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il
OCORRENCIA E CARACTERIZAQAO MOLECULAR DE HEMOPLASMAS EM
BOVINOS DE CORTE NO PANTANAL BRASILEIRO, AREA ENDEMICA PARA
TRIPANOSSOMIASE BOVINA NA AMERICA DO SUL

RESUMO - Micoplasmas hemotrépicos (hemoplasmas) sdo bactérias Gram-negativas
gue parasitam a superficie de eritrocitos de uma ampla variedade de mamiferos.
Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ sao espécies de
hemoplasmas relatadas em bovinos, podendo causar anemia hemolitica e reducéo na
producdo de carne e leite e, consequentemente, prejuizos econdmicos. O presente
estudo teve como obijetivo investigar a ocorréncia de hemoplasmas em bovinos de
corte no Pantanal brasileiro, area endémica para tripanossomiase bovina na Ameérica
do Sul. Adicionalmente, objetivou-se caracterizar molecularmente os genotipos de
hemoplasmas encontrados. Para tal, amostras de sangue e soro de 400 bovinos de
corte foram colhidas em cinco propriedades do municipio de Corumb4, sub-regido da
Nhecolandia, estado de Mato Grosso do Sul, centro-oeste brasileiro. As amostras de
sangue foram submetidas a extracdo de DNA e a ensaios de PCR convencional para
hemoplasmas baseados no gene 16S rRNA. As sequéncias obtidas foram
submetidas a inferéncias filogenéticas, andlises de distancia e de diversidade
genotipica. O Ensaio Imunoenzimatico Indireto (IELISA) mostrou a presenca de
anticorpos 1gG anti-Trypanosoma vivax em 89,75% dos animais amostrados,
confirmando a endemicidade para o referido agente na regido sob estudo. Dentre as
400 amostras de sangue de bovinos testadas, 2,25% (9/400) mostraram-se positivas
na cPCR para hemoplasmas. A analise filogenética das sequéncias obtidas confirmou
a presencga de DNA ‘C. M. haemobos’ e M. wenyonii em 0,5% (2/400) e 1,75% (7/400)
animais, respectivamente. Cinco gendétipos de M. wenyonii e um de ‘Candidatus
Mycoplasma haemobos’ foram detectados entre os amplicons sequenciados. A
diversidade genotipica encontrada entre as sequéncias de hemoplasmas detectadas
em bovideos ao redor do mundo revelou a presenca de sete genétipos para M.
wenyonii (trés deles ocorrendo no Pantanal), e dois gendtipos para as sequéncias de
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (um deles ocorrendo no Pantanal). O presente
estudo mostrou baixa ocorréncia molecular de hemoplasmas em bovinos de corte
amostrados no Pantanal brasileiro, &rea endémica para tripanossomiase bovina.
Palavras-chave: micoplasmas hemotropicos, Trypanosoma vivax; 16S rRNA;
diversidade genotipica
Abreviagbes: ‘CMh’ — ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’; Mw — Mycoplasma

wenyonii; Bl — Método Bayesiano
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OCCURRENCE AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF HAEMOPLASMAS
IN BEEF CATTLE IN THE BRAZILIAN PANTANAL, AN ENDEMIC AREA FOR
BOVINE TRYPANOSOMYASIS IN SOUTH AMERICA

ABSTRACT - Hemotrophic mycoplasmas (haemoplasmas) are Gram-negative
bacteria that parasitize the surface of erythrocytes of a wide variety of mammals.
Mycoplasma wenyonii and 'Candidatus Mycoplasma haemobos' are hemoplasma
species reported in cattle, which can cause hemolytic anemia and reduction in meat
and milk production and, consequently, economic losses. The present study aimed to
investigate the occurrence of haemoplasmas in beef cattle in the Brazilian Pantanal,
an area endemic for bovine trypanosomiasis in South America. In addition, the work
aimed to characterize molecularly the genotypes of haemoplasmas found. For this
purpose, blood and serum samples of 400 beef cattle were collected from five
properties in the municipality of Corumb4, sub-region of Nhecolandia, in the state of
Mato Grosso do Sul, central-western Brazil. Blood samples were subjected to DNA
extraction and cPCR assays for haemoplasmas based on 16S rRNA gene. The
sequences obtained were submitted to phylogenetic inferences, distance analysis and
genotype diversity. The Indirect Immunoenzymatic Assay (IELISA) showed the
presence of anti-Trypanosoma vivax IgG antibodies in 89.75% of the animals
sampled, confirming the endemicity for this agent in the studied region. Among the
400 bovine blood samples tested, 2.25% (9/400) were positive in cPCR for
haemoplasmas. Phylogenetic analysis of the sequences obtained confirmed the
presence of DNA 'C. M. haemobos' and M. wenyonii in 0.5% (2/400) and 1.75%
(7/400) animals, respectively. Five genotypes of M. wenyonii and one of 'Candidatus
M. haemobos' were detected among the sequenced amplicons. The genotype
diversity found among hemoplasma sequences detected in bovids around the world
revealed the presence of seven genotypes for M. wenyonii (three of them occurring in
Pantanal), and two genotypes for the '‘Candidatus Mycoplasma haemobos' sequences
(one of them occurring in Pantanal). The present study showed low molecular
occurrence of haemoplasmas in beef cattle sampled in the Brazilian Pantanal, an area
endemic for bovine trypanosomiasis.
Key words: hemotrophic mycoplasmas, Trypanosoma vivax; 16S rRNA; genotypic
diversity
Abbreviations: ‘CMh’ — ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’; Mw — Mycoplasma

wenyonii; Bl —Bayesian Method



1. INTRODUCAO

A aproximacdo constante entre animais domésticos e selvagens com seres
humanos tem propiciado a troca de vetores e patdgenos entre diferentes espécies.
Com esse trafego de vetores, o0 aumento da disseminacdo de agentes patogénicos
por eles veiculados pode ocasionar danos a saude e mortalidade de uma ampla gama
de animais, inclusive aos seres humanos (Palatnik-de-Souza e Day, 2011). Neste
cenario, encontram-se 0s micoplasmas hemotropicos, também conhecidos como
hemoplasmas, que emergem como importantes patégenos na medicina humana e
veterinaria (Maggi et al., 20132°; Hornok et al., 2011).

Hemoplasmas sédo bactérias do género Mycoplasma que caracterizam-se pela
auséncia de parede celular e localizacao epi-eritrocitica (Neimark et al., 2001). Tal
localizacdo facilita a transmissdo via vetores artrépodes hematéfagos, tais como
piolhos, moscas e mosquitos. Embora as condi¢des climéticas do Brasil favorecam o
desenvolvimento dos vetores, os artropodes envolvidos nha transmissado desses
agentes ainda permanecem desconhecidos (Biondo et al., 2009).

A bovinocultura mostra-se como um dos principais setores econdémicos do
Brasil, representando 6% do Produto Interno Bruto (PIB), capaz de movimentar
anualmente cerca 400 bilhdes de reais (EMBRAPA). O Brasil possui um rebanho
bovino de aproximadamente 218,2 milhdes de cabecas e o municipio de Corumba-MS
apresenta o segundo maior efetivo a nivel municipal (IBGE). Dentre as espécies de
micoplasmas hemotrépicos descritas até o momento, Mycoplasma wenyonii e
‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ vém sendo detectadas em bovinos da Inglaterra
(Mcauliffe et al., 2006), Japdo (Tagawa et al., 2008), China (Su et al., 2010), Suica
(Meli et al., 2010) e Brasil (Girotto et al., 2012; Witter et al., 2017). Ambas as espécies
podem ocasionar anemia hemolitica neste grupo de ruminantes (Fujihara et al., 2011).

O Pantanal, a maior planicie inundavel do mundo, de clima sazonal, com
periodo de chuvas de outubro a abril, e um periodo de seca de maio a setembro
(Amaral, 1986), € considerada endémica para Trypanosoma vivax (Paiva et al., 2000;
Madruga et al., 2006). A infeccéo por T. vivax esta correlacionada a imunossupressao
nos hospedeiros, podendo aumentar sua susceptibilidade a infecgbes secundarias

(Giordani et al.,, 2016), como a hemoplasmose, por exemplo. A pecuéria de corte



destaca-se como principal atividade econdmica da regido (Cardoso et al., 2011), com

predominéancia de rebanhos da raca Nelore, de origem indiana.

Ainda que hemoplasmas foram detectados em ruminantes domésticos e
selvagens ao redor mundo, poucos estudos vém sendo conduzidos no que diz
respeito a epidemiologia, diversidade genética e ecologia de tais agentes. O presente
estudo objetivou investigar a ocorréncia e caracterizar molecularmente hemoplasmas
em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro, area endémica para
tripanossomose bovina. Infeccbes por Trypanosoma vivax estdo associadas a
imunossupressao nos hospedeiros infectados, predispondo a infeccbes secundarias.
Desta forma, hipotetizou-se que o endemismo para T. vivax no Pantanal brasileiro

estaria associado a alta ocorréncia de hemoplasmas em bovinos.
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7.  CONCLUSAO

Baixa ocorréncia de Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma
haemobos’ foi verificada em bovinos de corte do Pantanal brasileiro, mesmo com o
alto endemismo para tripanossomiase por T. vivax. O presente trabalho relatou, pela
primeira vez, a ocorréncia molecular de ‘CMh’ e M. wenyonii em bovinos de corte na
Ameérica Latina. A despeito da conservacdo do gene 16S rRNA, foi verificado
consideravel diversidade de gendtipos de hemoplasmas infectando os bovinos de

corte amostrados.
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