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RESUMO.- A ceratoconjuntivite infecciosa (CI), embora ra-
ramente fatal, resulta em perdas econômicas significativas 
para os rebanhos bovinos e ovinos. Os principais agentes 
causadores dessa enfermidade são Moraxella bovis e Mora-
xella ovis. Em 2007 foi descrita uma nova espécie também 
responsável pela CI e denominada Moraxella bovoculi, que 
até o presente momento, não havia sido relatada no Brasil. 
Assim, objetivou-se com este trabalho caracterizar e dis-
tinguir 54 isolados de Moraxella spp. de amostras clínicas 
oriundas de 34 bovinos e 17 ovinos, encaminhadas ao La-
boratório de Bacteriologia da Universidade Federal de San-
ta Maria no período de 1990 a 2011, visando a identificação 
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de M. bovoculi. A distinção dos isolados foi fundamentada 
nas características genotípicas, pela amplificação parcial 
da região intergênica 16S-23S e clivagem dos produtos da 
amplificação com enzima RsaI. Como resultados, 25 (46%) 
isolados foram caracterizados como M. bovis, 17 (32%) 
como M. ovis e 12 (22%) como M. bovoculi. Logo, conclui-se 
que M. bovoculi encontra-se presente no rebanho bovino do 
Rio Grande do Sul e, portanto, no Brasil.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Moraxella bovis, Moraxella ovis, doença 
ocular, ceratoconjuntivite, bovinos, ovinos.

INTRODUÇÃO
A ceratoconjuntivite infecciosa (CI) é a doença ocular de 
maior importância para a criação de bovinos e ovinos em 
todo o mundo (Postma et al. 2008), cuja etiologia primária 
é atribuída a Moraxella bovis (Henson & Grumbles 1960) e 
Moraxella ovis (Spradbrow 1971), respectivamente. O gê-
nero Moraxella compreende bactérias Gram-negativas, ple-
omórficas, aeróbicas e assacarolíticas (Hardie 1986), sendo 
a diferenciação fenotípica das espécies laboriosa pela alta 
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variabilidade das cepas (Fraser & Gilmour 1979). M. bovis 
e M. ovis são patógenos raramente fatais, que determinam 
significantes perdas econômicas aos estabelecimentos de 
criação de bovinos e ovinos (Thiritf & Overfield 1974, Slat-
ter et al. 1982).

Em 2007 foi descrita uma nova espécie do gênero Mo-
raxella associada à CI em bovinos, denominada Moraxella 
bovoculi. A nova espécie foi filogeneticamente relacionada 
à M. bovis e M. ovis. Contudo, foi distinguida dos membros 
do gênero Moraxella pela caracterização bioquímica, sus-
tentada pela análise dos genes constitutivos 16S, subuni-
dade B da RNA polimerase, hidroxiacil-CoA dehidrogenase, 
subunidade épsilon da ATP sintase F1, histidina quinase, 
phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptideo transferase e 
ferridoxina (Angelos & Ball 2007, Angelos et al. 2007).

No Brasil, M. bovis e M. ovis têm sido alvo de relatos e pes-
quisas (Conceição & Turnes 2003, Chaves et al. 2008, Carmo 
et al. 2011), contudo, M. bovoculi, até o momento, não foi 
descrita no país. Logo, objetivou-se com este estudo anali-
sar e identificar genotipicamente os isolados de Moraxella 
spp. obtidos de amostras clínicas de bovinos e ovinos diag-
nosticados com CI, enviadas ao Laboratório de Bacteriolo-
gia da Universidade Federal de Santa Maria entre os anos de 
1990 e 2011, com propósito de identificar M. bovoculi.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados 54 isolados bacterianos provenientes de 51 
amostras da secreção ocular de 34 bovinos e 17 ovinos com CI, 
de 28 propriedades localizadas em 18 municípios do Rio Grande 
do Sul (Quadro 1). As amostras foram previamente caracterizadas 
como Moraxella sp. por meio de análise morfo-tintorial e testes 
bioquímicos (catalase, oxidase, crescimento em agar MacConkey, 
produção de indol, motilidade, redução de nitrato, proteólise 
da caseína e fermentação da glicose) de acordo com Macfaddin 
(2000), Angelos et al. (2007) e Angelos (2010). Os isolados foram 
mantidos liofilizados e estocados a -20°C até o momento das aná-
lises, quando foram suspendidos e cultivados em meio ágar san-
gue (sangue ovino 5%) e incubados em condições de aerobiose a 
37°C por um período de 48 horas, para realização dos testes mor-
fotintoriais e Fenilalanina Desaminase (FA) para caracterizar a 
presença de M. bovoculi segundo Angelos et al. (2007). Para com-
provação molecular, as células bacterianas foram suspendidas em 
1mL de água mili-Q para extração de DNA através do protocolo de 
CTAB (brometo de cetiltrimetil amônio) precedido por uma diges-
tão com 5µL de proteinase K (20mg/mL) por 60 minutos a 37°C, 
segundo Sambrook & Russell (2001).

Para comprovação molecular e diferenciação das espécies 
de Moraxella, foi realizada a técnica da reação em cadeia da po-
limerase (PCR) segundo Angelos & Ball (2007). Foram utilizados 
os iniciadores ISRup (5’-ACCGACGCTTATCGCAGGTCACTA-3’) e 
ISRdown (5’-GTG TCGAAGCAAAATCAGGGTCGT-3’) para amplifi-
cação da região intergênica 16S-23S, com fragmentos de 650pb 
para M. bovis e 600pb para M. bovoculi e M. ovis. A reação da PCR 
foi realizada em um volume final de 25µL, contendo 5µL do tam-
pão, 10µmols de cada iniciador, 200µM de cada deoxinucleotídeo 
trifosfato(dNTP), 1U de DNA Polimerase GoTaq, 1µL de DNA mol-
de (~50ng) e água ultrapura. A amplificação foi realizada utilizan-
do-se uma desnaturação inicial por 1 minuto a 95°C, seguida por 
35 ciclos de 30s a 95°C, 30s a 55°C, 40s a 72°C e uma extensão 
final de 4 minutos a 72°C. Os produtos da amplificação foram ve-
rificados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etídio 
(0,5µg mL-1).

Para a distinção das espécies de Moraxella, 10µL do produto da 
PCR foi submetido à restrição enzimática, com 1U da enzima RsaI, 
18mL de água ultra pura e 2mL de tampão enzimático, e então 
incubados a 37°C por 2 horas. Após a incubação, 5mL da reação 
de PCR original e10mL da digestão por RsaI foram separados por 
eletroforese e visualizados em gel de agarose a 2% corado com 
brometo de etídio (0,25µg mL-1). Segundo Angelos & Ball (2007) 
RsaI cliva somente o DNA amplificado de M. bovoculi (600pb) em 
um único sitio de restrição, resultando em dois fragmentos de 
aproximadamente 150 e 450pb, e não cliva o fragmento de M. 
bovis (650pb) nem de M. bovoculi (600pb). Para a confirmação 
da restrição enzimática, o produto de PCR de algumas amostras 
foram enviadas para sequenciamento em triplicata na empresa 
ACT Gene Análises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, 
UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automático 
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50cm 
e polímero POP6 (Applied Biosystems).

Como controles dos testes fenotípicos e genotípicos, foram 
utilizadas as cepas padrão ATCC10900 - M. bovis; ATCC19575 - M. 
ovis e ATCCBAA1259 - M. bovoculi.

RESULTADOS
Na análise fenotípica morfológica à coloração de Gram, as 
amostras caracterizadas genotipicamente como Moraxella 
bovis apresentaram pleomorfismo (65,38% cocobacilos, 
19,23% bacilos com formações em pequenas cadeias e 
15,38% diplococos/DC). Todavia 100% das amostras de M. 
ovis e M. bovoculi demonstraram morfologia de diplococos. 
No teste de atividade da fenilalanina desaminase apenas 
12 (35,29%) isolados provenientes de bovinos foram po-
sitivos e compatíveis com M. bovoculi (Angelos et al. 2007).
Dos 54 isolados submetidos à análise pela PCR da região 
intergênica 16S-23S, 25 apresentaram amplificação de 
650pb e outros 29 amplificaram de 600pb. Após a restri-
ção enzimática dos produtos da PCR, 12 isolados tiveram 
os fragmentos de 600pb digeridos pela enzima de restrição 
RsaI resultando em dois fragmentos de aproximadamente 
150 e 450pb, confirmando a presença de M. bovoculi entre 
os isolados brasileiros de Moraxella spp. oriundos de bovi-

Fig.1. Eletroforese em agarose 2%. (linha A) marcador de peso 
molecular de 100pb; (linha B) Moraxella bovis ATCC 10900; 
(linha C) M. bovis SB 024/90; (linha D) M. ovis ATCC 19575; 
(linha E) M. ovis SB 270/91; (linha F) M. bovoculi ATCC BAA 
1259; (linha G) M. bovoculi SB 82/92 (linha H) controle nega-
tivo. (1) Produtos de amplificação da região intergênica 16S-
-23S. (2) Produto da reação de PCR digerido com RsaI. Os pro-
dutos amplificados de ~650pb(M. bovis) e ~600pb(M. ovis) 
não foram clivados por RsaI. Porém o amplificado de 600pb 
de M. bovoculi foi clivado uma vez em fragmentos de ~450pb 
e ~150-pb.
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visualização de diferenças quanto ao tamanho das colônias, 
sendo as colônias de M. bovoculi de menor diâmetro.

DISCUSSÃO
O elevado pleomorfismo observado nas amostras de Mora-
xella spp., nesse estudo, demonstra que a morfologia bac-
teriana na coloração de Gram é um critério pouco preciso 
para identificar as espécies cocóides de Moraxella, uma 
vez que 15,38% dos isolados de M. bovis apresentaram-se 
como diplococos, concordando com os relatos da presença 
de bactérias com características de cocos Gram-negativos 
em surtos de CI descritos há muito tempo na literatura 
mundial (Wilcox 1970, Fraser & Gilmour 1979). Além dis-
so, Poels (1917), Fairlie (1966) e Elad et al. (1988) relata-
ram o isolamento de cocos Gram-negativos de bovinos com 
CI que não causaram doença após inoculação experimental, 
levantando a suspeita que poderia ser uma terceira espécie 
de Moraxella envolvida na doença.
Recentemente Angelos et al. (2007) relataram uma nova 
espécie de Moraxella isolada de bovinos com CI denomi-
nada M. bovoculi, e indicaram o teste de fenilalanina desa-
minase (reação positiva) para diferenciá-la de M. ovis e M. 
bovis (reações negativas). Esse perfil fenotípico foi corro-
borado pelos resultados de nosso estudo. Porém Angelos 
& Ball (2007) identificaram isolados de M. bovoculi fenila-
lanina desaminase-negativos, e por isso desenvolveram um 
método molecular para aumentar a eficácia na diferencia-

nos com CI (Quadro 1). Os outros 25 produtos de 650pb e 
os 17 de 600pb não foram clivados pela RsaI, caracterizan-
do M. bovis e M. ovis, respectivamente (Fig.1).

De acordo com a caracterização genotípica, foram obti-
dos 25 isolados de M. bovis, 17 de M. ovis e 12 de M. bovoculi. 
No Quadro 1, visualiza-se a identificação de M. bovoculi ape-
nas em amostras oriundas de bovinos em seis dos 18 mu-
nicípios dos quais se havia isolado Moraxella spp. de casos 
de CI. A maioria dos isolados obtidos de bovinos (70,6%) 
foram caracterizados como M. bovis e os isolados de ovinos 
como M. ovis (93,3%), no entanto, uma amostra de M. ovis 
foi isolada de bovino (SB 150/10) e uma amostra de M. bovis 
foi isolada de ovino (SB 12/10). Visando confirmar os resul-
tados da restrição enzimática, o produto de PCR das amos-
tras SB 150/10 e SB 12/10 foram sequenciados e compa-
rados ao banco de dados Basic Local Alignment Search Tool 
(BLAST-n), onde apresentaram identidade de 100% e 99% 
respectivamente, com M. ovis e M. bovis, confirmando o re-
sultado da restrição enzimática. Além disso, foram isoladas 
concomitantemente M. bovis e M. bovoculi em três amostras 
registradas como SBP04/11 e SB28/11 (Quadro 1).

Quanto às características fenotípicas das colônias iso-
ladas, não foi possível identificar diferenças morfológicas 
nas amostras que foram reisoladas (anteriores a 2011, es-
tocadas liofilizadas). Porém, nas amostras mais recentes 
(isoladas em 2011) em que foram identificadas concomi-
tantemente M. bovoculi e M. bovis (Quadro 1), foi possível a 

Quadro 1. Distribuição dos municípios estudados e características moleculares das amostras de Moraxella 
spp. isoladas de ceratoconjuntivite infecciosa bovina e ovina no Rio Grande do Sul

 Registro Município   Ano  Espécie N* Caracterização molecular**
      M. bovis M. bovoculi M. ovis

 SB024/90 São Martinho da Serra 1990 Bovino 1 1 - -
 SB082/92 Dilermando de Aguiar 1992 Bovino 1 - 1 -
 SB234/93 Cacequi 1993 Bovino 1 1 - -
 SB030/95 Tupanciretã  1995 Bovino 1 - 1 -
 SB156/96 Lavras do Sul  1996 Bovino 1 1 - -
 SB273/96 Tupanciretã 1996 Bovino 1 - 1 -
 SB548/99 São Borja  1999 Bovino 1 1 - -
 SB151/01 Alegrete  2001 Bovino 1 1 - -
 SB111/02 Alegrete 2002 Bovino 1 1 - -
 SB 150/02 Tupaciretã 2002 Bovino 1 - 1 -
 SB 163/03 Formigueiro 2003 Bovino 2 - 2 -
 SB246/04 Santa Maria 2004 Bovino 1 1 - -
 SB021/08 São Vicente do Sul  2008 Bovino 1 1 - -
 SB139/10 Vitor Graeff 2010 Bovino 1 - 1 -
 SB150/10 Dilermando de Aguiar 2010 Bovino 1 - - 1
 SBP 15/10 Pelotas  2010 Bovino 1 - 1 -
 SBP 04/11 Restinga Seca 2011 Bovino 7 6 2 -
 SB013/11 São Gabriel 2011 Bovino 1 1 - -
 SB028/11 Dilermando de Aguiar  2011 Bovino 9 9 2 -
 SB270/91 São Martinho da Serra 1991 Ovino 2 - - 2
 SB249/92 Cruz Alta 1992 Ovino 3 - - 3
 SB567/05 Santa Maria  2005 Ovino 1 - - 1
 SB296/07 Caçapava do Sul 2007 Ovino 1 - - 1
 SB006/08 Caçapava do Sul 2008 Ovino 1 - - 1
 SB007/08 São Sepé  2008 Ovino 1 - - 1
 SB012/10 Dom Pedrito 2010 Ovino 3 1 - 2
 SB020/11 São Sepé 2011 Ovino 3 - - 3
 SB022/11 São Martinho da Serra 2011 Ovino 2 - - 2
 TOTAL      51 25 (46%) 12 (22%) 17(32%)

* Número de animais amostrados (amostras). ** Restrição enzimática (RsaI) do produto de amplificação da região intergênica 
16S-23S dos 54 isolados de Moraxella spp.
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ção das espécies de Moraxella. Esse método envolve a re-
ação de PCR para amplificar a região intergênica entre os 
rRNAs16S e 23S seguido por digestão enzimática do pro-
duto amplificado.

A caracterização concordante entre o método molecu-
lar e o teste de fenilalanina desaminase, observada no pre-
sente estudo, pode ser justificado pela baixa amostragem 
utilizada e/ou pouca diversidade das amostras. O teste de 
desaminação da fenilalanina é a forma mais econômica de 
caracterização, porém nos casos em que forem diagnostica-
dos cocos Gram-negativos fenilalanina desaminase negati-
vo em CI, o uso da PCR se faz necessário para obtenção do 
diagnóstico definitivo (Angelos & Ball 2007).

Em bovinos foram identificadas M. bovis, M. bovoculi e M. 
ovis em casos de CI, fato já relatado anteriormente por Elad 
et al. (1988) e Angelos et al. (2007). No entanto, em ovinos 
foram identificadas M. ovis e M. bovis, sendo o achado dessa 
última espécie, em ovinos, até então não descrita no Brasil. O 
isolamento de M. bovis em ovinos e M. ovis em bovinos aler-
ta para a possibilidade de transmissão e prováveis reserva-
tórios desses patógenos quando são utilizados regimes de 
criação consorciados destas duas espécies nas propriedades.

A identificação de M. bovoculi nas amostras isoladas de 
bovinos nos anos de 1992, 1995 e 1996 demonstra que 
essa espécie está presente, pelo menos, desde a década de 
1990, em casos de ceratoconjuntivite infecciosa bovina em 
municípios no Rio Grande do Sul, porém não era caracteri-
zada. Mundialmente são escassos os estudos a respeito da 
ocorrência de M. bovoculi. Na América do Sul, apenas Sossa 
et al. (2010) relatam surtos de CI causados por M. bovoculi 
em bovinos.

Apesar de terem sido observadas culturas mistas de M. 
bovis e M. bovoculi em três das 34 amostras analisadas pro-
venientes de bovinos, na maioria dos casos, o isolamento 
de M. bovoculi ocorreu de forma individualizada. Esses re-
sultados vêm ao encontro das evidências clínicas, as quais 
sugerem que essa espécie recentemente caracterizada 
desempenha um papel importante na patogênese da CI e, 
portanto estudos que ressaltem a epidemiologia da doença 
devem ser realizados (Angelos 2010).

Uma vez que os postulados de Koch não tenham sido es-
tabelecidos para M. bovoculi, acredita-se que nos casos com 
envolvimento de M. bovoculi, sejam necessários fatores 
adicionais para a ocorrência de doença clínica, assim como 
ocorre na CI causada por M. bovis. Dentre esses fatores, a 
raça dos animais, a influência da radiação UV e traumas ou 
irritações oculares causados por pastagens altas, poeira, 
vento, e até mesmo estresse de manejo devem ser conside-
rados para que se estabeleça a infecção (Barner 1952,Ward 
& Nielson 1979).

Futuros estudos com ampliação da amostragem de ca-
sos clínicos de CI poderão elucidar a distribuição geográfi-
ca e a variabilidade genética e bioquímica existente entre 
os isolados de M. bovoculi, bem como avaliar sua ocorrên-
cia em outras espécies de animais domésticos que podem 
servir de reservatórios aos bovinos. Estes estudos poderão 
subsidiar a modernização das plataformas de produção de 
vacina na indústria nacional, que não contém M. bovoculi 
em suas formulações.

CONCLUSÃO
Moraxella bovoculi está presente nos casos clínicos de ce-
ratoconjuntivite infecciosa bovina (CIB) no Rio Grande do 
Sul, bem como M. bovis e M. ovis. Dessa forma, novas pes-
quisas que elucidem a participação de M. bovoculi, M. ovis 
e M. bovis nos casos de ceratoconjuntivite infecciosa em 
rebanhos são necessárias para a implantação de medidas 
de controle e prevenção adequadas, visando o benefício da 
cadeia produtiva da bovinocultura e ovinocultura.
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