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ABSTRACT.- Libardoni F, Scherer C.F.C., Farias L., Vielmo A., Balzan C. & Vargas A.C. 2012.
[Moraxella bovoculi in cases of infectious bovine keratoconjunctivitis in Rio Grande
do Sul, Brazil.] Moraxella bovoculi em casos de ceratoconjuntivite infecciosa bovina no
Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterindria Brasileira 32(8):743-746. Departamento de Me-
dicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de Santa
Maria, Avenida Roraima 1000, Cidade Universitaria, Camobi, Santa Maria, RS 97105-900,
Brazil. E-mail: agueda.vargas@gmail.com

Infectious keratoconjunctivitis (1K), although rarely fatal, results in significant econo-
mic losses for cattle and sheep farmers. The main causative agents of this disorder are
Moraxella bovis and Moraxella ovis. In 2007, a new species also responsible for IK was des-
cribed. This newly described pathogen, called Moraxella bovoculi, was never reported in
Brazil. Therefore, the aim of this study was confirmed the M. bovoculi among the samples
analyzed. For this, 54 isolates of Moraxella spp. from clinical samples derived from 34 cattle
and 18 sheep, sent to the laboratory of bacteriology from 1991 to 2011 was characterized.
Differentiation among the species was based on genotypic characteristics, using partial
amplification of 16S5-23S intergenic region and cleavage products of amplification with en-
zyme Rsal. Results showed that 25 isolates (46%) were characterized as M. bovis, 17 (32%)
as M. ovis, and 12 (22%) as M. bovoculi. This means that M. bovoculi is present among cattle
herds in Rio Grande do Sul and, therefore, in Brazil.

INDEX TERMS: Moraxella bovis, Moraxella ovis, eye disease, polymerase chain reaction, cattle, sheep.

RESUMO.- A ceratoconjuntivite infecciosa (CI), embora ra-
ramente fatal, resulta em perdas economicas significativas
para os rebanhos bovinos e ovinos. Os principais agentes
causadores dessa enfermidade sdo Moraxella bovis e Mora-
xella ovis. Em 2007 foi descrita uma nova espécie também
responsavel pela CI e denominada Moraxella bovoculi, que
até o presente momento, ndo havia sido relatada no Brasil.
Assim, objetivou-se com este trabalho caracterizar e dis-
tinguir 54 isolados de Moraxella spp. de amostras clinicas
oriundas de 34 bovinos e 17 ovinos, encaminhadas ao La-
boratério de Bacteriologia da Universidade Federal de San-
ta Maria no periodo de 1990 a 2011, visando a identificacio
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de M. bovoculi. A distingdo dos isolados foi fundamentada
nas caracteristicas genotipicas, pela amplificacdo parcial
da regido intergénica 16S-23S e clivagem dos produtos da
amplificagdo com enzima Rsal. 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 INDEXAGAO: Moraxella bovis, Moraxella ovis, doenga
ocular, ceratoconjuntivite, bovinos, ovinos.

INTRODUCAO
A ceratoconjuntivite infecciosa (CI) é a doenga ocular de
maior importancia para a criagdo de bovinos e ovinos em
todo o mundo (Postma et al. 2008), cuja etiologia primaria
é atribuida a Moraxella bovis (Henson & Grumbles 1960) e
Moraxella ovis (Spradbrow 1971), respectivamente. O gé-
nero Moraxella compreende bactérias Gram-negativas, ple-
omorficas, aerébicas e assacaroliticas (Hardie 1986), sendo
a diferenciacdo fenotipica das espécies laboriosa pela alta
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variabilidade das cepas (Fraser & Gilmour 1979). M. bovis
e M. ovis sdo patégenos raramente fatais, que determinam
significantes perdas econémicas aos estabelecimentos de
criacao de bovinos e ovinos (Thiritf & Overfield 1974, Slat-
ter et al. 1982).

Em 2007 foi descrita uma nova espécie do género Mo-
raxella associada a CI em bovinos, denominada Moraxella
bovoculi. A nova espécie foi filogeneticamente relacionada
a M. bovis e M. ovis. Contudo, foi distinguida dos membros
do género Moraxella pela caracterizagdo bioquimica, sus-
tentada pela andlise 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 tém sido alvo de relatos e pes-
quisas (Conceicdo & Turnes 2003, Chaves et al. 2008, Carmo
et al. 2011), contudo, M. bovoculi, até o momento, nao foi
descrita no pais. Logo, objetivou-se com este estudo anali-
sar e identificar genotipicamente os isolados de Moraxella
spp. obtidos de amostras clinicas de bovinos e ovinos diag-
nosticados com CI, enviadas ao Laboratorio de Bacteriolo-
gia da Universidade Federal de Santa Maria entre os anos de
1990 e 2011, com propdsito de identificar M. bovoculi.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 54 isolados bacterianos provenientes de 51
amostras da secrecdo ocular de 34 bovinos e 17 ovinos com CI,
de 28 propriedades localizadas em 18 municipios do Rio Grande
do Sul (Quadro 1). As amostras foram previamente caracterizadas
como Moraxella sp. por meio de analise morfo-tintorial e testes
bioquimicos (catalase, oxidase, crescimento em agar MacConkey,
producdo de indol, motilidade, reducdo de nitrato, protedlise
da caseina e fermentacdo 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 ana-
lises, quando foram suspendidos e cultivados em meio agar san-
gue (sangue ovino 5%) e incubados em condig¢des de aerobiose a
37°C por um periodo de 48 horas, para realiza¢do dos testes mor-
fotintoriais e Fenilalanina Desaminase (FA) para caracterizar a
presenca de M. bovoculi segundo Angelos et al. (2007). Para com-
provagdo molecular, as células bacterianas foram suspendidas em
1mL de 4gua mili-Q para extracdo de DNA através do protocolo de
CTAB (brometo de cetiltrimetil amoénio) precedido por uma diges-
tdo com 5pL de proteinase K (20mg/mL) por 60 minutos a 37°C,
segundo Sambrook & Russell (2001).

Para comprovacdo molecular e diferenciacdo das espécies
de Moraxella, foi realizada a técnica da reagdo 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-
cacdo da regido intergénica 16S-23S, com fragmentos de 650pb
para M. bovis e 600pb para M. bovoculi e M. ovis. A reagdo da PCR
foi realizada em um volume final de 25uL, contendo 5uL do tam-
pdo, 10umols de cada iniciador, 200uM de cada deoxinucleotideo
trifosfato(dNTP), 1U de DNA Polimerase GoTaq, 1pL de DNA mol-
de (~50ng) e dgua ultrapura. A amplificacdo foi realizada utilizan-
do-se uma desnaturacdo 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 extensdo
final de 4 minutos a 72°C. Os produtos da amplificagdo foram ve-
rificados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio
(0,5ug mL1).
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Para a distingdo das espécies de Moraxella, 10uL do produto da
PCR foi submetido a restricdo enzimatica, com 1U da enzima Rsal,
18mL de 4gua ultra pura e 2mL de tampado enzimatico, e entdo
incubados a 37°C por 2 horas. Apds a incubagdo, 5SmL da reacdo
de PCR original e10mL da digestdo por Rsal foram separados por
eletroforese e visualizados em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etidio (0,25pg mL?). Segundo Angelos & Ball (2007)
Rsal cliva somente o DNA amplificado de M. bovoculi (600pb) em
um Unico sitio de restricdo, resultando em dois fragmentos de
aproximadamente 150 e 450pb, e ndo cliva o fragmento de M.
bovis (650pb) nem de M. bovoculi (600pb). Para a confirmacdo
da restricdo enzimatica, o produto de PCR de algumas amostras
foram enviadas para sequenciamento em triplicata na empresa
ACT Gene Analises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia,
UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico
ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50cm
e polimero POP6 (Applied Biosystems).

Como controles dos testes fenotipicos e genotipicos, foram
utilizadas as cepas padrdao ATCC10900 - M. bovis; ATCC19575 - M.
ovis e ATCCBAA1259 - M. bovoculi.

RESULTADOS

Na analise fenotipica morfoldgica a coloracdo de Gram, as
amostras caracterizadas genotipicamente como Moraxella
bovis apresentaram pleomorfismo (65,38% cocobacilos,
19,23% bacilos com formac¢des 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 compativeis com M. bovoculi (Angelos et al. 2007).
Dos 54 isolados submetidos a analise pela PCR da regido
intergénica 16S-23S, 25 apresentaram amplificacdo de
650pb e outros 29 amplificaram de 600pb. Apds a restri-
¢do enzimatica dos produtos da PCR, 12 isolados tiveram
os fragmentos de 600pb digeridos pela enzima de restrigio
Rsal resultando em dois fragmentos de aproximadamente
150 e 450pb, confirmando a presenca 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 amplificacdo da regido intergénica 16S-
-23S. (2) Produto da reagdo de PCR digerido com Rsal. Os pro-
dutos amplificados de ~650pb(M. bovis) e ~600pb(M. ovis)
ndo foram clivados por Rsal. Porém o amplificado de 600pb
de M. bovoculi foi clivado uma vez em fragmentos de ~450pb
e ~150-pb.
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Quadro 1. Distribuicdo dos municipios estudados e caracteristicas moleculares das amostras de Moraxella
spp. isoladas de ceratoconjuntivite infecciosa bovina e ovina no Rio Grande do Sul

Registro Municipio Ano Espécie N* Caracterizagdo molecular**
M. bovis M. bovoculi M. ovis
SB024/90 Sdo 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 Tupancireta 1995 Bovino 1 - 1 -
SB156/96 Lavras do Sul 1996 Bovino 1 1 - -
SB273/96 Tupancireta 1996 Bovino 1 - 1 -
SB548/99 Sao Borja 1999 Bovino 1 1 - -
SB151/01 Alegrete 2001 Bovino 1 1 - -
SB111/02 Alegrete 2002 Bovino 1 1 - -
SB 150/02 Tupacireta 2002 Bovino 1 - 1 -
SB163/03 Formigueiro 2003 Bovino 2 - 2 -
SB246/04 Santa Maria 2004 Bovino 1 1 - -
SB021/08 Sdo 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 Sdo Gabriel 2011 Bovino 1 1 - -
SB028/11 Dilermando de Aguiar 2011 Bovino 9 9 2 -
SB270/91 Sdo 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 Cagapava do Sul 2007 Ovino 1 - - 1
SB006/08 Cagapava do Sul 2008 Ovino 1 - - 1
SB007/08 Sao Sepé 2008 Ovino 1 - - 1
SB012/10 Dom Pedrito 2010 Ovino 3 1 - 2
SB020/11 Sao Sepé 2011 Ovino 3 - 3
SB022/11 Sao Martinho da Serra 2011 Ovino 2 - - 2
TOTAL 51 25 (46%) 12 (22%) 17(32%)

* Nimero de animais amostrados (amostras). ** Restricdo enzimatica (Rsal) do produto de amplificacdo da regido intergénica

16S-23S dos 54 isolados de Moraxella spp.

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

De acordo com a caracterizacdo genotipica, foram obti-
dos 25 isolados de M. bovis, 17 de M. ovis e 12 de M. bovoculi.
No Quadro 1, visualiza-se a identificacdo de M. bovoculi ape-
nas em amostras oriundas de bovinos em seis dos 18 mu-
nicipios 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
foiisolada de bovino (SB 150/10) e uma amostra de M. bovis
foi isolada de ovino (SB 12/10). Visando confirmar os resul-
tados da restricdo enzimatica, 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 restricdo enzimatica. Além disso, foram isoladas
concomitantemente M. bovis e M. bovoculi em trés amostras
registradas como SBP04/11 e SB28/11 (Quadro 1).

Quanto as caracteristicas fenotipicas das colonias iso-
ladas, nao foi possivel identificar diferencas morfoldgicas
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 possivel a

visualizacdo de diferencas quanto ao tamanho das coldnias,
sendo as colénias de M. bovoculi de menor diametro.

DISCUSSAO

0 elevado pleomorfismo observado nas amostras de Mora-
xella spp., nesse estudo, demonstra que a morfologia bac-
teriana na coloragdo de Gram é um critério pouco preciso
para identificar as espécies cocoides de Moraxella, uma
vez que 15,38% dos isolados de M. bovis apresentaram-se
como diplococos, concordando com os relatos da presenca
de bactérias com caracteristicas de cocos Gram-negativos
em surtos de CI descritos ha 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 ndo causaram doenga ap6s inoculacdo experimental,
levantando a suspeita que poderia ser uma terceira espécie
de Moraxella envolvida na doenca.

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 (reagdo positiva) para diferencia-la de M. ovis e M.
bovis (reagdes negativas). Esse perfil fenotipico 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 eficacia na diferencia-
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¢do das espécies de Moraxella. Esse método envolve a re-
acdo de PCR para amplificar a regido intergénica entre os
rRNAs16S e 23S seguido por digestdo enzimatica do pro-
duto amplificado.

A caracterizacdo 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
desaminacgdo da fenilalanina é a forma mais economica de
caracteriza¢do, porém nos casos em que forem diagnostica-
dos cocos Gram-negativos fenilalanina desaminase negati-
vo em CI, o uso da PCR se faz necessario para obtencao do
diagnostico definitivo (Angelos & Ball 2007).

Em bovinos foram identificadas M. bovis, M. bovoculi e M.
ovis em casos de CI, fato ja 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
ultima espécie, em ovinos, até entdo nio descrita no Brasil. O
isolamento de M. bovis em ovinos e M. ovis em bovinos aler-
ta para a possibilidade de transmissao e provaveis reserva-
térios desses patdgenos quando sdo utilizados regimes de
criacdo consorciados destas duas espécies nas propriedades.

A identificacdo de M. bovoculi nas amostras isoladas de
bovinos nos anos de 1992, 1995 e 1996 demonstra que
essa espécie estd presente, pelo menos, desde a década de
1990, em casos de ceratoconjuntivite infecciosa bovina em
municipios no Rio Grande do Sul, porém nao era caracteri-
zada. Mundialmente sdo escassos os estudos a respeito da
ocorréncia 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 trés das 34 amostras analisadas pro-
venientes de bovinos, na maioria dos casos, o isolamento
de M. bovoculi ocorreu de forma individualizada. Esses re-
sultados vém ao encontro das evidéncias clinicas, as quais
sugerem que essa espécie recentemente caracterizada
desempenha um papel importante na patogénese da CI e,
portanto estudos que ressaltem a epidemiologia da doenca
devem ser realizados (Angelos 2010).

Uma vez que os postulados de Koch ndo tenham sido es-
tabelecidos para M. bovoculi, acredita-se que nos casos com
envolvimento de M. bovoculi, sejam necessarios fatores
adicionais para a ocorréncia de doenca clinica, assim como
ocorre na CI causada por M. bovis. Dentre esses fatores, a
raca dos animais, a influéncia da radia¢do UV e traumas ou
irritacdes oculares causados por pastagens altas, poeira,
vento, e até mesmo estresse de manejo devem ser conside-
rados para que se estabeleca a infeccdo (Barner 1952,Ward
& Nielson 1979).

Futuros estudos com ampliacdo da amostragem de ca-
sos clinicos de CI poderio elucidar a distribui¢ido geografi-
ca e a variabilidade genética e bioquimica existente entre
os isolados de M. bovoculi, bem como avaliar sua ocorrén-
cia em outras espécies de animais domésticos que podem
servir de reservatorios aos bovinos. Estes estudos poderado
subsidiar a modernizagio das plataformas de producdo de
vacina na industria nacional, que ndo contém M. bovoculi
em suas formulacdes.
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CONCLUSAO

Moraxella bovoculi esta presente nos casos clinicos 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 participa¢do de M. bovoculi, M. ovis
e M. bovis nos casos de ceratoconjuntivite infecciosa em
rebanhos sao necessarias para a implantacdo de medidas
de controle e prevengio adequadas, visando o beneficio da
cadeia produtiva da bovinocultura e ovinocultura.
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