras de IKC en
pequefios rumiantes estos datos concuerdan con lo reportado por Holzwarth et al. (2011)
donde identifican estas dos especies de Chlamydia en un solo ojo de un animal y también

asociado con C. psittaci (Jones 1991).

Este hallazgo concuerda con lo que reporta Jelocnik et al., (2019) donde encuentran la
presencia de C. pecorum en ovinos con lesiones oculares en Australia, y con el estudio de
Gupta et al., (2014) evidenciando la presencia de C. abortus en muestras clinicas de ovinos,
caprinos y bovinos con 1K, ademéas ambos estudios identificaron la presencia de Chlamydia
psittaci (Gupta et al., 2014; Jelocnik et al., 2019), sin embargo, en este estudio no se logrd

identificar a C. psittaci.

En México ya se tiene evidencia de la presencia de C. pecorum, C. psittaci y C. abortus en
rebafios de ovinos y caprinos asociados a enfermedades reproductivas (Escalante et al., 1997,
Limdn-Gonzalez et al., 2022; Mora-Diaz et al., 2015).

En las muestras positivas a Chlamydia obtenidas en este estudio no se logré encontrar el gen
pmpH, este gen solo se ha detectar en cepas de C. trachomatis y C. psittaci, se ha observado
que estas cepas cuando expresan las pmps tiene una funcién de adhesion a las células del

hospedero (Mygind et al., 2000). Se ha hipotetizado que cuando existen variaciones en las
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expresiones del gen pmp esto puede generar fenotipos diferentes de las proteinas que

contribuyan a la evasion de la respuesta inmune del hospedero (Lent et al., 2019)

En este estudio se evidencio la presencia del gen incA en C. abortus, este resultado nos ayuda
a entender sobre la patogénesis microbiana de Chlamydia en el desarrollo de la IKC en los
pequefios rumiantes, ya que se ha observado que los aislamientos que no expresan dicho gen
forman inclusiones no fusogénicas lo cual se relacionan con infecciones menos severas
(Suchland et al., 2008).

El gen incA se ha identificado con mayor frecuencia en C. pecorum y C. trachomatis
(Bannantine et al., 1998; Mohamad et al., 2014) y en algunas cepas de C. suis, C. psittaci y
C. abortus (Beeckman et al., 2008; Rahman et al., 2015; Yousef Mohamad et al., 2008), este
gen ha teniendo variaciones en su secuencia lo cual hace que algunas especies de Chlamydias
sean mas virulentas que otras y estas variaciones surgieron a partir de la secuencia del

ancestro comun de la cepa C. pecorum E58 (Mohamad et al., 2014)

El analisis de secuencias del gen incA demostrd una alta similitud con C. pecorum y C.
abortus, reportadas en el Gen Bank y se demostro un distanciamiento genémico del 1.4, 1,6
y 2.6% con las secuencias de C. trachomatis, C. suis y C. psittaci respectivamente la cual se

agrupan en diferentes ramas

Las tres secuencias obtenidas en este estudio del gen incA tuvieron un distanciamiento
gendmico menor de 0.01% con respecto al ancestro comin con la cepa de C. pecorum E58,
sin embargo, la muestra control de C. abortus identificada del bazo de una oveja con aborto
tuvo un distanciamiento gendémico de 0.36%, esto podria deberse a que solo se tenia la
secuencia parcial obtenida de los cebadores incA-F. Este resultado demuestra que Chlamydia

utiliza el mismo factor de virulencia tanto en enfermedades reproductivas como oculares.
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VIIl.- CONCLUSION GENERAL

Este trabajo determind la presencia de Mor. ovis, C. abortus y C. pecorum en casos clinicos
de IKC en pequefios rumiantes, sin embargo, no se logro detectar la presencia de Mycoplasma
spp. Unicamente se detectd el factor de virulencia asociado al gen incA en cinco muestras
positivas a C. abortus. El analisis filogenético del gen incA revel6 que tiene una alta similitud
con el mismo factor de virulencia encontrado en C. pecorum y C. abortus detectados en

diferentes hospederos y origenes geogréaficos.

El analisis filogenético basado en el 16S rRNA para los aislamientos de Mor. ovis mostraron
altas similitudes con los aislamientos de otros origenes geogréficos. Estos nuevos
conocimientos pueden contribuir al desarrollo de estrategias enfocadas a la prevencion y
control de IKC que tiene un alto impacto econémico en la ovinocultura y caprinocultura
mexicana. La relacion existente entre la presencia de C. abortus en lesiones oculares con la
presencia de aborto no estd totalmente esclarecida, ni tampoco el riesgo zoonético que

implica su presencia en dichas lesiones.
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IX. SUGERENCIAS.

l. Desarrollar nuevas técnicas diagndsticas (PCR y/o ELISAS) para la deteccion de los

multiples patogenos asociados IKC.

Il. Disefiar nuevos iniciadores especificos para la deteccion de diversos factores de

virulencia asociado a los patdgenos asociados IKC.

M. Desarrollo planes de prevencion y control para la prevencion IKC en pequefios

rumiantes.
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SURAIARY

Infeciions kerminooajunctivitis { LK) in snall ruminanis is anocular disease, wiich can kead to temparary
or peranesd blindness in affecied animals asd has been associated with diverse microorganisms. 1 this
study, the desection and plylogenstic analysis of Chlaspdia spp. and Maravails spp. associated with
infectious kemtoconjunctivitis were performed in elizsecal repoets of 227 sheep and % goacs = the State
of Mexion. Marazsls spp. was identified by miceohial iselaticey, and PCR was used 1o sequence the T65
rRWA geme. The Chlamydiocess fenily wos detected by gBPGE of the I35 fRNA subudif, wing the
specific Tegment of the gagd gene. The virulence-associated (g geme wos alse amplilied in the
Chlaenydiae cae-positive samples. Fizally, phylogenstic analyvsis of the Marazails spp isslates was hased
om the 185 fBENA gene, while analysis of the Chlomydisceae sanples was based oo the gggd gene. Thuis,
L A2 (A0 280 Marazeile Mer. evizl and 12 14% (34280 Chigmudia (. abortfus dnd C. poccraon)
wene identified Evn the samples with ccular problens, and the virulence-associaed igad, gene was
determined in fve of the samples positive v C abarius. Sequence analysis esd phylogenetic tnee

construction prowed that Mexican isolotes of Mer svis and C. abartus are highly simnilar (97 26%) 10
sirains iwolated im other counimes. This is the fira stedy o identilly © aberius med O geearus in IKC in

the Stae of Mewiooo Present resuls offer mew knowdedge on the epidemiclogy of imfectious
leratconjunctivitis and & agents evodved, and could proaide ools Tor the prevession and eomtrol of

KL or other agest-associzted diseases, soone of which are zoonotic in nafure.
Key words: Infections kemtoconjunctivitis, sheep, geats, plylogenstic analysis
INTRODUCTION

Indecticas keratooonjunctivits (IEC) is anooular pathodogy of siall ruminans, which casses tempaorary
or peermasent Blindness in affected aninals. nitial symgecens ane nuld eonjunctivitis which evalve imo
wilateral or bilateral cormeal wleers, leading towards productive and reproductive bosses in berds
W il b i @l J009).

KL is a disease of multifsctonial anigin that implicates host characteristics, envisnnment, and a wide
variety of vinilemce-ossociated pathogens [Alkersiedt & Hodshegen, 2004). Spresding is fosi ond oocurs
wia the presence of subclinical imfectious animnals intmodoced inte the herds. Orvercromding enhances
dinec? contact with the infecied animals and their secretices, which contamizate the feed trosghs and
food {Williams af ai'. 200190 Moremer, veciors sech as flies (Fenisdex-Aguilar af af,, 30049 funher
contribute o the spread of the disease.
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Tig cigr iy arrisie:

Otice-Arana G, Talyver-Rojas M, Soniane-Yargas E, Palomares- RBeséndiz EG, Enriques-Gome: EL
Balpadiz-Mirands C, Acosta-Thbarml ). Charmcienzstion and apimmicrobial resastame of Moracl ks ovis
aa e Trom clinicsl coses of commgsns ovine keraiocon sac iz w Meico S, Meoeo, R

Lolonas Uienc Peoa. Yoaer, Fal, susibsr grd fagdd Aeedzdy
D it dioi o’ 10U T3 Y mden rocp v Tl ad

Absiract

Backsround: Contagions ovine keratoconjunctivitis (0FC) iz 2 comtagions dizsaze that
Ccanszes temporary of permanent blindnesz in sheep and zpats, thiz disesse 1z am=ociated
with a3 zet of bactarial genus of which some of their species have reported antirmicrobial
resistance. Objective: The am of this study was to identify the phenotypic-genotypic
relationzhip of the sntmicrobial resistance from Ldbeacella spp. izolafes obtained of
clinical cases of confagious ovine kerafocomjunctivit: (OEC) in the state of DMl=xico.
Methods: A total of 200 samples were obtamed from clinical cases OFIC in sheep and 50
Adbrarcella ovis isolates wera idsntifiad by bacteriological technigques and amplification
of 14z #RNA and rocd genes by PCP All isolatss were evalaated in terms of antimdorebial
resistance by the method of disk diffusion susceptibility tast and the smplification of
resistance genes by PCE respectively. Resultz: We determruned 14 tzolates of Mbravella
ovis with sntimicrobial resistance (ANE) and five pultresistant (AJDF) and amplified
the genes of amtimicrobizl resistance swil, sw2 rerB, gwed, gurS, Blorn, and not
arnplified the zene floR. Conclusion: Is the first report of izolation of Moraalla ovis
from ooilar lesions in sheep's in the siate of Memico and the idemtification of =@z
amtirmicrobial rezistance genss. Fesultz suzzested that Mdoravella oviz plays an important
role I the comuse of the dizsaze and provides & panorama of intersst in molecular
egpidemiological surveillance and bacteris] resistance.

Kevwords: mufimicrodia  resishoice; coMiagions  ovine BeraiocoRumciivifi;
gpidenuplogical swrveillawce; goar; Mowravella spp. . meultiresisnmice; PesiElamce Sones,
shesn.

Rezumen
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Morayella asocladas a la Gueratocon|untivitie Infecclosa.
Oriz-frana, Giovany *; Acosta-Dibarrat, Jorge . Incluir filBcionas.
" Programa Maesiria y Doclorado an Ciencias Agropecuarias v Recursos Maturakes,

“Cerfra de investigacidn ¥ Esludios Avarcadas en Salod Animal. Facultad de
Medicing Weterinaria y Zoolecnia. Universidad Autdtnoma ded Estado de Méxioa.

L farnilia Mforaxeiscese petamace al arden Pseodomonasdales & la dass Gamma
pratechactens v comprends ks génerocs Acinetohscier, Peychmbacker v Moremala,
recienbemente Se ha unido al génern AlERnGges, Faepenucdbsca v
Feruciodihaca. Esta Tamila esth compuesta par un grupa de baclerias betenogénsas
distibuidas an una amplia variedad de nichas sooldgicos v dinicos, la manparia de
aesios mroanganismas se consideran saprofiios que se encuentran distibuidas en
&l medio ambianie (agua, suelo ¥ almenios) y se considaman de paco interés clinio;

=N emibarga, exisien atros microaganismos de esta famiia que son considerados

cam importandes sgentes paltgencs .

L= bacierias del pénera So|aes == casclenzan por ser asndbicas,
micrasandfilicas ¢ gumicorganctroficas o gue les permiten crecer de forma
planciinica an diferentes ambisrles de forma mesolilica o psicrdfilica. S ha
absardada gue estos micoanjanismas son  ireficientes fermentadares de
camohidratas; Sdemds, enen la capacidad de abfener subproductas a partir de
aminodcides como ko hacen algunas oiras espedces baclerianas, por ejempla,
Pseudomanas v Shewaneia) v también se ha chservado que algunas espedes da
dforaxedis na tienen la capacidad de hidrolizar | ADM, a difepenca de W, cadsmhays,

¥ bas grupos buliralos con unikdn con Ssbanms,

Son bactarias Gram negativas con forma de bacilos coros, cocobacles o diplocosas
cue pueden aparesar en foema de pansjas o de cadenas cotas y can frscusncia se
absardan mds cooaides a medida gue envejecen los cultives [fase estacianaria). El
tamana de astas baclerias ascila entre 0.6 & 2.6 pm de diametro, & las prushas
biocquimicas son oxidasa y catalasa positivas y par o general no producen indal.
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SAMIDAD

Aislamiento e identificacion fenotipica y genotipica de
Moraxella ovis de casos clinicos de queratoconjuntivitis
ovina en el Estado de México

= lorwary Cerir-Ararma, Marin Telsvers Aojes Sdgendo Sorlere Vargas, Celera Salgads Mirande, Luls Fernando

W Casille, Jergs Acsame-Diberrat®

Carers do Iragesidn v Sxtusiza Avetzacize an Salad Aniral, Faculissd cis HMedici=a iy Ur

del Sxindc om Moo [UARR, Taloce, Hicdos

Resumen

La queratcconjunthvits contagioss ovira [QCO) <= una
enfarmedad Infeomoomtagiota gue produce ceguara
temporal o permEEsnts @n owvinos ¥ caprinos, se
enozemra asotada & um comjunts de agemtes infaccliosos
como  Moraalls  ows, Mpoopleome conunchaoe ¥
Chiryedia pettitne, & dsagniésnon se realtza mediants um
mamen difco v prockas de labaratono. De us total de
E5l anirales axamminados, 09 presantaran algin apo de
lesiéen orular resslando em una prevalenca dad Z4.275:
de animales con lesomies commpatibles con OO, De las 209
ergestras remitidas al kboratorio se bagraron identficar
58 oomno Moravella ovis mediante bactericlogia v par
la amplificacidn de los genes 165 rAN ¥ A por PCR
En vwvirtad de ks resuMtados podemos conder que
rMorgxalls owvis esta imvalucada en los casos de Q00 &n
establacimiantos productores de ovinos em &l Estado de
M.

Falabrazs dawve: Moromllo ows Quaretcconjunthvibs
comtagiosa ovima PCR. riwd. I65 riNalL

Intraduccitn

La queratoconjunovitis contagiosa ovinag Or Sus
siglas (200 &5 una emfermaedad infectocontagrasa
Gus cawsa ceguera temporal o permanente,
prasentanda diversos signas clintccs  [Dagnall,
1594). Lot microorganismos de importancia climica
som  Morgxalls ovis, Mpcoplasma  comjuscthvag
v Chiemydic psiracr [Akerstedt v Hofthagen,
Zo04). A owts tambidm se kBa aulads en la
guaratoconjuntivitis nfecoiosa bovina [F18) coma
agente de manor importancia (Gould et al, Z013).
La diferenciacedin de las especies Morgraila por
miétodos bactertaldgices s& basa an las reacciones
posttvas en las prucbas fomilalamimadesaminasa
v gelamnasa aumgue pueden ser IMcomSIStENTES
{Angeles et al, Z007T). Esta diferenciacidn s puede
Hevar & cabo a travwds de prushas molecolares
amplificande  las  reglonss  mterespactadares
génicas IS5 y 235 rRNA (1ITS) (Shem et al., 2011;
Sosa ¥ Iunina, 2013) v por <] gen Artd que codifica
la crtotowina A [Farias etal, 2015

3 Zorgraan S8 L ALGF Ry TS
= Aarier corssrpansianiec |pacsets 0D sta e

Fare. Acad. CHirc. Aalm. 30151 7 Swepl 1]:593-554
TR ITTE-10E0
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Protocolo de Extraccion de ADN.

Quuick-Start Protocol April 2018

QlAamp® DNA Mini Kit

The Gilaamp DA Mini Kit [cot. nos. 51304 and 51304) con be stored ot room temperature
(15-25°C] for up to 12 months.

Further information

* GlAamp DMNA Mini and Blood Mini Handbook: www.giogen.com/HB-0329
* Safety Dato Shests: weww. giogen.com / safety

#  Technicol assistance: support.qingen.com

Motes before starting

# Parform all centrifugation steps at room femperafure (15-25C).

# |lsa corrier DMA, if the sample contains < 10,000 genome equivalents. Refer fo the
handbook for required equipment and proceduers.

# |t o precipilate has formed in Buffer ATL or Buffer Al, dissolve by incubafing ot 36°C.

# Add ethonol to Buffer AW and Buffer AW 2 concenirotes, as indicated on the boffle.

# Equilibrate somples to room temperature [15-257C).

# Heaot teo waler baths or heafing blocks: one fo 567C for use in step 1 and one to FO°C
for use in step 3.

Refer to the handbook for protocols for swabs, dried blood spots, cultwed cells, fixed
fissue, bacteria, yeast or other material.

— Sample to Insight QIAGEN —
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1. Cot tissve (=25 mg) inte small pieces and ploce in a 1.5 ml microcentrifuge ube. Add
I 80 pl Bufer ATL and 20 Proleinase K, mix by vortexing and incubate af 565 until
complelely lysed (1-3 h). Vortex occosionally during incubation.

2. Add 200 pl Buffer AL. Mix thoroughly by vorfexing for 15 s.

3. Incubate at 70°C for 10 min. Briefly centrifuge the tube to remove drops from the lid.

4. Add 200 pl ethanol (96-100%]. Yortex for 15 5. Briefly centrifuge the tube to remove
drops from the lid.

5. Pipet the mixure onio the ClAamp Mini spin column (in a 2 ml colleciion tubs). Cenirifuge
at H000 x g (8000 rpm| for 1 min. Discord the Aow-through and collection tube.

6. Place the (lAamp Mini spin column in a new 2 ml collection be and add 500 pl
Buffer AW 1. Centrifuge ot &000 x g (8000 rpm| for 1 min. Discord the Aow-throwgh
and collechion ube.

7. Place the GlAamp Mini spin column in a new 2 ml collection fvbe and add 500 pl
Buffer AW2. Centrifuge ol kil speed [20,000 x g; 14,000 rpm] for 3 min. Discard the
fow-throwgh and collection tube.

8. Recommended: Ploce the ClAamp Mini spin column in a new 2 ml collection tube (ot
provided) and cenfrifuge of full speed for 1 min. This eliminales the chance of possible
Buffer AW?Z camyover.

Q. Ploce the QlAomp Mini spin column in a new 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided),
add 200 pl Buffer AE or distilled water and incubate of room temperature for | min.
Cenfrifuge ot 4000 x g (8000 rpm) for 1 min to elute the DMA.

10.Optional: Repeat sep 10 for increased DMA yield with a further 200 pl Buffer AE o
distilled waer.

Scan QR code for handbook.

For up-o-date licensing information and productspecific discloimers, see the respedive
CHAGEM Eir handbook or user manual.

ook (BT, S b Iight™, Sl AN gy || 18 el E HE-TSO0UNH 10 201 bk, ol vights nmsereed.
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Protocolo de Purificacion de ADN.

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

INSTRUCTIONS FOR LSE OF PRODUCTS AS2R0, AGZE1, APE?, ANI) AZES, PHOTOCOL

Gel Slice and PCR Producl Preparalion

A. Dissolving the Gel Slice Pr gl
1. Folbowing electrophoresis, exciss DMA band from gel and place gel slicz ina af PO product
1.5mi microcenirihige lube.
2 Add 10yl Membeane Binding Solution per 10mg of gel slice. Vorex and
incubate at 50-65°C until gel slice is compleely dissolved. L
B. Processing PCR Amplitications Add dissaived gel
1. Add an equal volume of Membeane Binding Solution to the PCR amplificalion. milxiure of prepared
PCR product to SV
Binding of DNA Wfinicolurmn asrsemibly
1. Insert SV Minicolumn inbe Gollection Tube.
2. Transter dissolved gel mbdure or prepared PCR product 1o the Minicolumn _1:" Contriiuge.
assembdy. Incubate at room kempesabure for 1 minulz.
3 Centrifuge at 16,000 = g for 1 minue. Discard fiowthrough and reinsert )
Minicolumn ita Collection Tube, ﬁ by cgton.
Washing
A Add T00pl Membrane Wash Solufion (sthanol added). Cenrifuge at 16,000 « g
Tor 1 minule. Discard Bowthrough and reinsert Minicolumn into Collection 1
Tube.
5 Repeat Step 4 with S00p1 Membrane Wash Solufion. Cenrifuge at 16,000 < g
for & minules. Bl DA

. Emply the Collection Tube and recanlrifuge te column assembly for 1 minule
wiih fhe microcengrifuge lid open (or of) o allow evaporation of any residual
elhanol.

Elution
1. Caredully ranster Minicolumnn to a clean 1.5ml microoentrifuge tabe.
8 Add 50yl of Nuclesse-Free Waler lo the Minicolumn, Incubale al room

{emperatue for 1 minute. Cenlrifuge at 16,000 x g for 1 minule.
9, Discard Minicolumn and store DNA at 4°C or —20°C.

STADMADT_EA

Addfitinnal proieol information & avaisble in Tchnical Bulletin 4108, sailible online at-
W [ETMEGA O
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Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System

Apply a vacuum to pull solufion through Minicolumn,

INSTRUCTIONS FOR LISF OF PRODUCTS ASZH0, ASZR1, AGZR2 AND) ASPES. ROTOCGOL
Gel Slice and PCR Product Preparation N
A. Dissolving the Gel Slice U -ty
1. Following alectrophoresis, excise DNA band om gel and place gel slice in
1.5ml microcentrifuge fube. I
2. Add 10yl Membrane Binding Solution per 10mg of el slice. Voriex and
incubsle 3 S0-65"C until gel slice is compilelely dissalved.
B. Processing PCR Amplifications Al Vo A
1. Add an equal volume of Membrane Binding Solufion fo the PCR amplification. s
ciszanibvncd gl mixiury o
Binding of DNA propared PCH product
1. Attach Vacuum Adapler o manilold port and insest 5V Minicolumn inlo
Adapier. .
2. Transier dissolved gel misture or prepared PCR product to the Minicolumn, | e
Incubale & room lemperature for 1 minule.
3. Apply vacuum ko pull liguid through Minicolumn. Pelease vacuum when all Tearsior Minicokemn
licquid has pessed through Minicolumn, 102 Colotion Tube.
Washing
4. Add 700yl Membirane Wash Solution (ethanol added). Apply 2 vacuwm o pull 'f‘ Ceninfuge.
solution through Minscolumn.
5. Turn off vacuum and repeal Slep 4 with 500l Membrane Wash Solution. \6 —

6. Transter Minicolumn to a Collection Tube. Centrifuge at 16,000 » g for
3 minutes.

1. Empty the Collecfion Tube and recenirifuge the column assemibly for 1 minute
with the: microcentriuge id apen or off) o allow evapoeation of any residuzl
efhanal.

Elution
8. Carehully ranster Minicolumn 1o 3 clean 1.5ml microcenlrilge lube.
0. Add S0pl of Muclease-Free Waler o the Minicolumn. incubale at room
temperature for 1 minuie. Centrifuge af 16,000 < gior 1 minute.
10. Discard Minicolumn and store DNA af 4°C or -A0°C.

Additional prokocal informabion = avaitable i liechecal Bulletin #1H308, avalable orne
W OOME.com
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