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RESUMO

O confinamento de cordeiros € uma alternativa para a padronizacdo e escala de
venda dos produtos da ovinocultura. Entretanto alguns problemas sanitarios ocorrem
com maior frequéncia nesse sistema, sendo um deles a ceratoconjuntivite. Essa
enfermidade é conhecida h& bastante tempo, principalmente em bovinos, embora
estudos relacionados a ela no Rio Grande do Sul sejam escassos. Sendo assim, o
presente estudo objetivou identificar os agentes etioldgicos e os fatores epidemioldgicos
envolvidos em um surto de ceratoconjuntivite em um confinamento de ovinos e avaliar
0 uso da profilaxia antimicrobiana como medida sanitaria de prevencao de novos casos.
O estudo foi conduzido em um confinamento de cordeiros em S&o Lourenco do Sul —
RS, onde foi diagnosticado o surto. Em um primeiro momento, os animais foram
distribuidos em trés grupos de acordo com a gravidade da lesdo ocular e foram coletadas
23 amostras de secrecOes oculares para identificagdo de bactérias aerobias e da ordem
Mollicutes. Além disso, foram avaliados os fatores epidemioldgicos envolvidos no surto
como: a cama de casca de arroz utilizada nas baias, presenca de insetos voadores,
alimentacdo dos animais, destino de dejetos, manejos e instalagdes. Foram identificadas
nas amostras bactérias do género Moraxella sp. e Mycoplasma sp.. No segundo
momento, um lote recém chegado no confinamento foi distribuido em trés grupos nos
quais um grupo ndo recebeu tratamento, um grupo recebeu tratamento com
Oxitetraciclina e o outro grupo recebeu tratamento com Tilmicosina. Esses animais
foram avaliados por cinco semanas e, conforme o aparecimento de lesdes de
ceratoconjuntivite, foram coletadas amostras de secre¢des oculares. Todos 0s animais
apresentaram sinais clinicos de ceratoconjuntivite ao longo das cinco semanas, € 0S
mesmos géneros bacterianos foram encontrados. Como conclusdo, 0s agentes
etioldgicos que podem estar presentes no surto de ceratoconjuntivite foram: Moraxella
sp., Mycoplasma conjuntivae e Mycoplasma agalactiae. Os fatores epidemioldgicos
estavam diretamente relacionados com o desencadeamento do surto e a terapia
profilatica antimicrobiana ndo foi eficaz na prevencao de novos casos.

Palavras-chave: Confinamento. Cordeiros. Ceratoconjuntivite. Moraxella sp..

Mycoplasma sp.. Profilaxia.



ABSTRACT

Lamb feedlot is an alternative for the standardization and sales scale of
sheep products; However, some health problems occur more frequently in this system,
as keratoconjunctivitis. This disease has been known for a long time, especially in
cattle, although studies in Rio Grande do Sul are scarce. Thus, the present study aimed
to identify the etiological agents and epidemiological factors involved in an outbreak of
keratoconjunctivitis in a lamb feedlot and to evaluate the use of antimicrobial
prophylaxis as a sanitary measure to prevent new cases. The study was conducted in a
lamb feedlot in S&o Lourenco do Sul - RS, where the outbreak was diagnosed. At first,
the animals were allocated into three groups according to the severity of the eye injury
and 23 samples of eye secretions were collected for identification of aerobic and
Mollicutes bacteria. In addition, the epidemiological factors involved in the outbreak
were evaluated, such as the rice husk bed used in the stalls, the presence of flying
insects, animal feed, waste disposal, management and facilities. Bacteria of the genus
Moraxella sp. and Mycoplasma sp. were identified in the semples. At the second
moment, a newly arrived batch in the confinement was allocated into three groups
receiving no treatment, Oxitetracycline or Tilmicosin. These animals were evaluated for
five weeks and, according to the appearance of keratoconjunctivitis lesions, samples of
ocular secretions were collected. All animals showed clinical signs of
keratoconjunctivitis over the five weeks, and the same bacterial genera were found. In
conclusion, the etiological agents that may be present in the keratoconjunctivitis
outbreak were: Moraxella sp., Mycoplasma conjunctivae and Mycoplasma agalactiae.
Epidemiological factors were directly related to outbreak triggering and prophylactic
antimicrobial therapy was not effective in preventing new cases.

Keywords: Lambs feedlot. Keratoconjunctivitis. Moraxella sp.. Mycoplasma sp..
Prophylaxis.
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1 INTRODUCAO

Os produtos da ovinocultura estdo ocupando cada vez mais espago no mercado.
Nos Gltimos anos, surgiram novas perspectivas a respeito dessa area, e, em funcdo da
gourmetizacdo de carnes nobres e sustentabilidade do uso da 1a, os produtos atendem a
mercados exigentes em grandes centros consumidores. O consumo de carne ovina
atualmente é de 0,7 kg/ano por brasileiro, sendo a quinta carne mais consumida no pais
(SANTOS et al., 2015), com perspectiva de crescimento. O preco dos produtos desse
nicho é superior; enquanto o preco do quilograma do cordeiro varia em torno de R$
7,00, o do novilho varia em torno de R$ 5,00 (EMATER — RS, 2019). Devido a essa
valorizacdo, associada a estabilizacdo no preco da I&, a ovinocultura demonstra ser uma
excelente fonte de investimento aos pequenos produtores rurais, e mais uma fonte de
renda para os produtores familiares (SANTOS et al., 2015).

No entanto, no ano de 2006 até 2017 nos deparamos com uma queda do nimero
efetivo de ovinos no Brasil. Na regido Sul, onde essa atividade sempre foi tradicional,
esse numero cai significativamente a cada ano (EMBRAPA, 2018). Em 2017 o efetivo
de ovinos era em torno de 13 milhdes de cabecas e, ainda assim, ndo conseguimos
suprir a demanda por carne ovina no Brasil (MACEDO et al., 2018). Isso acontece
porque a cadeia produtiva da ovinocultura de corte ainda esta em fase inicial da sua
estruturacdo como atividade econémica, necessitando investimentos, padronizacdo de
produtos, escala de producdo, melhorias no manejo e barreiras sanitarias. Para contornar
esse problema, alguns produtores buscam a solucdo no cooperativismo, verticalizando a
cadeia. Isso vem ocorrendo em alguns estados como S&o Paulo e Parand (MACEDO et
al., 2018). Assim, o confinamento de cordeiros se encaixa como uma alternativa de
terminacéo desses animais, a fim de padronizar o produto e obter escala de venda para o
frigorifico.

Juntamente com esse sistema, alguns problemas sanitarios ocorrem com maior
frequéncia, dentre eles podemos citar a ceratoconjuntivite. As lesdes sdo observadas
independentemente da época do ano ou categoria animal. Os produtores realizam o
tratamento das lesbes oculares normalmente com antibidticos tdpicos a base de
tetraciclina e o diagnostico etioldgico e o antibiograma nédo séo realizados. Além disso,
existem relatos que em alguns casos ndo ha melhoria do quadro clinico apds tratamento.

Os estudos que avaliam a ceratoconjuntivite em ovinos sdo escassos, sendo que

no Brasil foram publicados relatos de dois surtos em ovinos. Um deles relatou pela
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primeira vez a ocorréncia de Mycoplasma conjunctivae, em ovinos sadios e com
ceratoconjuntivite infecciosa, na microrregido de Garanhuns, Estado de Pernambuco
(NETO et al., 2004) e o outro descreve um surto de ceratoconjuntivite causado por
Moraxella sp. em Goids (CHAVES; LIMA; AMARAL, 2008).

Dessa forma, o objetivo desse estudo foi determinar os agentes etioldgicos e 0s
fatores epidemioldgicos envolvidos em um surto de ceratoconjuntivite em um
confinamento de ovinos, e testar o uso da profilaxia antimicrobiana como medida

sanitaria de prevencdo da ceratoconjuntivite no confinamento.



14

2 REVISAO DE LITERATURA

Abaixo serd apresentada a revisdo de literatura que foi dividida em trés topicos para

melhor organizacdo do contetdo.

2.1 Ovinocultura

O Rio Grande do Sul é um Estado com tradi¢do na producdo de ovinos e o principal
produto explorado por muitos anos foi a 1. Com a crise no setor laneiro, na década de 90, a
ovinocultura galcha passou por uma reestruturacao e, assim, foram introduzidos os animais
com finalidade de producdo de carne ou de dupla aptiddo. Hoje, o foco dessa atividade se
encontra na producdo de cordeiros para o abate (PIRES et al., 2017).

Embora a ovinocultura da carne ocorra ha alguns anos, a cadeia produtiva ainda é
desestruturada e isso se agrava no Rio Grande do Sul, devido ao clima desfavoravel, solo e
sistemas predominantemente extensivos de produgdo. Um dos principais entraves da cadeia
de producdo ovina é a falta de escala e de padronizacdo dos produtos (PIRES et al., 2017), o
que impossibilita suprir a demanda no pais, alcancando apenas 60% dessa (MACEDO et al.,
2018). Além disso, no cenério brasileiro o nimero do efetivo de ovinos vem diminuindo, com
uma queda de 2,80% (2006-2017), ressaltando uma queda significativa de 20,99% nos
ultimos anos no RS (EMBRAPA, 2018).

A maior parte dos rebanhos brasileiros estd concentrada em pequenas extensbes de
terra (propriedades entre 5 e 50 hectares), o que indica que a ovinocultura é uma atividade
realizada, principalmente, por pequenos produtores (EMBRAPA, 2018). Guimarées e Souza
(2017) afirmam que a cadeia produtiva da ovinocultura pode ser uma estratégia de
desenvolvimento rural para algumas regides, tendo em vista seu potencial de renda ndo sé
para o produtor rural como para 0s demais setores da cadeia produtiva. Portanto, se realizada
com eficiéncia, a ovinocultura pode ser uma atividade lucrativa e que entra na peguena
propriedade como uma boa fonte de renda.

Em funcéo disso, sistemas de cooperativismo surgem para juntar os elos da cadeia de
producdo (MACEDO et al., 2018). Um exemplo de cooperativismo é a venda de cordeiros
para um terminador, o que possibilita que pequenos produtores possam vender seus produtos
juntos para serem padronizados e colocados em escala suficiente para a venda ao frigorifico.

Esse sistema, apesar do alto custo com instalaces e dieta dos animais, pode ser bastante
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lucrativo tanto para os produtores quanto para o terminador (POLI; MONTEIRO; SILVEIRA,
2017).

2.2 Ceratoconjuntivite

A ceratoconjuntivite € uma enfermidade infecciosa, endémica, que acomete
tanto ruminantes domésticos como ruminantes selvagens, e é a principal doenca ocular
de ovinos, caracterizada por inflamacéo da conjuntiva e cornea (RIET CORREA et al.,
1998). Os sinais clinicos iniciam por conjuntivite com congestdo da conjuntiva e
esclera, corrimento ocular, blefaroespasmo, epifora e fotofobia. Posteriormente, pode
haver ceratite com vascularizacdo, opacidade e, ocasionalmente, ulceracdo da cornea e
cegueira (RIET CORREA et al., 1998). As perdas econdmicas causadas pela doenca
podem ser diretas devido a perda ou menor ganho de peso e diminuicdo da producéo,
assim como, indiretas devido a gastos com medicamentos e manejo do rebanho. Estima-
se um custo em torno de cinco reais por ovino envolvendo medicagdo e méio de obra
para realizar o tratamento (PINHEIRO; ALVES; ANDRIOLI, 2002). A
ceratoconjuntivite infecciosa em cabras e ovelhas também foi associada a outros tipos
de perdas na producdo como diminuicdo na taxa de gestacdo gemelar, aumento de
toxemia da prenhez, perda de peso e pisoteamento de cordeiros em fungédo da falta de
visdo da mae (CAMERON; GELATT; WILKIE, 2003).

Além da questdo econdmica, as doencas em sistemas de producdo séo
consideradas marcadores de bem-estar animal (BROOM; MOLENTO, 2004). Sendo
assim, os animais devem estar clinicamente sadios quando s&o produzidos. Dessa forma,
a manifestacdo da ceratoconjuntivite no sistema de produgéo pode ser interpretada como
dano ao bem-estar dos animais.

Diversos microrganismos tém sido responsabilizados como agentes etiologicos
da doenga. Mycoplasma conjunctivae tem sido associado a maioria dos surtos de
ceratoconjuntivite relatados em pequenos ruminantes domésticos e selvagens
(FERNANDEZ-AGUILAR et al., 2013). Outros agentes infecciosos como Moraxella
(Branhamella) ovis, Chlamydophila spp e Listeria monocytogenes foram isolados dos
olhos de ovelhas clinicamente afetadas e podem agir oportunisticamente como invasores
secundarios e contribuir para o surgimento da ceratoconjuntivite (AKERSTEDT,;
HOFSHAGEN, 2004). O papel potencial da Chlamydophila spp como patdgeno

primario para ceratoconjuntivite tem sido discutido. Em investigacdo de microbiota
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conjuntival bacteriana de ovinos sadios na microrregido de Garanhuns em Pernambuco,
foi observada a presenca de Staphylococcus sp., Moraxella sp. e Mycoplasma
conjunctivae que devem ser levados em consideracdo no que se refere a epidemiologia,
diagnostico, tratamento e controle da ceratoconjuntivite infecciosa ovina (ALMEIDA
NETO et al., 2006).

Moraxella spp. sdo cocobacilos aerébicos, Gram negativos. O grau de
patogenicidade esta relacionado com a capacidade da bactéria de produzir hemolisina e
fimbrias (Pili) que permitem a sua ligacdo ao epitélio conjuntival (HIRSH;
BIBERSTEIN, 2003). Moraxella sp. consegue lesionar o epitélio, digerindo as
substancias corneas. Ha diferenciacdo de coldnias lisas e rugosas, sendo essas ultimas as
mais patogénicas. A Moraxella ovis € comumente isolada da microbiota conjuntival de
pequenos ruminantes. Essa espécie, apesar de ser muito semelhante a espécie Moraxella
bovis, ainda requer estudos mais aprofundados a respeito de sua patogenicidade (POST;
SONGER, 2005a).

As bactérias da classe Mollicutes, por sua vez, sdo 0s menores procariontes de
vida livre e ndo possuem parede celular. Produzem substancias de potencial
patogenicidade: o peroxido e o superdxido, com capacidade de deterioracdo da
integridade celular do hospedeiro (WALKER, 2003). Mycoplasma sp., pertencente a
classe Mollicutes, apresenta dificuldade para sintetizar alguns nutrientes essenciais,
competindo com a célula do hospedeiro e alterando ainda mais a integridade e funcéo
celular (POST; SONGER, 2005b). Essas bactérias possuem a capacidade de se manter
latente no hospedeiro através de mecanismos que anulam o sistema imune como
variabilidade antigénica e mimetismo biol6gico. Assim continuam  viaveis
silenciosamente nas estruturas mucosas dos animais como: mucosa nasal, conjuntival e
oral, e, em momentos oportunos, sdo transmitidas. Dessa forma, diferentes tipos de
secrecOes sdo capazes de veicular esse agente (WALKER, 2003). A primeira etapa do
processo patogénico do Mycoplasma sp. € a fixacdo as células do hospedeiro; isso
ocorre através da camada superficial anibnica, e, no hospedeiro, receptores
glicoconjugados permitem essa fixacdo. O organismo hospedeiro forma entdo uma
resposta inflamatdria frente a esses agentes. Entretanto a persisténcia da bactéria resulta
na cronicidade das lesdes, sugerindo que uma vez estabelecida a infecgéo, a resposta
imune ndo é eficiente (WALKER, 2003).

Na epidemiologia da ceratoconjuntivite alguns fatores sdo de suma importancia

para o aparecimento dos casos. Os vetores voadores, como moscas, exercem um papel
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importante na transmissido (FERNANDEZ-AGUILAR et al., 2019). No Rio Grande do
Sul, o aparecimento dos surtos esté relacionado com o final do verdo e inicio de outono,
quando a populacéo de vetores aumenta (RIET-CORREA et al., 2007). Pode afetar
animais de todas as categorias e a presenca de poeira, polen, pastagens muito secas e
caréncia de vitamina A predispdem o aparecimento das lesdes (ALVES; RIBEIRO;
PINHEIRO, 2017). A ceratoconjuntivite é, entdo, uma doenca de alta morbidade e baixa
mortalidade.

As ceratoconjuntivites de origem infecciosas normalmente tém curso
autolimitante, havendo o desaparecimento espontaneo das lesbes em torno de trés
semanas. Os tratamentos sdo realizados com antibidticos topicos em forma de pomadas
e sprays ou por injecGes subconjuntivais de compostos com liberacdo lenta (GREGORY
et al., 2015). O antibidtico comumente utilizado para o tratamento € a Oxitetraciclina.

Em bovinos, cepas especificas da Moraxella bovis sdo utilizadas para
composicdo de vacinas a fim de prevenir o aparecimento da ceratoconjuntivite (RIET-
CORREA et al., 2007). Kowalski et al., (2017) sugerem que alguns antigenos de
superficie sdo compartilhados entre as espécies de Moraxella sp.. Porém, algumas de
suas particularidades dentro da mesma espécie desempenham funcdes especificas para a
resposta individual do hospedeiro. Sendo assim, a vacina pode, muitas vezes, ndo ser
eficaz.

Em casos epizodticos suspeitos de ceratoconjuntivite bacteriana as medidas de
controle (sugeridas por Waldridge e Colitz (2004)) séo: isolar os animais infectados,
evitar a exposicdo desses animais a ambientes que contenham moscas, p6, polen e muito
vento. Deve-se fazer também a limpeza e desinfeccdo de instalagbes como camas,

bebedouros e comedouros.

2.3 Utilizagéo de antimicrobianos na pecuéria

O uso de antibidticos como forma preventiva de enfermidades nos animais de
producdo e como promotores de crescimento & corriqueiro e esse assunto tem sido
amplamente debatido em todos os paises, principalmente no que se relaciona a
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos na populacdo humana (GUARDABASSI;
KRUSE, 2008). O debate visa responder alguns questionamentos como: se existe ou nao
a correlagdo entre o uso dos antimicrobianos nos animais e a resisténcia das bactérias

frente aos antimicrobianos de uso humano, visto que esse € um problema de saude



18

publica em nivel global e muitos principios ativos sdo compartilhados entre as
diferentes espécies.

Existem quatro tipos de usos que se pode fazer dos antimicrobianos em animais
de producdo: o uso terapéutico, que visa tratar apenas animais enfermos; o uso
profilatico que trata animais sadios; o uso metafilatico que trata animais sadios em
contato com animais acometidos e o0s animais acometidos; e o uso como aditivo
zootécnico, que trata apenas animais sadios visando um melhor desempenho na sua
producio (SPINOSA; TARRAGA, 2017).

O principal problema é o uso indiscriminado desses principios ativos na
pecuaria, sem controle de doses e duracdo do tratamento, visto que esse comportamento
acaba por acelerar o processo de resisténcia bacteriana. Um dos entraves para o melhor
controle de venda e administracdo de antibioticos em diversos paises esta na falta de
dados a respeito do uso desses medicamentos. Sabe-se que ao, longo dos anos, 0 uso
dessas substancias aumentou; entretanto, ainda ndo é possivel quantificar e expor em
nameros esse crescimento no Brasil.

Guardabassi e Kruse (2008) sugerem que alguns manejos basicos como higiene,
controle adequado de doencas, gerenciamento, biosseguridade e vacinacdo sdo capazes
de substituir o uso de antimicrobianos. Além disso, justifica que o uso dos
antimicrobianos é valido quando se visa tratar um animal enfermo, preferencialmente de
forma individual; terapias profilaticas e metafilaticas devem ser utilizadas o minimo
possivel.

Entretanto, ao introduzir animais em um ambiente com alta presséo de infeccéo
(alta morbidade) e alta chance de contagio de uma doenca, uma alternativa é utilizar a
terapia metafilatica. A metafilaxia € compreendida por realizar o tratamento tanto de
animais doentes quanto os animais sadios que estdo em constante exposi¢do a possiveis
enfermidades contagiosas (SIPINOSA et al., 2017).

As bactérias desenvolvem conforme expostas a principios ativos mecanismos de
eliminacdo desses, aos quais se tornam resistentes (BOERLIN; WHITE, 2010). Além
disso, essa caracteristica adquirida pode ser transmitida de uma célula bacteriana para a
outra através de mecanismos horizontais como plasmideos. Sendo assim, as bactérias
resistentes ndo respeitam barreiras e se propagam afetando de uma forma geral
humanos, animais, alimentos, agua e ambiente (BOERLIN; WHITE, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos envolvendo os animais deste estudo foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) no projeto 36616.

Os estudos foram conduzidos em um confinamento de terminagdo de cordeiros
com capacidade para 1200 animais localizado em S&o Lourengo do Sul — RS, onde foi
diagnosticado o surto de ceratoconjuntivite. Os animais eram comprados de diversas
propriedades do Rio Grande do Sul e transportados até o confinamento. Sendo assim, as
ragas, pesos e escores de condicéo corporal de entrada eram variados. Entretanto, todos
0s animais eram comprados com denticdo entre dente de leite e rompimento das pincas,
0 que corresponde a uma idade em torno dos cinco meses. Ao chegarem, permaneciam
em baias de adaptacdo com alimentacdo a base de feno e pequena quantidade de
concentrado, e eram vacinados para clostridioses e vermifugados com o principio ativo
Monepantel (2,5 mg por Kg). Ap6s quinze dias, passavam para as baias de
confinamento com piso de concreto e cama de casca de arroz. A cama era trocada
semanalmente e os dejetos da cama usada eram armazenados ao lado do galpao a céu
aberto. No confinamento, recebiam alimentagdo de dieta total, sendo ofertada uma
quantidade de 4% do peso vivo dos cordeiros por dia. A dieta era composta por 95% de
concentrado (70% de milho, 30% farelo de soja; com adicéo de bicarbonato e cloreto de
amonia) e 5% de feno de Tifton. Permaneciam nessas baias até alcancarem escore de
condicdo corporal entre 3 e 4 (numa escala de 1 a 5, em que 1 é um animal muito magro
e 5 um animal muito gordo) e -peso em torno de 40 Kg para o abate. Normalmente, esse
escore era atingido em duas semanas de confinamento propriamente dito, totalizando
em torno de um més de permanéncia na propriedade. Através de uma anamnese
detalhada com o produtor e observagdes durante as visitas ao confinamento foram
identificados os fatores epidemioldgicos envolvidos no surto, como: presenca de
moscas, alimentacdo dos animais, destino dos dejetos, manejos e instalagdes.

No estudo 1, para identificacdo dos agentes etioldgicos envolvidos no surto de
ceratoconjuntivite, os cordeiros confinados foram submetidos a exame oftalmoldgico
através da inspecdo ocular desses animais, conforme Gregory et al. (2015), e
classificados em trés grupos de acordo com a severidade da lesdo, como mostra a Figura
1.
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Figura 1 — Classificacdo das lesGes oculares dos cordeiros confinados de acordo com o
exame oftalmoldgico por inspecdo ocular, conforme Gregory et al. (2015).
S&o Lourengo do Sul, 2019.

Grupo Inspecdo ocular Sinais clinicos
Grupo | Ovinos clinicamente sadios.
(n=6)
Ovinos que apresentaram sinais clinicos
Grupo 1l de doenca suave, caracterizada por
(n=8) lacrimejamento profuso, hiperemia da
conjuntiva e/ou descarga ocular catarral,
mucopurulenta ou purulenta.
Ovinos que apresentavam as
Grupo I manifestagdes do GlIl associados a sinais
(n=9) graves de ceratoconjuntivite, evidenciada
por ceratite ulcerativa superficial ou
profunda.

Fonte: a autora.

Apds exame oftalmoldgico e classificacdo das lesbes, foram coletadas amostras
de secrecédo ocular de 23 cordeiros escolhidos aleatoriamente sendo seis do grupo I; oito
do grupo Il e nove do grupo I, para pesquisa microbioldgica de bactérias aerdbias e da
classe Mollicutes. Os animais eram contidos por um auxiliar e o suabe estéril era
friccionado na cdrnea de um dos olhos acometidos, evitando o contato com as
palpebras. Ao todo foram colhidas duas amostras de cada cordeiro, um suabe
acondicionado em recipiente seco estéril para a pesquisa de Mollicutes através da
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR) e o outro acondicionado em meio de transporte
Stuart para a pesquisa microbiologica de bactérias aerobicas. Apos a coleta, as amostras
foram mantidas sob refrigeracdo. A seguir, para avaliar a integridade da cornea foi

utilizado o teste de diagndstico por meio da fluoresceina. Instilavam-se duas gotas de
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fluoresceina na superficie ocular, apos se lavava a regido com solucdo fisiologica e,
entdo, era feita a avaliacdo da integridade da cérnea dos cordeiros.

No mesmo dia, as amostras acondicionadas em meio de transporte Stuart eram
encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia Veterinaria da Faculdade de
Veterinaria (LaBacVet ~-UFRGS) para pesquisa de bactérias aerobicas. As amostras
colhidas em suabes secos eram devidamente identificadas e congeladas em microtubos
para serem encaminhadas posteriormente para o Laboratorio de Biologia Molecular do
Departamento de Clinica Medica da FMVZ — USP, em Séo Paulo, onde foi realizado o
exame de PCR, a fim de identificar a presenca e as espécies de Mycoplasma sp.
envolvidas.

Para o isolamento microbioldgico as amostras do suabe seco foram inoculadas
em agar sangue ovino 5% e incubadas a 37°C em condi¢cbes de aerobiose, sendo
realizadas leituras ap6s 24 e 48 horas. Quando apresentavam crescimento bacteriano,
essas col6nias eram classificadas de acordo com a morfologia e formacdo de hemolise;
passavam por coloracdo de Gram e eram realizados testes bioquimicos de Catalase e
Oxidase. Apds, os isolados eram inoculadas no meio de cultivo SIM (Sulfato/ Indol /
Motilidade), e incubadas a 37°C por 24 horas.

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos foi determinado para cinco
isolados (quatro do primeiro estudo e uma do segundo, provenientes de animais
apresentando sinais clinicos) utilizando-se a técnica de difusdo em disco de Kirby-Bauer
de acordo com as recomendacGes do Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE,
2018).

As colbnias eram replicadas em agar sangue ovino 5% e cultivadas na estufa a
37°C por 24 horas a fim de garantir massa bacteriana para a realizacdo do teste. Enté&o
com uma alca essas colbnias eram coletadas, diluidas em solucdo salina e
homogeneizadas por 10-15 segundos ate chegar ao padrdo de turbidez adequado. Apds,
mergulhou-se um suabe estéril no in6culo e foi feita a semeadura em meio agar
Mueller-Hinton, passando o suabe por toda a superficie, assegurando uma distribuicdo
homogénea do indculo. A placa era colocada na estufa a 37 graus, por cinco minutos,
para secar. Depois, com uma pinca estéril eram uniformemente colocados os discos dos
antibidticos escolhidos para o teste: Gentamicina, Doxiciclina, Tetraciclina,

Eritromicina, Sulfa e Trimetoprima e Estreptomicina.
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As placas com os discos de antibioticos eram encaminhadas para a estufa onde
permaneciam em torno de 18 horas. Apos, era feita a leitura do didmetro dos halos de
inibicdo formados, medindo-se com uma régua em milimetros. Essas medidas eram
comparadas com os guias publicados pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards. Dessa forma, se classificava a amostra como suscetivel, intermediaria ou
resistente frente a determinado antimicrobiano (MAZA; PEZZLO; BARON, 1999).

Para a PCR aos swabs foi adicionado 1 mL de PBS 1x (pH 7.4). As amostras
foram vortexadas por 20 minutos. Em seguida, foram centrifugadas a 14 000 rpm por 30
min. Os pellets foram ressuspendidos em 700 uL de PBS 1x (pH 7.4). As amostras
foram submetidas & extracdo de DNA pelo método de silica (BOOM et al., 1990). A
500 pL de tampao de lise (Tris-HCI 0,1 M, pH 6,4; EDTA 0,5M, pH 7,0; isotiocianato
de guanidina 4 mM) e 40 pL de suspensdo de silica foram adicionados a 700 pL da
amostra. A suspensdo foi homogeneizada e mantida em repouso por 10 minutos. A
mistura foi centrifugada a 20.000 x g por 4 minutos, removendo-se 0 sobrenadante. O
sedimento foi homogeneizado com 500 pL de tampao de lavagem (Tris-HCI 0,1 M, pH
6,4; isotiocianato de guanidina 4 mM) por 30 segundos e centrifugado a 20.000 x g por
4 minutos (sendo esta etapa repetida duas vezes). O sobrenadante foi removido e o
sedimento homogeneizado com 500 pL de etanol 70% gelado e centrifugado a 20.000
X g por 4 minutos. O sedimento foi novamente homogeneizado com 500 ul de
acetona gelada e centrifugado a 20.000 x g por 4 minutos. O sobrenadante foi removido
e apos total desidratagdo do sedimento adicionou-se 120 pL de agua Milli — Q e
homogeneizado. A solucdo foi incubada por 10 minutos a 56 °C e centrifugada a 20.000
x g por 10 minutos. Por fim o sobrenadante foi recolhido (80 pL) e armazenado a -20 °C
até a realizacdo da PCR.

As amostras foram submetidas a deteccdo de micro-organismos pertencentes a
classe Mollicutes por PCR utilizando primers complementares a sequéncia de
oligonucleotideos de gene 16S RNA ribossomico dos géneros pertencentes a Classe
Mollicutes, descrito por Van Kuppeveld et al. (1992), de modo a utiliza-lo como método

de triagem.
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Figura 2 — Primers especificos para deteccdo de integrantes do Classe Mollicutes,
sequéncias e tamanho do produto amplificado.

Espécie Primers Sequéncias Produto | Referéncia
GPO3 5’-
Mglll?gﬁ?es GGGAGCAAACAGGATTAGA 270pb | Kuppevel
TACCCT-3 detal.
1992.
MGSO 5-
TGCACCATCTGTCACTCTGTT
AACCTC-3

Fonte: Natalia Gaeta, Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Clinica Medica da FMVZ - USP.

Para o volume final de reag¢do de 25 pL, utilizou-se: 2,5 pL de tampao para PCR (KCl
500 mM, Tris 200 mM em pH 8,4); 1,0 uL MgCl2 (50 mM); 4 puL de solugdo de
desoxiribonucleotideos (1,0 mM); 0,4 uL de cada primer (50 pmol), 1,0 U Tag DNA
Polimerase (Invitrogen™) ¢ 1 pL. de DNA extraido. Para amplificagdo utilizou-se de 1 ciclo a
94°C por 5 minutos, 34 ciclos a 94°C por 30 segundos, 57,7°C por 30 segundos e 72°C por 30
segundos e 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos seguido de eletroforese com a aplicacdo de 10
puL do amplificado em gel de agarose a 1%.

Para 0 micro-organismo M. agalactiae utilizou os oligonucleotideos iniciadores
descrito por Chavez-Gonzales et al. (1995). Para o volume final de reag@o de 25 pL, utilizou-
se: 2,5 pL de tampao para PCR (KCI 500 mM, Tris 200 mM em pH 8,4); 0,7 pL MgCI2 (50
mM); 4 uL de solucdo de desoxiribonucleotideos (1,0 mM); 0,5 puLL de cada primer (50 pmol),
1,0 U de Tag DNA Polimerase (Invitrogen™) e 1 pL. de DNA extraido. Para amplificagdo
utilizou-se de 1 ciclo a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 58°C por 60
segundos e 72°C por 120 segundos e 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos seguido de
eletroforese com a aplicagdo de 10 pL. do amplificado em gel de agarose a 1%.

Para a deteccdo de M. conjunctivae foram utilizados os primers descritos por
Giacometti et al.; 1999, e para a reagdo com volume final de 25 pL utilizou-se: 2,5 pL de
tampao para PCR (KCI1 500 mM, Tris 200 mM em pH 8,4); 0,75 pL MgCl; (50 mM); 4 uL de
solugdo de desoxiribonucleotideos (1,0 mM); 0,5 uL de cada prime (10 pmol), 2,0 U de Taq
DNA Polimerase (Invitrogen™) e 2 uL. de DNA extraido. Para amplificago utilizou-se de 1
ciclo a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C
por 60 segundos e 1 ciclo final & 72°C por 10 minutos seguido de eletroforese com a aplicacéo
de 10 pL do amplificado em gel de agarose a 1%.

Para a deteccdo de M. mycoides subsp. capri por PCR convencional foram utilizados

0S primers descritos por Monnerat et al., 1999b. Para a reagdo de volume final de 25 pL



24

utiliza-se: 2,5 pulL de tampao para PCR (KCI 500 mM, Tris 200 mM em pH 8,4); 2 uL MgCl,
(50 mM); 4 uL de solugdo de desoxiribonucleotideos (1,0 mM); 0,5 uL. de cada primer (20
pmol), 1,0 U de Taq DNA Polimerase (Invitrogen™) ¢ 2 uL de DNA extraido. Para
amplificacdo utilizou-se de 1 ciclo a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos,
49°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos e 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos seguido
de eletroforese com a aplicacdo de 10 uL do amplificado em gel de agarose a 1%.

Figura 3— Primers especificos para deteccdo das espécies alvo de Micoplasmas, sequéncias
e tamanho do produto amplificado.

Espécie | Primers Sequéncias Produto | Referé
ncia
MagF 5’- Chav
M. CCTTTTAGATTGGGATAGCGGATG- 270pb ez-
agalactiae 3’ Gonz
MagR 5- ales
CCGTCAAGGTAGCGTCATTTCCTAC etal.,
-3 1995.
McoF1 5’-
GTATCTTTAGAGTCCTCGTCTTTCA Giac
M. C-3’ 750pb | omet
conjunctivae| McoR1 5’- ti et
CAGCGTGCAGGATGAAATCCCTC- al.,1
3’ 999.
MMML 5’-
M. C2-L CAATCCAGATCATAAAAAACCT- Monner|
mycoides 3’ 1049pb | at
subsp. et al.,
capri MMML 5’-CTCCTCATATTCCCCTAGAA- 1999b.
C1-R 3’

Fonte: Natalia Gaeta, Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Clinica Medica da FMVZ-USP.

No Estudo 2 para avaliar a eficacia do uso da profilaxia antimicrobiana como medida
de prevencdo para a ceratoconjuntivite no confinamento foi utilizado um lote de 46 cordeiros
recém-chegados de uma propriedade em Livramento — RS na qual estavam submetidos a um
sistema extensivo de criagdo. No segundo dia ap6s a chegada na propriedade esses animais
passaram pelo mesmo protocolo de entrada ja citado e foram divididos aleatoriamente em trés
grupos: Grupo Controle (n = 15 cordeiros), que ndo recebeu tratamento; Grupo Tilmicosina (n
= 15 cordeiros) que receberam Tilmicosina de longa a¢do na dose de 0,5 mg por animal por
via subcutanea; e Grupo Oxitetraciclina (n = 16 cordeiros) que receberam Oxitetraciclina de
longa acdo na dose de 20 mg/Kg por via intramuscular. Os animais foram pesados para o0
calculo das doses dos antibidticos e foram usados materiais descartaveis individuais para a
administracdo da medicagéo.
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Todos os cordeiros foram identificados com um colar numerado e com uma pintura de
determinada cor na cabega de acordo com o grupo (Figura 4). Assim como os demais animais,
o lote permaneceu duas semanas na adaptacéo e foi encaminhado para o confinamento com as

mesmas dietas descritas anteriormente.

Figura 4—Identificagdo de cordeiro com colar
numerado e identificacdo de cor na
cabeca de acordo com o grupo de
tratamento para avaliagcdo da eficacia do
uso da metafilaxia antimicrobiana como
medida de prevencdo para a

ceratoconjuntivite  no  confinamento.

S&o Lourengo do Sul, 2019.

., -

Fonte: a autora.

Nas cinco semanas subsequentes a entrada desse lote na propriedade, os cordeiros
foram semanalmente pesados e submetidos a exame oftalmoldgico para a avaliacdo do
desenvolvimento ou ndo de sinais clinicos. Conforme o aparecimento de lesdo ocular eram
coletadas duas amostras por grupo semanalmente, totalizando 24 amostras coletadas no final
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do experimento (8 de cada grupo). A coleta, o acondicionamento das amostras e o
processamento das amostras foram realizados como na primeira parte descrita do estudo. A
amostra para a realizacdo do antibiograma foi escolhida aleatoriamente do grupo controle,
pois ndo houve tratamento, e o procedimento para a realizacdo e os antibioticos utilizados

foram os mesmos citados na primeira parte do estudo.

3.1 Analises estatisticas

Os dados relativos as observacdes clinicas semanais dos animais, tratamento, resultado
dos cultivos microbiologicos, PCR e fatores epidemioldgicos (coletados através de
observacdes nas visitas e anamnese detalhada com o produtor) eram transferidos para planilha
Microsoft Excel, sendo atualizados semanalmente. O aparecimento dos diferentes géneros

bacterianos foi apresentado em porcentagem.
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4 RESULTADOS

A seguir serdo apresentados os resultados de ambas as partes do estudo divididas em

topicos para uma melhor organizacéo dos dados.

4.1 Estudo 1

Apresentacdo dos dados obtidos na primeira parte do estudo que objetivava identificar
0s agentes epidemioldgicos envolvidos em um surto de ceratoconjuntivite em um
confinamento de cordeiros em Sdo Lourenco do Sul. Além de coleta de dados

epidemioldgicos envolvidos no surto.

4.1.1 Observacdes clinicas e epidemioldgicas

No exame oftalmolégico dos ovinos confinados, a maioria dos animais apresentava
sinais de ceratoconjuntivite, variando de sinais mais brandos da doenca como:
lacrimejamento, exsudato mucoso ou purulento, hiperemia da conjuntiva e blefaroespasmo;
evoluindo para sinais mais graves como: Ulceras de cornea superficiais ou profundas. Além
dos sinais clinicos caracteristicos da ceratoconjuntivite, em alguns animais, evidenciaram-se

afeccBes secundérias a doencga, como miiases (Figura 5) proximas a regido ocular.

Figura 5—Lesdo em decorréncia de miiases na
proximidade da regido ocular como

consequéncia da ceratoconjuntivite em um

ovino confinado. Sdo Lourenco do Sul,
2019.

Fonte: Beatriz Riet-Correa, 2019.
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Durante as visitas e na anamnese com o produtor foram identificados os seguintes
fatores epidemioldgicos envolvidos na ocorréncia e transmissdo do surto de
ceratoconjuntivite: cama de casca de arroz, presenca de insetos voadores, alta lotacdo nas
baias, poeira ambiental, poeira proveniente da alimentacdo, mistura de origem dos animais,
estresse e destino inadequado dos dejetos das camas.

A presenca de moscas, principalmente do género Musca sp. (Figura 6), era constante
no confinamento independente da época do ano. Além do inseto adulto, a proliferacdo das
larvas nas camas de casca de arroz (Figura 7) dentro do confinamento e no local de depdsito

dos dejetos também foi evidenciada e ocorria independente da época do ano.

Figura 6—Inseto voador do género Musca sp. pousado
no olho de um cordeiro durante surto
de  ceratoconjuntivite em  um
confinamento localizado em Séao

Lourenco do Sul.

Fonte: a autora.
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Figura 7—Larva de mosca na cama Uumida
de casca de arroz utilizada no
confinamento de cordeiros.Sdo

Lourenco do Sul, 2019.
SO S B

& o SR

Fonte: Beatriz Riet-Correa, 2019.

4.1.2 ldentificacdo dos agentes etiologicos e antibiograma

Todas as amostras de secrecdo ocular avaliadas no primeiro estudo foram positivas no
isolamento bacteriano (Tabela 1). A Moraxella sp foi identificada em 67,59% (16/23) das
amostras sendo 21,7% (5/23) do grupo 1, 26,08% (6/23) do grupo Il e 21,7% (5/23) do grupo
I1l. A Mycoplasma sp foi identificada em 86.96% (20/23) das amostras, sendo 13,04% (3/23)
do grupo I, 34,78% (8/23) do grupo Il e 39,13% (9/23) do grupo III.

Tabela 1—Agentes etioldgicos identificados em cordeiros confinados durante surto de

ceratoconjuntivite.

(continua)
Moraxella sp. Mollicutes NUmero de amostras
Positiva Negativa 3
Grupo | Negativa Positiva 1

Positiva Positiva 2
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(continuacéo)

Moraxella sp. Mollicutes NUmero de amostras
Positiva Negativa 0
Grupo 1l Negativa Positiva 2
Positiva Positiva 6
Positiva Negativa 0
Grupo 11l Negativa Positiva 4
Positiva Positiva 5

Fonte: a autora.

Das amostras positivas para o género Mycoplasma sp., 50% (10/20) eram da espécie
M. conjuntivae e 10% (2/20) apresentaram infec¢cdes mistas das espécies M. conjuntivae e M.
agalactiae. Nenhuma amostra foi positiva para M. mycoides subespécie capri. As demais
amostras ndo foram conclusivas para as espécies de Mycoplasma.

Das amostras inconclusivas quanto a espécie de Mycoplasma 12,5% (1/8) eram do
grupo 1, 37,5% (3/8) do grupo Il e 50% (4/8) do grupo Ill. As amostras positivas para M.
conjuntivae 20% (2/10) eram do grupo |, 50 % (5/10) do grupo Il e 30% (3/10) do grupo III.
As amostras positivas para infec¢do mista de M. conjuntivae e M. agalactiae eram do grupo
.

Dos quatro isolados de Moraxella sp. que foram submetidos aos antibiogramas, apenas
um animal apresentou resisténcia frente ao principio ativo Eritromicina e resisténcia
intermediaria ao principio ativo Tetraciclina. Os demais isolados foram suscetiveis a todos 0s

antibioticos testados.

4.2 Estudo 2
Apresentacdo dos dados obtidos na segunda parte do estudo que objetivava testar a
terapia profilatica antimicrobiana como medida sanitaria para a prevencao de novos casos de

ceratoconjuntivite no confinamento em S&o Lourengo do Sul.
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4.2.1 Observac0es clinicas e epidemioldgicas

Ao longo das cinco semanas nas quais 0s animais foram submetidos a exame
oftalmoldgico foi observado que todos os cordeiros (Tabela 2), independente do grupo,
apresentaram sinais clinicos de ceratoconjuntivite havendo variedade na gravidade das lesdes.
Os sinais clinicos observados foram: hiperemia da conjuntiva, lacrimejamento profuso,
blefaroespasmo e descarga catarral purulenta ou mucopurulenta.

No Grupo Controle apenas um animal apresentou melhora espontanea do quadro, ndo
sendo observada manifestacdo clinica na ultima semana avaliada, enquanto que trés cordeiros
apresentavam opacidade de cdrnea na Gltima semana, o0 que representa uma evolugdo para a
cronicidade de lesdo. No Grupo Oxitetraciclina trés animais apresentaram melhora
espontanea do quadro na ultima semana avaliada e nenhum cordeiro apresentou opacidade de
cdrnea ao longo do experimento.

No Grupo Tilmicosina, trés animais apresentaram melhora espontanea do quadro, nao
sendo observado nenhum sinal clinico na Ultima semana avaliada e cinco apresentavam

opacidade de cdrnea na ultima semana.

Tabela 2— Ndmero de cordeiros com sinais clinicos de ceratoconjuntivite avaliados ao longo
de cinco semanas de confinamento. Sdo Lourenco do Sul, 2019.

Semana Grupo Controle Grupo Oxitetraciclina Grupo Tilmicosina
1 0 0 0
2 10 10 7
3 12 15 15
4 14 13 14
5 14 13 12
N total 15 15 16

Fonte: a autora.
4.2.2 ldentificacdo dos agentes etioldgicos e antibiograma

Assim como na primeira etapa do estudo, foram identificadas bactérias do género
Mycoplasma sp e do género Moraxella sp (Tabela 3). Observou-se que das oito amostras
coletadas do grupo controle, 25% (2/8) nédo apresentaram isolamento ou identificagcdo
bacteriana. 37,5% (3/8) foram positivas para o género Moraxella sp. e 75% (6/8) foram
positivas para o género Mycoplasma sp. Das amostras positivas para Mycoplasma sp. 50%

(3/6) eram da espécie M. conjuntivae.



32

No grupo Oxitetraciclina, 50% (4/8) das amostras ndo apresentaram isolamento ou
identificacdo bacteriana. 37,5% (3/8) das amostras foram positivas para o género Moraxella
sp. e 37,5% (3/8) foram positivas para o género Mycoplasma sp. Das amostras positivas para
Mycoplasma sp. 33,3% (1/3) eram da espécie M. conjuntivae.

No grupo Tilmicosina, 50% (4/8) das amostras ndo apresentaram isolamento ou
identificacdo bacteriana, 12,5% (1/8) foram positivas para o género Moraxella sp. e 50% (4/8)
foram positivas para 0 género Mycoplasma sp. Das amostras positivas para Mycoplasma sp.

50% (2/4) eram da espécie M. conjuntivae.

Tabela 3—Agentes etioldgicos identificados nos trés grupos durante o teste da terapia
profildtica antimicrobiana realizada no confinamento de cordeiros em S&o
Lourenco do Sul.

Identificacdo bacteriana Amostras por grupo
Moraxella sp. Mollicutes Controle Oxitetraciclina Tilmicosina
Negativo Negativo 2 4 4
Negativo Positivo 3 1 3
Positivo Negativo 0 1 0
Positivo Positivo 3 2 1

Fonte: a autora.

O teste de antibiograma foi realizado em um isolados de um animal do grupo controle.
A amostra foi sucetivel a todos os antibioticos testados, foram eles: Gentamicina, Doxiciclina,
Tetraciclina, Eritromicina, Sulfa e Trimetoprima e Estreptomicina.
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5 DISCUSSAO

A ceratoconjuntivite € uma doenca aguda, epizoOtica e contagiosa que afeta o0s
pequenos ruminantes (RIET-CORREA, 2007; RIBEIRO, 2011). Na microbiota conjuntival de
ovinos clinicamente sadios, Waldridge e Colitz, (2004) afirmam que 60% das culturas
microbioldgicas ndo apresentam crescimento bacteriano. Por outro lado, agentes como
Moraxella sp. e Mycoplasma sp. foram isolados da flora conjuntival bacteriana de ovinos
clinicamente sadios (ALMEIDA NETO et al., 2006), sugerindo que essas bactérias podem
ndo ser a causa primaria da manifestacdo clinica da doenca, ou seja, ha outros fatores
envolvidos no quadro. Como pode-se observar no estudo 1 ovinos do Grupo | (clinicamente
sadios) apresentaram no isolamento bacteriano e no PCR a presenca de ambos 0S géneros
bacterianos ou de pelo menos um deles. No estudo de Chaves; Lima; Amaral, (2008), em um
surto no estado de Goias em que apenas um ovino foi examinado e coletado amostras,
Moraxella sp. foi o género bacteriano isolado, considerando que ndo houve a pesquisa de
Mycoplasma sp..

No estudo, observou-se que conforme ha a manifestacdo das lesdes ocorre a mudanca
de populacéo bacteriana. No primeiro grupo, ovinos clinicamente sadios apresentavam tanto
Moraxella sp. quanto Mycoplasma sp., com uma participacdo maior da Moraxella sp. nas
amostras colhidas. No Grupo 1, os ovinos com sinais mais brandos da doenca (hiperemia da
conjuntiva, blefaroespasmo, descarga catarral purulenta e/ou mucopurulenta) apresentaram
uma populacdo com maior participacdo do género Mycoplasma sp. presente em todas as
amostras colhidas; e no Grupo Ill, com sinais graves da doenca (opacidade de cOrnea e
ceratite ulcerativa superficial ou profunda), Mycoplasma sp. foi o mais detectado havendo
uma participacdo menor do género Moraxella sp.; considerando que o método de diagnostico
(PCR) é mais sensivel que o cultivo microbioldgico, podendo ambos 0s géneros estarem
presentes, entretanto, a Moraxella sp. nédo foi detectada.

As especies de Mycoplasma sp. sdo patogenos de importancia reconhecida na
ocorréncia de ceratoconjuntivite, ressaltando o M. conjuntivae e o M. agalactie., em fun¢éo da
intensa opacidade de cdrnea que esses agentes podem causar o animal pode desenvolver
Ulceras resultando em cegueira (WALDRIDGE; COLITZ, 2004). Sugere-se entdo, que
conforme as lesdes vao ocorrendo e se agravando em funcdo dos fatores epidemiologicos e
dos agentes bacterianos envolvidos ha o recrutamento de infiltrados inflamatérios por parte do
hospedeiro, e isso pode ser a causa de reducdo da populacdo de Moraxella sp.. Enquanto isso,

0 Mycoplasma sp., em funcdo da sua variabilidade antigénica e mimetismo bioldgico, burla o
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sistema imune e segue prejudicando o animal.

Além dos agentes bacterianos envolvidos, os fatores ambientais sdo importantes na
transmissdo da doenca contribuindo para a alta morbidade. No caso do surto em questdo, a
cama utilizada nas baias para os animais era de casca de arroz, que em conjunto com a
umidade das excretas dos ovinos, favorecia a proliferacdo de insetos voadores do género
Musca sp.. As moscas se alimentam do exsudato conjuntival na regido ocular dos animais e
assim carregam os agentes infecciosos, fazendo a transmissdo mecanica de animal para
animal (FERNANDEZ-AGUILAR et al., 2019). Além da proliferacdo dos insetos, a poeira
causada pela casca de arroz e a concentracdo de amonia proveniente da urina dos cordeiros
provavelmente desencadeava processos irritativos nos olhos dos animais, dando inicio a uma
conjuntivite de origem quimica e fisica (GREGORY et al., 2015) antes mesmo de prejuizos
causados pelos agentes bacterianos. A alimentacdo dos ovinos era baseada em 95% de
alimentos concentrados, principalmente gréos farelados, fator esse que da mesma forma que a
cama de casca de arroz, e a poeira do ambiente, tambeém favorecia irritagcbes e lesdes oculares
primarias nos animais.

A alta concentracdo de animais nas baias favorece a transmissdo direta de agentes
infecciosos e 0 desencadeamento de estresse nos animais. No estudo de Benez (2015), foram
testadas diferentes lotagdes de animais a fim de mensurar o nivel de estresse em um
confinamento de bovinos de corte, exibindo que a alta lotacdo e condi¢gdes ambientais ruins
favoreciam diferencas no peso das glandulas adrenais, demonstrando que animais sob o
estimulo de pouco espaco para se movimentar sofriam de estresse cronico no confinamento.
Para cordeiros em terminacdo, Macedo (2017) recomenda uma lotacdo de 0,5 m? por cordeiro.

Em bovinos, o complexo respiratério € um dos principais problemas sanitarios que
afeta rebanhos confinados. Slompo et al. (2017) citam fatores estressantes, ressaltando o
transporte, para a ocorréncia da queda de imunidade que resulta em proliferacdo de bactérias
comensais do trato respiratorio desses animais, favorecendo o aparecimento de doengas
respiratorias bacterianas e virais. Em suinos, se reconhece também que o estresse social,
estresse nutricional, estresse ambiental e agentes infecciosos imunossupressores estdo
envolvidos nos casos de queda rapida da imunidade e na capacidade dos animais responderem
aos desafios (SEGALES, 2005 apud COSTA, 2007).

No nosso estudo, sugere-se que o0 estresse nos animais do confinamento pode ser
decorrente de diversos fatores, dentre eles: desmame, transporte, troca de ambiente, troca de
alimentacdo, mistura de origens e separacdo do rebanho; todos esses fatores podem

influenciar na queda de imunidade destes animais, favorecendo um desequilibrio da flora



35

bacteriana ocular e a proliferacdo de agentes microbioldgicos patogénicos, favorecendo o
aparecimento ndo sO de lesbes caracteristicas da ceratoconjuntivite como também de outras
enfermidades.

Caracteristicas particulares de cada animal também sdo envolvidas com a maior
predisposicdo para 0 aparecimento da ceratoconjuntivite. Sugere-se que mucosas mais claras
sdo mais predispostas a sofrer com raios solares e, consequentemente, estdo mais expostas a
acao de agentes infecciosos. Em bovinos, 0 aumento da incidéncia de raios ultravioletas esta
correlacionado com as lesGes na superficie da cdrnea favorecendo a infeccdo por bactérias
(GELATT, 2003).

Na avaliacdo da eficacia da profilaxia, os mesmos agentes etioldgicos foram
identificados no isolamento bacteriano e no PCR, Moraxella sp. e Mycoplasma sp.. Os
antibidticos utilizados no estudo foram eleitos em funcdo de seus mecanismos de acéo,
praticidade no manejo de aplicacdo e duracéo da terapia. A Tilmicosina é um antibidtico da
classe dos Macrolideos, sua acdo afeta a por¢do 50 S do ribossomo, impedindo com que a
bactéria realize a sua sintese proteica (SPINOSA et al., 2017). Esse medicamento é indicado
para o tratamento de enfermidades por Mycoplasma sp. pois estes ndo possuem parede
celular, sitio de acdo de beta-lactdmicos. A Oxitetraciclina por sua vez é um antibi6tico da
classe das Tetraciclinas e exerce sua acdo sobre a porcdo 30 S do ribossomo, impedindo
também a sintese proteica e, sendo assim, também é indicada para o tratamento de infeccGes
causadas por bactérias que ndo apresentam parede celular como o Mycoplasma sp. (SPINOSA
etal., 2017).

Ambos os antibi6ticos escolhidos eram de longa a¢do, ndo havendo a necessidade de
uma segunda aplicagdo, facilitando o manejo com os animais. Além disso, o periodo de
caréncia de acordo com a bula era de 28 dias. Considerando que os cordeiros permaneciam
em torno de 30-40 dias no confinamento, ndo seria vidvel uma segunda aplicacdo, podendo
resultar em residuos de antimicrobianos na carne.

No grupo controle (animais que ndo receberam tratamento) os cordeiros manifestaram
sinais clinicos de ceratoconjuntivite, duas amostras (2/8) ndo apresentaram crescimento
bacteriano, o que difere do primeiro momento do estudo no qual todas as amostras colhidas,
incluindo de animais sem sinais clinicos, apresentaram crescimento bacteriano. Quando
observamos 0s grupos tratados com Oxitetraciclina e Tilmicosina, 0 nimero de amostras que
nédo apresentaram crescimento bacteriano foi maior (4/8) em ambos os grupos. Assim, sugere-
se que houve uma reducdo da carga bacteriana no lote de cordeiros, considerando que todos

0s animais dos grupos de tratamento permaneceram na mesma baia durante o periodo no
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confinamento, em funcdo da terapia antimicrobiana, possibilitando que cordeiros do grupo
controle também n&o apresentassem crescimento bacteriano mesmo sem tratamento. Com a
reducdo da carga bacteriana, a transmissdo de um animal para o outro também foi reduzida.
Entretanto, todos os animais em algum periodo do estudo apresentaram as manifestacfes de
ceratoconjuntivite, sugerindo que as bactérias podem ndo ser a causa priméaria do
desencadeamento dos sinais clinicos, como ja mencionado anteriormente, evidenciando a
importancia dos fatores epidemioldgicos envolvidos no surto.

Magalhaes (2017) testou um protocolo metafilatico semelhante em um confinamento
de bovinos de corte a fim de reduzir o aparecimento de lesdes pulmonares por infec¢oes
bacterianas. Com esse protocolo, obtiveram a reducdo da morbidade da enfermidade, que é
em geral o objetivo da metafilaxia.

As bactérias do género Mycoplasma sp. seguiram protagonizando as infeccgdes,
estando presentes sozinhas ou em infec¢cbes mistas, na maioria das amostras em todos 0s
grupos. As amostras coletadas foram de animais com sinais clinicos ja estabelecidos da
doenca, que repete o resultado encontrado na primeira parte do estudo na qual animais com
sinais clinicos também apresentaram uma prevaléncia maior do género Mycoplasma sp. nas
suas amostras.

A resposta imune individual influencia na progressao e na gravidade de uma infeccéo,
podendo evoluir para a cura na melhor das hipéteses (TIZARD, 2009). Sendo assim, a
evolucdo positiva para uma melhora clinica dos animais dos grupos de tratamento e do grupo

controle provavelmente esteja atribuida a imunidade individual dos animais.
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6 CONCLUSAO

Os agentes etioldgicos que foram isolados no surto de ceratoconjuntivite no
confinamento foram Moraxella sp., Mycoplasma conjuntivae e M. agalactiae. O protocolo
utilizado de profilaxia antimicrobiana como prevencdo de novos casos ndo foi eficaz;
entretanto, reduziu o nimero de amostras positivas para os géneros identificados. Além disso,
sugere-se que os fatores epidemioldgicos sdo de suma importancia no aparecimento de novos
casos e, sendo assim, as correcdes de manejo devem ser o principal foco para medidas de

prevencdo em surtos de ceratoconjuntivite.
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