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OCORRÊNCIA E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE HEMOPLASMAS EM 

BOVINOS DE CORTE NO PANTANAL BRASILEIRO, ÁREA ENDÊMICA PARA 

TRIPANOSSOMÍASE BOVINA NA AMÉRICA DO SUL 

RESUMO - Micoplasmas hemotrópicos (hemoplasmas) são bactérias Gram-negativas 

que parasitam a superfície de eritrócitos de uma ampla variedade de mamíferos. 

Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ são espécies de 

hemoplasmas relatadas em bovinos, podendo causar anemia hemolítica e redução na 

produção de carne e leite e, consequentemente, prejuízos econômicos. O presente 

estudo teve como objetivo investigar a ocorrência de hemoplasmas em bovinos de 

corte no Pantanal brasileiro, área endêmica para tripanossomíase bovina na América 

do Sul. Adicionalmente, objetivou-se caracterizar molecularmente os genótipos de 

hemoplasmas encontrados. Para tal, amostras de sangue e soro de 400 bovinos de 

corte foram colhidas em cinco propriedades do município de Corumbá, sub-região da 

Nhecolândia, estado de Mato Grosso do Sul, centro-oeste brasileiro. As amostras de 

sangue foram submetidas à extração de DNA e a ensaios de PCR convencional para 

hemoplasmas baseados no gene 16S rRNA. As sequências obtidas foram 

submetidas a inferências filogenéticas, análises de distância e de diversidade 

genotípica. O Ensaio Imunoenzimático Indireto (iELISA) mostrou a presença de 

anticorpos IgG anti-Trypanosoma vivax em 89,75% dos animais amostrados, 

confirmando a endemicidade para o referido agente na região sob estudo. Dentre as 

400 amostras de sangue de bovinos testadas, 2,25% (9/400) mostraram-se positivas 

na cPCR para hemoplasmas. A análise filogenética das sequências obtidas confirmou 

a presença de DNA ‘C. M. haemobos’ e M. wenyonii em 0,5% (2/400) e 1,75% (7/400) 

animais, respectivamente. Cinco genótipos de M. wenyonii e um de ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’ foram detectados entre os amplicons sequenciados. A 

diversidade genotípica encontrada entre as sequências de hemoplasmas detectadas 

em bovídeos ao redor do mundo revelou a presença de sete genótipos para M. 

wenyonii (três deles ocorrendo no Pantanal), e dois genótipos para as sequências de 

‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (um deles ocorrendo no Pantanal). O presente 

estudo mostrou baixa ocorrência molecular de hemoplasmas em bovinos de corte 

amostrados no Pantanal brasileiro, área endêmica para tripanossomíase bovina.  

Palavras-chave: micoplasmas hemotrópicos, Trypanosoma vivax; 16S rRNA; 

diversidade genotípica 

Abreviações: ‘CMh’ – ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’; Mw – Mycoplasma 

wenyonii; BI – Método Bayesiano  



iv 
  

 

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 Corumbá, sub-region of Nhecolândia, 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; BI –Bayesian Method  
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1. INTRODUÇÃO 

A aproximação constante entre animais domésticos e selvagens com seres 

humanos tem propiciado a troca de vetores e patógenos entre diferentes espécies. 

Com esse tráfego de vetores, o aumento da disseminação de agentes patogênicos 

por eles veiculados pode ocasionar danos à saúde e mortalidade de uma ampla gama 

de animais, inclusive aos seres humanos (Palatnik-de-Souza e Day, 2011). Neste 

cenário, encontram-se os micoplasmas hemotrópicos, também conhecidos como 

hemoplasmas, que emergem como importantes patógenos na medicina humana e 

veterinária (Maggi et al., 2013a,b; Hornok et al., 2011).  

Hemoplasmas são bactérias do gênero Mycoplasma que caracterizam-se pela 

ausência de parede celular e localização epi-eritrocítica (Neimark et al., 2001). Tal 

localização facilita a transmissão via vetores artrópodes hematófagos, tais como 

piolhos, moscas e mosquitos. Embora as condições climáticas do Brasil favoreçam o 

desenvolvimento dos vetores, os artrópodes envolvidos na transmissão desses 

agentes ainda permanecem desconhecidos (Biondo et al., 2009).  

A bovinocultura mostra-se como um dos principais setores econômicos do 

Brasil, representando 6% do Produto Interno Bruto (PIB), capaz de movimentar 

anualmente cerca 400 bilhões de reais (EMBRAPA). O Brasil possui um rebanho 

bovino de aproximadamente 218,2 milhões de cabeças e o município de Corumbá-MS 

apresenta o segundo maior efetivo a nível municipal (IBGE). Dentre as espécies de 

micoplasmas hemotrópicos descritas até o momento, Mycoplasma wenyonii e 

‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ vêm sendo  detectadas em bovinos da Inglaterra 

(Mcauliffe et al., 2006), Japão (Tagawa et al., 2008), China (Su et al., 2010), Suíça 

(Meli et al., 2010) e Brasil (Girotto et al., 2012; Witter et al., 2017). Ambas as espécies 

podem ocasionar anemia hemolítica neste grupo de ruminantes (Fujihara et al., 2011). 

O Pantanal, a maior planície inundável do mundo, de clima sazonal, com 

período de chuvas de outubro a abril, e um período de seca de maio a setembro 

(Amaral, 1986), é considerada endêmica para Trypanosoma vivax (Paiva et al., 2000; 

Madruga et al., 2006). A infecção por T. vivax está correlacionada a imunossupressão 

nos hospedeiros, podendo aumentar sua susceptibilidade a infecções secundárias 

(Giordani et al., 2016), como a hemoplasmose, por exemplo. A pecuária de corte 
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destaca-se como principal atividade econômica da região (Cardoso et al., 2011), com 

predominância de rebanhos da raça Nelore, de origem indiana.  

Ainda que hemoplasmas foram detectados em ruminantes domésticos e 

selvagens ao redor mundo, poucos estudos vêm sendo conduzidos no que diz 

respeito à epidemiologia, diversidade genética e ecologia de tais agentes. O presente 

estudo objetivou investigar a ocorrência e caracterizar molecularmente hemoplasmas 

em bovinos de corte amostrados no Pantanal brasileiro, área endêmica para 

tripanossomose bovina. Infecções por Trypanosoma vivax estão associadas à 

imunossupressão nos hospedeiros infectados, predispondo a  infecções secundárias. 

Desta forma, hipotetizou-se que o endemismo para T. vivax no Pantanal brasileiro 

estaria associado à alta ocorrência de hemoplasmas em bovinos.  

  



3 
  

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Micoplasmas hemotrópicos 

Hemoplasmas (micoplasmas hemotrópicos) são bactérias Gram-negativas do 

gênero Mycoplasma pertencentes à família Mycoplasmataceae, ordem 

Mycoplasmatales e classe Mollicutes, com ausência de parede celular e alta 

plasticidade na membrana externa (Edward e Freundt, 1967). Apresentam formato 

pleomórfico (cocoidal, anelar ou bastonete), e localizam-se na superfície dos 

eritrócitos e, eventualmente, podem ser encontradas livres no plasma. A parede 

celular e alguns mecanismos biossintéticos se perderam ao longo da evolução a 

partir de um ancestral composto por bactérias Gram-positivas (Woese, 1987). Para 

se adaptar ao modo de vida parasitário, os hemoplasmas apresentam genes que 

codificam adesinas e antígenos de superfície variáveis, possibilitando a evasão do 

sistema imune do hospedeiro (Razin et al., 1998).  

Tais agentes parasitam os glóbulos vermelhos e, a partir deles, adquirem 

nutrientes necessários à sua sobrevivência, tais como ácidos graxos, aminoácidos e 

vitaminas. Até o momento, tais bactérias mostraram-se incultiváveis em laboratório 

(Biondo et al., 2009). O fracasso do cultivo pode estar relacionado à incapacidade de 

reproduzir, em meios de cultura, o complexo nutricional que as células do 

hospedeiro são capazes de oferecer (Berent e Messick, 2003). Por serem 

incultiváveis in vitro, as análises sistemáticas de sua fisiologia, patologia e 

imunogenicidade são escassos, sendo uma barreira para o estudo deste grupo de 

patógenos (Hoelzle, 2008; Finlay e Cossart, 1997; Zengler et al., 2002). Ao infectar 

os eritrócitos, os hemoplasmas podem causar deformações na superfície destas 

células hospedeiras (Neimark et al., 2001). 

Embora os mecanismos de patogenicidade dos hemoplasmas ainda não 

tenham sido totalmente elucidados, sugere-se que a patogenia da hemoplasmose 

esteja relacionada com a secreções de enzimas que levam à ruptura de hemácias  

(Rottem et al., 1973; Bhandari e Asnani et al., 1989) e à captação de nutrientes ou 

precursores biossintéticos, ocasionando danos às células hospedeiras (Russel, 

1966) e o desenvolvimento de auto-anticorpos, os quais, por sua vez, desencadeiam 

distúrbios imunológicos (Denman, 1991). 
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Para adesão à célula hospedeira, os micoplasmas não-hemotrópicos contam 

com uma estrutura em forma de “frasco” que apresenta uma organela em sua 

extremidade, mediando sua ligação com o hospedeiro (Kirchhoff et al., 1984). Os 

hemoplasmas, por sua vez, não possuem essa estrutura, mas são capazes de aderir 

à superfície dos eritrócitos por meio de proteínas relacionadas à citoaderência, as 

quais permitem a citoadesão e crescimento de tais agentes nos eritrócitos (Messick, 

2004). 

Infecções por hemoplasmas raramente são letais em hospedeiros saudáveis; 

mais comumente, a infecção torna-se crônica (Messick, 2004). Infecções crônicas 

por hemoplasmas já foram associadas a doenças imunossupressoras, como a 

Síndrome de Imunodeficiência Adquirida (AIDS), doenças reumáticas, como a artrite 

reumatoide, lúpus eritematoso sistêmico (LES) (Taylor-Robinson, 1996; Coronato, 

1997), entre outras. Hemoplasmas atuam como cofatores na progressão de 

retroviroses e outras doenças debilitantes. Mesmo com o uso de antibióticos e 

resposta imune, os animais infectados provavelmente permanecem portadores do 

agente (Messick, 2004). 

O potencial zoonótico desses agentes ainda é pouco conhecido. Até o 

presente momento, cinco espécies de hemoplasmas foram detectadas por métodos 

moleculares em seres humanos: Mycoplasma haemofelis-like (Dos Santos et al., 

2008), Mycoplasma suis-like (Yuan et al., 2009), Mycoplasma ovis (Sykes, 2010; 

Maggi et al., 2013a), ‘Candidatus Mycoplasma haemohominis’ (Steer et al., 2011) e 

‘Candidatus Mycoplasma haematoparvum’ (Maggi et al., 2013 a, b). 

Dentre as espécies de micoplasmas hemotrópicos descritas, Mycoplasma 

wenyonii (Mw) e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ (CMh) foram detectadas em 

bovinos. Anteriormente, a espécie M. wenyonii pertencia a outro gênero, sendo 

classificada como Eperythrozoon wenyonii, e posicionada dentro da família 

Anaplasmataceae, na ordem Rickettsiales. Entretanto, em 2001, análises 

filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA mostraram que a espécie estava mais 

relacionada ao gênero Mycoplasma, e portanto, a espécie E. wenyonii foi transferida 

para tal gênero, passando a ser denominada Mycoplasma wenyonii (Neimark et al., 

2001). Desta forma, os parasitas de células sanguíneas conhecidos como 

Haemobartonella e Eperythrozoon spp. foram reclassificados como micoplasmas 
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hemotrópicos, ou hemoplasmas, com base na forte evidência filogenética de 

sequências do gene 16S rRNA (Messick, 2004). 

Em geral, os organismos pertencentes ao gênero Mycoplasma apresentam 

genoma de pequeno tamanho (0,58‐1,4 Mbp) e baixo conteúdo de C + G (23%–

40%), o que os torna, em grande parte, dependentes da célula hospedeira (Parker et 

al., 2018). Os membros do gênero Mycoplasma possuem apenas dois operons do 

gene 16S rRNA. A região nomeada ITS, ou intergênica, entre os genes 16S e 23S 

rRNA, apresenta grande variação, e devido a isso é um dos marcadores genéticos 

utilizados na diferenciação entre as espécies do gênero Mycoplasma spp. (Sasaoka 

et al., 2012). A primeira sequência completa do genoma de M. wenyonii foi 

anunciada por Dos Santos et al. (2012). A sequência de M. wenyonii (amostra 

Massachusetts) compreende um cromossomo circular único com cerca de 650.228 

pb. O conteúdo de C+G é de 33,9%, corroborando com o esperado para as 

bactérias do gênero.  

 

2.2. Transmissão e ciclo biológico  

A localização dos hemoplasmas na superfície dos eritrócitos facilita a 

transmissão via vetores artrópodes hematófagos, tais como piolhos, moscas e 

mosquitos. Há evidência de que a reprodução dessas bactérias se dá por meio de 

fissão binária, entretanto seu ciclo biológico ainda não foi descrito (Messick, 2004). 

A epidemiologia das hemoplasmoses ainda não foi completamente elucidada 

(Hornok et al., 2011). Embora nenhum vetor biológico tenha sido identificado na 

transmissão das hemoplasmoses, acredita-se que os vetores artrópodes estejam 

associados à transmissão mecânica em algumas espécies (Neimark et al., 2001; 

Messick, 2004). Há trabalhos descritos na literatura sugerindo transmissão vertical, 

pela via transplacentária (Fujihara et al., 2011; Hornok et al., 2011; Girotto-Soares et 

al., 2016). Ainda, qualquer processo que transfira hemácias infectadas entre os 

membros de um rebanho pode favorecer a disseminação dos agentes, tais como 

vacinação, descorna, castração e marcação auricular (Messick, 2004). 

O período de incubação da hemoplasmose varia em relação à 

susceptibilidade, estresse fisiológico do hospedeiro e ao nível de infecção (Hoelzle, 

2008). Suínos saudáveis infectados experimentalmente via injeção intraperitoneal 
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mostraram corpúsculos de Mycoplasma suis detectáveis nas hemácias após período 

de três a sete dias (Korn e Mussgay, 1968). Por sua vez, quando inoculado em 

suínos esplenectomizados, o período de incubação foi menor, variando de 2 a 10 

dias, segundo Splitter (1950), Kloster et al. (1987), Heinritzi (1990), conforme citado 

por Hoelzle (2008). 

Carrapatos Dermacentor spp. coletados de bovinos infectados com M. 

wenyonii na Europa mostraram-se negativos para o agente. Ainda, foi sugerido que 

piolhos do gênero Haematopinus pudessem atuar como vetores de M. wenyonii 

(Hofmann-Lehmann et al., 2004). Entretanto, espécimes de Haematopinus 

eurysternus colhidos de um rebanho endêmico para M. wenyonii na Hungria 

mostraram-se negativos para o agente (Hornok et al., 2010). O vetor envolvido na 

transmissão de ‘C. M. haemobos’ permanece desconhecido. 

Hornok e colaboradores (2011) avaliaram a ocorrência hemoplasmas em 

vetores artrópodes hematófagos (Diptera: Culicidae, Tabanidae, Muscidae) 

amostrados no norte da Hungria, por meio de cPCR baseado no gene 16S rRNA. 

Quatro espécies de dípteros analisados (Haematobia irritans, Stomoxys calcitrans, 

Tabanus bromius e T. bovinus) mostraram-se potencialmente envolvidas na 

transmissão de hemoplasmas. M. wenyonii foi mais frequentemente encontrado nos 

vetores quando comparado a ‘C. M. haemobos’. Esta foi a primeira confirmação 

molecular do agente em vetores artrópodes. 

Piolhos, moscas e mosquitos foram avaliados por Song e colaboradores 

(2013) a fim de verificar a presença de hemoplasmas e seu papel na transmissão 

dos agentes de hemoplasmose bovina na China. Os insetos foram testados por PCR 

e LAMP, ambos baseados no gene 16S rRNA, para detecção de M. wenyonii. 

Dezoito piolhos (69,2% - 18/26), 20 moscas (66,6% - 20/30) e 21 mosquitos (80,8% - 

21/26) mostraram-se positivos em ambas as técnicas de detecção. Os autores 

sugerem que tais artrópodes poderiam atuar como vetores mecânicos para M. 

wenyonii. 

Reagan e colaboradores (2017) avaliaram a presença de DNA de 

hemoplasmas em mosquitos Aedes vexans coletados no Colorado, EUA. Os 

mosquitos foram capturados por armadilha de luz, coletados em rede para peixes, 

identificados e agrupados em “pools” contendo 50 mosquitos cada. Um total de 
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5,95% (5/84) amostras mostrou-se positiva na PCR baseada no gene 16S rRNA 

para hemoplasmas. O sequenciamento das amostras confirmou a positividade para 

M. wenyonii em 20% (1/5) das amostras. Os autores sugerem que embora 

mosquitos A. vexans não atuem como os principais transmissores de hemoplasmas, 

tais insetos poderiam atuar como vetores mecânicos. 

Recentemente, ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ foi identificado 

infectando carrapatos da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus na província 

de Henan, na China (Shi et al., 2018). Para tal, 132 amostras de carrapatos foram 

colhidas de caprinos, ovinos e da área de pastagem dos ruminantes, e 

posteriormente testadas quanto à presença de hemoplasmas por ensaios de PCR 

baseados no gene 16S rRNA. DNA de ‘Ca. M. haemobos’ foi identificado em 53% 

(70/132) das amostras de carrapatos. Os autores concluíram que carrapatos da 

espécie R. microplus também podem atuar como vetores mecânicos.  

Transmissão transplacentária de hemoplasmas bovinos foi sugerida 

inicialmente por Fujihara e colaboradores (2011), ao avaliar a presença de ‘C. M. 

haemobos’ e M. wenyonii em amostras de bezerros, no Japão. Das quatro amostras 

de sangue de bezerros submetidas à PCR em tempo real (qPCR) baseada no gene 

16S rRNA, 100% mostraram-se positivas para ‘C. M. haemobos’. A transmissão 

transplacentária foi sugerida visto que os bezerros avaliados haviam nascido no 

inverno, estação na qual há escassez de vetores artrópodes. Segundo os autores, a 

via mais provável de infecção seria a vertical, proveniente das matrizes que haviam 

sido expostas aos vetores durante a pastagem do verão. 

Transmissão transplacentária de M. wenyonii foi a via de infecção mais 

provável, segundo os autores, em bovinos de corte em uma fazenda no Japão, por 

meio da PCR baseada no gene da ribonuclease P (RNase P). Amostras de sangue 

de bezerros neonatos, de suas respectivas mães, e de colostro foram colhidas 

imediatamente após o parto. As vacas foram previamente avaliadas quanto à 

infecção por M. wenyonii por meio de PCR em tempo real baseada no gene 16S 

rRNA, pela qual todas (100%) mostraram-se positivas para o referido agente. 

Enquanto nenhuma amostra de colostro mostrou-se positiva, quatro (23,5%) das 17 

amostras de sangue de bezerros testados mostraram-se positivas para o agente por 

meio da PCR baseada no gene RNase P. Os autores sugeriram, além da 



8 
  

 

transmissão horizontal de M. wenyonii por vetores artrópodes, a transmissão vertical 

entre bovinos (Sasaoka et al., 2015).  

No Brasil, Girotto-Soares et al. (2016) também avaliaram a ocorrência de 

transmissão transplacentária de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ em vacas e 

fetos bovinos abortados na cidade de Presidente Getúlio, estado de Santa Catarina. 

Para isso, amostras de sangue de 22 vacas e de tecidos de seus respectivos fetos 

abortados foram submetidas a ensaios de PCR para hemoplasmas baseados no 

gene 16S rRNA. Das 22 vacas e fetos analisados, 9 (40,9%) e 4/22 (18,2%) 

mostraram-se positivos, respectivamente. No entanto, dois dos fetos positivos eram 

oriundos de vacas negativas. Como a amostra analisada foi relativamente pequena e 

não houve significância estatística entre os resultados da PCR das vacas e de seus 

fetos, não se pôde concluir de fato a ocorrência de transmissão transplacentária de 

‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ entre os animais amostrados.  

Embora as condições climáticas de nosso país favoreçam o desenvolvimento 

de vetores artrópodes, não se sabe ao certo qual vetor é de fato competente na 

transmissão desses agentes entre bovinos (Biondo et al., 2009).  

 

2.3. Hemoplasmas em bovinos no Brasil e no mundo 

Em 1934, Adler e Ellenbogen relataram pela primeira vez o agente 

Eperythrozoon wenyonii, posteriormente denominado Mycoplasma wenyonii, em 

esfregaço sanguíneo de um bezerro de 9 meses de idade esplenectomizado, 

proveniente de Jerusalém, Israel. O animal apresentava bactérias de formato 

cocóide na superfície dos eritrócitos e anisocitose. O nome “wenyonii” do parasita 

descrito foi uma homenagem ao Dr. C. M. Wenyon, do Wellcome Bureau of Scientific 

Research. 

Na Nova Zelândia, o primeiro relato de M. wenyonii ocorreu em 1977, 

acidentalmente, em uma análise de esfregaço sanguíneo de bovinos (Sutton et al., 

1977). No entanto, não se pôde afirmar que o agente era de fato M. wenyonii, uma 

vez que técnicas moleculares não foram utilizadas para tal confirmação. Em 2016, 

McFadden e colaboradores buscaram avaliar a ocorrência de hemoplasmas em 

bovinos neste mesmo país. Para isso, amostras de sangue de 47 bovinos foram 

testadas. Destas, 19 (40%) mostraram-se positivas para micoplasmas hemotrópicos 
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por meio de PCR baseada no gene 16S rRNA, das quais 13/47 (28%) pertenciam à 

espécie ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e 6/47 (13%) à M. wenyonii.  

O primeiro relato de M. wenyonii na Suíça ocorreu em 2004, por Hofmann-

Lehmann e colaboradores, após um surto de anemia que forçou os proprietários a 

realizarem eutanásia nas vacas de leite como medida de controle para evitar a 

disseminação da doença. Um total de 58 amostras de sangue foram testadas por 

PCR baseada no gene 16S rRNA para M. wenyonii; destas 37,93% (22/58) 

mostraram-se positivas para hemoplasmas. Os autores verificaram a presença de 

Anaplasma marginale, A. phagocytophilum, Babesia spp., Theileria spp. e M. 

wenyonii infectando 90% dos  animais doentes testados pela PCR. Cinco agentes 

foram detectados concomitantemente em 5,40% (2/37) animais, quatro agentes em 

21,6% (8/37), três agentes em 35,14% (13/37) e dois agentes em 37,8% (14/37) dos 

animais.  Adicionalmente, 100% (5/5) das amostras de piolhos e moscas (4/4) 

colhidas dos animais mostraram-se positivas pela PCR. No entanto, os autores 

consideraram que A. phagocytophilum foi o principal agente causador de anemia, e 

que as coinfecções teriam agravado a progressão da enfermidade.  

Hornok e colaboradores (2012) investigaram a presença de micoplasmas 

hemotrópicos em bovinos de corte na Hungria. Amostras de sangue de 75 bovinos 

de corte foram colhidas e posteriormente 24 delas foram submetidas a ensaios de 

qPCR baseado no gene 18S rRNA para detecção de hemoplasmas. Uma ocorrência 

de 91,7% (22/24) foi encontrada para M. wenyonii e 87,5% (21/22) co-infectados por 

‘Ca. M. haemobos’. Em 31,8% (7/22) das amostras, o número de cópias de ‘Ca. M. 

haemobos’ foi maior em relação ao número de cópias de M. wenyonii. A análise 

molecular para hemoplasmose foi realizada adicionalmente à pesquisa de 

Anaplasma spp. devido a um surto de anaplasmose, onde a infecção aguda foi 

relatada em cinco animais, dos quais dois vieram a óbito. O agente Anaplasma spp. 

foi identificado em 92% (69/75) dos bovinos e em 2,67% (2/75) das amostras 

também houve positividade para Rickettsia spp. O efeito patogênico da co-infecção 

por hemoplasmas só pôde ser avaliado nos três animais sobreviventes à infecção 

aguda de anaplasmose. Destes, uma vaca severamente afetada demonstrou 

coinfecção com hemoplasmas, enquanto os outros dois, levemente sintomáticos, 

não estavam coinfectados. 
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Na Venezuela, Bretaña e colaboradores (2002) avaliaram amostras de 

sangue de bovinos esplenectomizados por meio de microscopia eletrônica de 

varredura e transmissão. As amostras de sangue avaliadas mostraram infecção por 

três tipos de microrganismos. A morfologia dos microrganismos encontrados era 

condizente com os hemoparasitas das espécies Anaplasma marginale, M. wenyonii 

e Trypanosoma vivax, demonstrando a existência de coinfecção.  

O Quadro 1 e a Figura 1 elencam estudos adicionais de ocorrência de Mw e 

‘CMh’ realizados em bovinos de diferentes países.   
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Quadro 1. Ocorrência molecular de Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’ em bovinos em diferentes localidades no mundo. 

 

 

 

Referência 

 

País 

Amostras de 
sangue de 

bovinos 
corte/leite 

Técnica 
(cPCR/qPCR e 

gene alvo) 

Resultados 
(% animais 
positivos) 

 

 
 
 
 

McAuliffe 
et al., 2006 

 
 
 
 
Inglaterra 

 
 
 
 

3 amostras de 
sangue de vacas 
leiteiras da raça  
Friesian Holstein 

 
 
 
 

cPCR – 16S 
rRNA 

 
 
 
 
100% (3/3) - 

Mw 

 

 

Tagawa et 
al., 2008 

  

 

Japão 

 

 

78 bovinos de leite 

 

 

cPCR – 16S 
rRNA 

38,46% 
(30/78) - 
hemoplasmas 

56,6% (17/30) 
- Mw  

 43,3% (13/30) 
- ‘CMh’ 

13,3% (4/30) – 
Mw e ‘CMh’ 

 

 

Su et al., 
2010 

 

 

China  

 

25 búfalos 

12 “yellow cattle”  

42 vacas de leite  

 

 

cPCR – 16S 
rRNA 

32% (8/25) 
das amostras 
de búfalos - 
‘CMh’ 41,7% 
(5/12)  das 
amostras  
“yellow cattle” 
- ‘CMh’      

14,3% (6/42) 
vacas de leite 
– ‘CMh’ 
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Tagawa et 
al., 2010 

 

Japão 

 

103 bovinos de 
leite 

 

cPCR – 16S 
rRNA 

22,3% (23/103) – 
hemoplasmas 

60,9% (14/23) – 
Mw 

30,4% (7/23) – 
‘CMh’ 

8,7% (2/23) –  Mw 
e ‘CMh’ 

 

Nishizawa et 
al., 2010 

 

Japão 

 

109 bovinos de 
corte e de leite 

 

qPCR – 16S 
rRNA 

61,5% (67/109) – 
Mw  

22,9% (25/109) – 
‘CMh’ 

12,8% (14/109) – 
Mw e ‘CMh’  

 

Meli et al., 
2010 

 

Suíça 

 

216 amostras 
de sangue – 

vacas de leite 

 

qPCR – 16S 
rRNA 

76,85% (166/216) 
– Mw  

59,72% (129/216) 
– ‘CMh’ 

52,77% (114/216) 
– Mw e ‘CMh’ 

 

 

Hornok et al., 
2011 

 

 

Hungria 

 

 

38  vacas de 
corte e de seus 

respectivos 
bezerros  

 

 

qPCR – 18S 
rRNA 

100% (38/38) 
vacas – 
hemoplasmas 

10,5% (4/38) 
neonatos: 25% 
(1/4) – Mw 

50% (2/4) – ‘CMh’ 

25% (1/4) - Mw e 
‘CMh’ 

 
 

Fujihara et 
al., 2011 

 
 

Japão 

 
 

68 bovinos de 
leite 

 
 

qPCR – 16S 
rRNA 

80,9% (55/68) – 
hemoplasmas 
52,7% (29/55) – 
‘CMh’ 
47,3% (26/55) – 
Mw  
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Tagawa et 
al., 2012 

 
 
 
 
 

Japão 

 
 
 
 
 

343 bovinos de 
leite 

 
 
 
 
 

cPCR – 16S 
rRNA 

64,7% (222/343) -
Mycoplasma spp. 

59,45% (132/222) 
– Mw 

60,36% (134/222) 
– ‘CMh’     

19,81% (44/222) - 
Mw e ‘CMh’   

Girotto et al., 
2012 

Brasil 433 bovinos de 
leite 

cPCR – 16S 
rRNA 

61% (264/433) - 

‘CMh’ 

 
 
 
 
 
 
 
 

Tagawa et 
al., 2013 

 
 
 
 
 
 
 
 

Japão 

 
 
 
 
 
 
 

93 vacas de leite e 
de seus 

respectivos 
bezerros (com 
exceção de 13 

natimortos) 

 
 
 
 
 
 
 
 

cPCR – 16S 
rRNA  

 
89,2% (83/93) 
vacas – 
hemoplasmas 
35,5% (33/93) 
vacas – Mw  
19,4% (18/93) 
vacas – ‘CMh’  
34,4% (32/93) – 
Mw e ‘CMh’ 
 
14,1% (10/71) 
bezerros – 
hemoplasmas 
70% (7/10) – Mw  
20% (2/10) – 
‘CMh’ 
30% (3/10) – Mw  
e ‘CMh’ 
 
 

Witter et al. 
(2017) 

 

Brasil  320 amostras – 
vacas leiteiras 

cPCR – 
16SrRNA 

64,7% (207/320) - 
‘CMh’ 
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Figura 1. Ocorrência de Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma 

haemobos’ em bovinos de diferentes regiões do mundo. Em amarelo, está 

evidenciado a ocorrência de Mw, em azul de ‘CMh’, em vermelho a ocorrência de 

ambos e, por fim, em verde, a área do qual o presente estudo avaliou a ocorrência 

de ambos hemoplasmas. Fonte: Elaborada pela autora. 

 

2.4.  Hemoplasmas em outras espécies de ruminantes no Brasil 

Grazziotin e colaboradores (2011) avaliaram a ocorrência de hemoplasmas 

em 103 cervídeos amostrados no Brasil. Amostras de anel leucocitário de 103 

cervídeos foram fornecidas pelo Núcleo de Pesquisa e Conservação de Cervídeos 

(NUPECCE – Jaboticabal/SP); destas, 64 amostras eram provenientes de cervos-

do-Pantanal (Blastocerus dichotomus) coletadas na região da hidrelétrica de Porto 

Primavera (PP - no rio Paraná), 18 amostras eram de veado-campeiro (Ozotocerus 

bezoarticus) capturados no Pantanal e 21 amostras eram provenientes de O. 

bezoarticus capturados no Parque Nacional das Emas (PNE). Um total de 58% 

(60/103) dos animais mostraram-se positivos em ensaios de cPCR baseados nos 

genes 16S e 23S rRNA; destes, 76,6% (46/60) das amostras positivas eram de B. 
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dichotomus provenientes da hidrelétrica de Porto Primavera, 16,6% (10/60) de O. 

bezoarticus do Pantanal e 6,6% (4/60) de O. bezoarticus do Parque Nacional das 

Emas (PNE). O sequenciamento das amostras e a análise filogenética revelou que 

as sequências encontradas se relacionavam a M. ovis, ‘Candidatus Mycoplasma 

erythrocervae’ e com um hemoplasma não nomeado descrito em um cervo de 

cativeiro no Brasil (Grazziotin et al., 2011). 

Santos e colaboradores (2017) avaliaram a presença de hemoplasmas em 

amostras de sangue de búfalos d’água no estado do Maranhão. Das 290 amostras 

testadas, 34,8% (101/290) mostraram-se positivas na PCR para hemoplasmas 

baseada no gene 16S rRNA. Destas, 15,84% (15/101) mostraram-se positivas 

apenas para M. wenyonii, 5,94% (6/101) para ‘C. M. haemobos’ e 69,22% (79/101) 

para ambos os agentes.  

Machado e colaboradores (2017) amostraram 402 caprinos provenientes de 

cinco fazendas de leite e três de corte no estado de Paraíba. Um total de 39,3% 

(158/400) das amostras mostrou-se positivas para Mycoplasma spp. pela cPCR 

baseada no gene 16S rRNA. O sequenciamento das amostras positivas revelou 99% 

de identidade com sequências  de M. ovis. 

 

2.5. Sinais clínicos, diagnóstico e tratamento da hemoplasmose bovina 

‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ e M. wenyonii podem causar anemia 

hemolítica em ruminantes (Fujihara et al., 2011). Os hemoplasmas se aderem à 

superfície dos eritrócitos e induzem alterações estruturais em sua membrana. A 

anemia hemolítica resultante está associada à produção de anticorpos secundários 

anti-eritrócitários (Tagawa et al., 2010). Os fatores de risco associados à infecção 

aguda incluem idade, doenças intercorrentes, imunossupressão e esplenectomia 

(Messick, 2004). 

A infecção por hemoplasmas em bovinos pode ainda causar febre transitória, 

linfadenopatia, infertilidade, redução de peso, anorexia e redução na produção de 

leite (Hoelzle et al., 2010). Abortamento e estro tardio também foram relatados 

durante a fase aguda da infecção (Smith et al., 1990; Messick, 2004; Tagawa et al., 

2013). Edema escrotal foi relatado em um touro Charolês de 16 meses de idade 

infectado cronicamente por M. wenyonii (Montes et al., 1994). Em vacas leiteiras 
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cronicamente infectadas foram relatados inchaço nos tetos e nas porções distais dos 

membros posteriores, linfadenopatia, febre transitória, pelagem alterada, redução na 

produção de leite, perda de peso e ineficiência reprodutiva (Smith et al., 1990).  

A infecção crônica normalmente está relacionada à ausência de sinais 

clínicos, e ocorrem em animais não-esplenectomizados, aparentemente saudáveis e 

imunocompetentes; entretanto, animais cronicamente infectados podem se tornar 

anêmicos após eventos de imunossupressão (Biondo et al., 2009; Messick, 2004; 

Tagawa et al., 2013). A presença ou ausência do baço nos hospedeiros, a espécie 

de hemoplasma, a patogenicidade da amostra, a via de infecção e a parasitemia 

podem influenciar a gravidade da infecção (Messick, 2004). O potencial patogênico 

dos hemoplasmas ainda é incerto, e coinfecções podem contribuir sinergicamente, 

principalmente quando a infecção resulta em imunossupressão (Meli et al., 2010; 

McFadden et al., 2016).  

Inicialmente, o diagnóstico das infecções por hemoplasmas baseava-se na 

avaliação de esfregaços sanguíneos corados pelo método de Romanowsky, onde 

era possível observar o patógeno na superfície dos eritrócitos e, eventualmente, livre 

no plasma sanguíneo. Esfregaços sanguíneos corados com laranja de acridina 

também podem ser utilizados para detecção do agente (Biondo et al., 2009). 

Entretanto, devido a parasitemia e à infecção crônica, a técnica de esfregaço 

sanguíneo não se mostra como a melhor ferramenta para diagnóstico, uma vez que 

exibe baixa sensibilidade e baixa especificidade.  

Detecção sorológica de anticorpos para M. wenyonii por meio de Ensaio de 

Imunoabsorção Enzimático (ELISA) também é utilizada como método de 

diagnóstico. No entanto, tal método apresenta baixa acurácia e sensibilidade. Visto 

isso, recentemente, Zhao e colaboradores (2017) analisaram os antígenos mais 

imunorreativos de M. wenyonii por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 

com dodecil sulfato de sódio (SDS-page) e Western-blot. As proteínas foram 

extraídas do gel e purificadas, para desenvolver um ensaio imunocromatográfico de 

ouro coloidal (sp. – GICA – teste de fita) utilizando as proteínas de membrana, a fim 

de detectar anticorpos anti-M. wenyonii. Os resultados obtidos no teste sp. – GICA 

foram comparados com aqueles obtidos no ELISA; o primeiro teste apresentou 

95,48% e 92,86% de especificidade e sensibilidade em comparação ao ELISA, e 
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também demonstrou repetibilidade. O teste de fita e o ELISA mostraram uma 

concordância de 94,92%. O desenvolvimento desse teste foi possível devido à 

pureza do antígeno. No entanto, pesquisas adicionais devem ser realizadas a fim de 

verificar se há ou não diferença entre os antígenos de diferentes amostras e regiões 

geográficas. 

O desenvolvimento de técnicas moleculares, como por exemplo a Reação em 

Cadeia pela Polimerase (PCR), forneceu ferramentas de diagnóstico extremamente 

sensíveis, mais precisas e específicas, por meio da amplificação de fragmentos 

particulares de DNA. O gene 16S rRNA dos hemoplasmas é um dos mais utilizados 

(Messick, 2004); no entanto, quando a análise é inconclusiva devido ao alto grau de 

similaridade entre as sequências do referido gene, a análise da subunidade de RNA 

do gene ribonuclease P (RNase P) pode levar a uma melhor diferenciação (Sasaoka 

et al., 2015). 

Outra forma de diagnóstico molecular para hemoplasmose é a Amplificação 

Isotérmica Mediada por Loop (LAMP). Tal técnica utiliza dois pares de primers que 

reconhecem seis regiões distintas no gene-alvo. A reação é isotérmica, variando de 

60º a 65ºC, e utiliza a enzima BST DNA Polimerase. Song e colaboradores (2013) 

compararam a eficiência do diagnóstico dos hemoplasmas bovinos pela LAMP e 

PCR convencional, ambas baseadas no gene 16S rRNA. De um total de 330 

amostras de sangue de bovinos testadas, 21,5% (71/330) mostraram-se positivas 

para M. wenyonii pela LAMP, enquanto 18,8% (62/330) foram positivas pela PCR. A 

diferença no número de amostras positivas pode ter ocorrido devido às diferentes 

regiões-alvo no gene 16S rRNA nas quais os primers se ligam. Os autores 

mostraram que a LAMP é uma ferramenta precisa e rápida que também pode ser 

utilizada na detecção de hemoplasmas. 

O tratamento das infecções por hemoplasmas é realizado geralmente com 

tetraciclina (Genova et al., 2011). Ainda, Yan e colaboradores (2008) investigaram a 

eficácia do tratamento das hemoplasmoses com imidocarb em 16 vacas 

apresentando anorexia e pirexia. As vacas foram encaminhadas ao Hospital 

Universitário Veterinário do Colégio de Ciência Animal e Medicina Veterinária, na 

China, onde foram relatados febre, taquicardia e taquipneia. Testes laboratoriais 

demonstraram acidose, hipoglicemia e anemia leve. Ainda, parasitas nas superfícies 
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dos eritrócitos e livres no plasma semelhantes a M. wenyonii, em cerca de 90% dos 

eritrócitos, foram observados nos esfregaços sanguíneos. Todas as vacas 

mostraram-se positivas na PCR para M. wenyonii baseada no gene 16S rRNA. 

Destas, 13 vacas foram tratadas durante 15 dias com dipropionato de imidocarb (1 

mg/kg), e após o tratamento, mostraram-se clinicamente curadas e com seus 

eritrócitos livres de parasitas nos novos esfregaços sanguíneos realizados. 

 

2.6. Trypanosoma vivax e imunossupressão 

Tripanossomíase é uma doença causada por hemoprotozoários do gênero 

Trypanosoma, que pode afetar humanos, animais domésticos, silvestres e de 

produção. Trypanosoma vivax é um hemoprotozoário encontrado na África, na 

América do Sul e América Central. A tripanosomíase bovina por T. vivax é uma 

enzootia com origem no continente africano, transmitida de forma cíclica e biológica 

por moscas tsé-tsé (Glossina spp.) (Paiva et al., 2000).  

Segundo Wells (1984), o estabelecimento de T. vivax no continente 

americano se deu em 1830, por meio de importações de animais domésticos pelos 

colonizadores portugueses e espanhóis de gado do Senegal para a Guiana 

Francesa e ilhas de Martinica e Guadalupe. Entretanto, a mosca tsé-tsé, vetor 

biológico responsável pela transmissão do agente no continente africano encontra-

se ausente nos demais continentes (Américas Central e do Sul). Nessas regiões, 

ocorre apenas transmissão mecânica por insetos nativos do grupo dos tabanídeos 

(Subordem Brachycera, família Tabanidae) e por Stomoxys calcitrans, na ausência 

dos vetores biológicos Glossina morsitans, G. pallidipes e G. swynnertoni (Paiva et 

al., 2000),  

Para as espécies que infectam mamíferos, o gênero Trypanosoma foi dividido 

em duas seções: Salivaria e Stercoraria. Trypanosoma vivax é um hemoprotozoário 

pertencente à família Trypanosomatidae, seção Salivaria, gênero Trypanosoma e 

subgênero Dutonella (Hoare, 1972). As principais características dos tripanosomas 

pertencentes ao subgênero Dutonella são os grandes cinetoplastos terminais 

situados na extremidade posterior, membrana ondulante e flagelo livre (Osório et al., 

2008). O grande cinetoplasto das formas tripomastigotas de T. vivax, por si só, já é 

uma grande característica diagnóstica, facilitando a identificação em esfregaços 
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sanguíneos (Hoare, 1972). Como o próprio nome indica, os protozoários 

pertencentes à seção Salivaria são aqueles que localizam-se nas glândulas salivares 

de seus vetores mecânicos e biológicos, sendo inoculados no hospedeiro por meio 

da saliva. Essa seção pode ser dividida em quatro subgêneros: Dutonella, 

Nannomonas, Pycnomonas e Trypanozoon. Por sua vez, os parasitos pertencentes 

à seção Stercoraria desenvolvem-se no sistema gastrointestinal dos vetores e a 

transmissão ocorre a partir das fezes (Hoare, 1972). 

No Brasil, o primeiro relato de T. vivax parasitando bovinos ocorreu em 1946, 

no estado do Pará (Boulhosa, 1946). Mais tarde, na década de 1970, foi relatado em 

búfalos do mesmo estado (Shaw e Lainson, 1972). No ano de 1995, Silva e 

colaboradores identificaram T. vivax na região de Poconé, Pantanal, Mato Grosso 

(MT), em bovinos apresentando febre, lacrimejamento, anemia profunda e perda de 

peso, que resultaram em morte. Posteriormente, novos casos foram relatados no 

mesmo estado, com manifestações clínicas adicionais ainda mais sérias como 

abortamento e nascimento de bezerros enfraquecidos, sucedido por morte (Osório et 

al., 2008). Um levantamento sorológico realizado no mesmo estado, entre os anos 

de 1975 a 1976, visando detectar anticorpos anti-T. vivax por meio de 

Imunofluorescência Indireta indicou a presença de anticorpos em 54% (360/666) dos 

bovinos amostrados (Wells et al., 1977).  

Em 2004, Madruga e colabores avaliaram a ocorrência de T. vivax no estado 

do Pará e na região do Pantanal Sul-Matogrossense. Amostras de soro de bovinos 

foram colhidas das seguintes cidades pantaneiras: Corumbá, Miranda, Aquidauana, 

Rio Negro, Rio Verde e Porto Murtinho. As prevalências de T. vivax foram de 71,9% 

(394/548), 59,3% (127/214), 69,6% (359/516), 28,1% (141/501), 51,5% (298/579) e 

57,3% (86/150), respectivamente, com um total de 56% (1405/2508) de positividade. 

As amostras foram analisadas por meio de Ensaio de Imunoabsorção Enzimática 

(ELISA), com antígeno bruto do hemoprotozoário para detecção de anticorpos anti-

T. vivax. A ocorrência de T. vivax no Pantanal foi maior do que a encontrada em 

Belém (30,7% (324/1056)). Segundo os autores, esse fato pode estar ligado à 

presença de uma maior área alagadiça no Pantanal, que resulta no aumento da 

população de insetos hematófagos e faz com que haja uma redução da área de 

pastagem durante a cheia, aumentando a quantidade de animais por área, 
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resultando em problemas nutricionais e facilitando a transmissão da tripanossomíase 

via tabanídeos. 

Os sinais clínicos da tripanossomíase incluem pirexia, espleno e 

linfadenomegalia, perda de peso, abortamento, imunossupressão e redução na 

produção de leite (Giordani et al., 2016). Lesões degenerativas e inflamatórias foram 

relatadas, podendo prejudicar vários órgãos, como coração, sistema nervoso central, 

ovários, testículos, olhos e glândula pituitária. A imunossupressão causada pelos 

tripanossomas pode afetar a saúde do hospedeiro, interferindo na vacinação contra 

outras doenças (Singla et al., 2010) e podendo aumentar a susceptibilidade a outras 

infecções. A fase aguda da infecção pode levar o animal a óbito dentro de poucas 

semanas; caso contrário, o animal pode desenvolver infecção crônica, com 

parasitemia sub-patente ou intermitente que gera fadiga e infertilidade, podendo 

perdurar até a morte do animal (Taylor e Authié, 2004). A anemia é o principal sinal 

clínico da tripanossomíase bovina (Sannusi, 1979 apud Gardiner, 1989). 

Métodos parasitológicos, sorológicos e moleculares de diagnóstico são 

amplamente utilizados ao redor do mundo. Os períodos de baixa parasitemia ou 

aparasitêmicos, associados aos sinais clínicos inespecíficos dificultam o diagnóstico 

da doença (Batista et al., 2007; Fidelis Junior et al., 2016). Na América Latina e 

África, utilizam-se muito comumente os métodos parasitológicos para diagnóstico da 

tripanosomíase, os quais apresentam baixa sensibilidade para detecção de T. vivax 

durante a fase crônica da infecção, onde verifica-se baixa parasitemia (Osório et al., 

2008; Dagnachew E Bezie, 2015). Os métodos sorológicos, como por exemplo o 

Ensaio de Imunoabsorção Enzimático (ELISA), são ferramentas importantes na 

investigação do agente, mas não possibilitam diferenciar infecção ativa daquelas já 

finalizadas (Nantulya,1990), tampouco o início das infecções (Fidelis Junior et al., 

2016; Sampaio, 2017), uma vez que está envolvida na detecção de anticorpos e não 

do agente em si. Os métodos moleculares, em especial a Amplificação Circular 

Isotérmica do DNA (LAMP), apresenta alta sensibilidade e especificidade para 

detecção de T. vivax (Njiru et al., 2011; Cadioli et al., 2015).  

A diversidade genética de T. vivax é bem maior nas amostras africanas do 

que nos isolados da América Latina (Desquesnes, 2004), devido à baixa 

recombinação gênica em decorrência da ausência das moscas tsé-tsé nas Américas 
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(Gibson, 1995). Provavelmente, esses fatos ajudam a explicar a capacidade do gado 

das Américas controlarem a infecção temporariamente, enquanto o mesmo não 

ocorre com o gado africano.  

Dessa forma, o atual estudo propôs identificar e caracterizar molecularmente 

a ocorrência de hemoplasmas em bovinos de corte do Pantanal Sul-Matogrossense 

brasileiro, contribuindo para o esclarecimento da epidemiologia das hemoplasmoses, 

numa região endêmica para tripanossomose bovina. Uma vez que T. vivax está 

associado à imunossupressão e predispõe os animais a infecções secundárias, a 

hipótese do presente trabalho é que seria encontrada uma elevada ocorrência de 

Mycoplasma spp. nos animais amostrados no Pantanal brasileiro. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 O presente estudo teve como objetivo investigar, por meio de métodos 

moleculares, a ocorrência e diversidade genética de hemoplasmas em bovinos de 

corte amostrados no Pantanal Sul-Matogrossense, além de confirmar, por meio de 

métodos sorológicos, o endemismo para tripanossomose bovina na região sob 

estudo. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Avaliar, por meio de métodos sorológicos, o endemismo de Trypanosoma 

vivax na área sob estudo; 

• Investigar, por meio de técnicas moleculares, a presença de DNA de 

Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ em amostras de 

sangue de bovinos de corte amostrados no Pantanal Sul-Matogrossense; 

• Verificar a relação entre os animais soropositivos para T. vivax e positivos na 

PCR para Mycoplasma spp. 

• Traçar inferências filogenéticas das sequências de hemoplasmas obtidas por 

meio da construção de filogramas; 

• Investigar a diversidade de genótipos de hemoplasmas detectados nos 

animais sob estudo; 

• Realizar análises de distância a fim de visualizar eventos mutacionais que 

ocorreram entre as sequências nucleotídicas de hemoplasmas ao longo da 

evolução. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Espécies amostradas e área de estudo 

 As colheitas de sangue foram realizadas em rebanhos de bovinos de corte 

(Bos taurus indicus) mantidos em regime extensivo, provenientes de cinco 

propriedades selecionadas por conveniência, concentradas na região central do 

Pantanal Sul Matogrossense, na subregião da Nhecolândia (18º 59’ 15’’ S; 56º 37’ 

03’’) (Figura 2). Uma vez que não existe determinação da prevalência de 

hemoplasmas em bovinos nesse estado, foi pressuposta uma prevalência esperada 

de 50%, conforme Stevenson (2005).  

O tamanho da amostra foi determinado através do método de amostragem 

aleatória sistemática, onde o número mínimo de animais tinha precisão absoluta de 

5% e intervalo de confiança de 95%, como indicado pela fórmula abaixo: 

n = z² (1 – Py) x Py / d² 

Onde: 

z = coeficiente de confiança (z = 1,96); 

n = tamanho da amostra; 

Py = prevalência esperada (50%); 

d = precisão absoluta desejada (5%); 

(STEVENSON, 2005). 

 Dessa forma, foram colhidas amostras de sangue de 400 animais, das 

categorias: vaca (≥ 6 anos) e bezerros (7-12 meses). 
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Figura 2. Mapa do Brasil evidenciando o Pantanal com enfoque para a sub-região 

da Nhecolândia, localidade onde amostras de sangue de bovinos de corte foram 

colhidas. 

 

4.2. Colheita das amostras 

 Amostras de sangue de 400 bovinos foram colhidas diretamente da veia 

jugular ou caudal. As amostras foram colhidas em tubos contendo anticoagulante 

EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) para extração de DNA, que 

posteriormente foi utilizado na Reação em Cadeia da Polimerase convencional 

(cPCR) para hemoplasmas. Amostras de soro sanguíneo também foram obtidas em 

tubos sem anticoagulante para a realização do Ensaio Imunoenzimático Indireto 

(iELISA) para detecção de anticorpos anti-Trypanosoma vivax. Os animais 

escolhidos para a amostragem foram aqueles nascidos e criados na região do 

Pantanal Sul-Matogrossense, totalizando 200 vacas e 200 bezerros (400 animais). O 

projeto foi desenvolvido de acordo com as normas do Conselho Nacional de 
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Controle de Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo nº 12375/15.  

 

4.3. Ensaio Imunoenzimático Indireto (iELISA) para detecção de anticorpos 

IgG anti-Trypanosoma vivax 

 A fim de avaliar a presença de anticorpos IgG anti-Trypanosoma vivax na área 

estudada, empregou-se a técnica de ELISA indireto (iELISA), segundo protocolo 

estabelecido por Aquino et al. (1999), com modificações. O antígeno total de T. vivax 

utilizado foi produzido no Laboratório de Imunoparasitologia da Universidade 

Estadual Paulista (UNESP/FCAV – Jaboticabal) segundo protocolo padronizado por 

González et al. (2005) em uma concentração ótima de 0,1 μg/mL, diluído em tampão 

carbonato bicarbonato 0,5M e pH 9,6. Após incubação “overnight” a 4º C para 

sensibilização da placa com antígeno, realizou-se bloqueio com PBS Tween 20 (pH 

7,2), adicionado 10% de soro normal de coelho. As placas (Maxisorp®; Nunc, 

Thermo Scientific, Brasil) foram incubadas por 4 horas à 37ºC, em câmara úmida. 

Após três lavagens com tampão PBS-Tween 20, soros de referência positivos, 

negativos (Sampaio et al., 2015) e os soros-testes, diluídos na proporção 1:100 em 

solução de PBS-Tween 20 foram inseridos na placa de ELISA. As placas foram 

incubadas à 37ºC por 60 minutos, seguido por uma lavagem com tampão PBS-

Tween 20. Após isso, adicionou-se à placa de ELISA o conjugado anti-IgG de bovino 

(Sigma®, St. Louis, EUA), ligado à fosfatase alcalina na diluição de 1:30000 em PBS-

Tween 20 com posterior incubação por 1h e lavagem. Por fim, adicionou-se o 

substrato da enzima fosfatase alcalina, p-nitrofenil fosfato (Sigma®, St. Louis, MO, 

EUA), diluído a 1mg/mL em tampão dietanolamina pH 9,8 (Sigma®, St. Louis, EUA). 

As placas foram cobertas com papel alumínio e incubadas por 45 minutos à 

temperatura ambiente. A leitura foi realizada utilizando um filtro 405nm no leitor de 

ELISA (BioRad iMark™ Microplate Reader; Califórnia, EUA). O ponto de corte foi 

calculado como a absorbância média dos controles negativos vezes dois e meio 

(2,5) (Machado et al., 1997).   
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4.4. Extração de DNA das amostras de sangue de bovinos 

DNA das amostras de sangue de bovinos foi extraído utilizando protocolo de 

extração de DNA previamente descrito por Kuramae-Izioka (1997). Para isso, foram 

adicionados 250 μL de cada amostra de sangue em microtubos DNAse e RNAse 

“free” (Kasvi®, Abraão Calixto, Curitiba, Brasil). Em seguida, foram acrescentados 1,6  

μL de β-mercaptoetanol (Sigma®, St. Louis, MO, EUA) e 800 μL de tampão de lise, 

previamente aquecido em banho-maria a 65°C por 15 minutos, constituído de 160 

mM de Tris (hidroximetil) aminometano hidroclorídrico (Tris-HCl) (Synth®, Vila Mary, 

São Paulo, Brasil)  pH 8,0, 60mM de ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 

(Synth®, Vila Mary, São Paulo, Brasil), 20 mM de cloreto de sódio (NaCl) (Synth®, Vila 

Mary, São Paulo, Brasil), dodecil sulfato de sódio (DSS) (Merck®, Darmstadt, 

Germany) a 0,5%, polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma®, St. Louis, MO,EUA) a 1% e β-

mercaptoetanol a 0,2% (Sigma®, St. Louis, MO, EUA), procedendo-se à incubação 

em banho-seco a 65°C por 40 minutos. Os microtubos foram homogeneizados por 

15 segundos a cada 20 minutos. Em sequência, adicionaram-se 300 μL de acetato 

de potássio a 5M (Synth®, Vila Mary, São Paulo, Brasil). Após esse procedimento, as 

amostras foram colocadas no gelo por 20 minutos, e depois centrifugadas por 10 

minutos, em rotação de 12000 g, a uma temperatura de 10°C. O sobrenadante foi 

coletado e acondicionado em novos microtubos. Após isso, 600 μL de clorofórmio 

(Merck®, Darmstadt, Germany); álcool isoamílico (Acros Organics®, New Jersey, USA) 

24:1 foram acrescentados e as amostras foram novamente homogeneizadas por 20 

segundos, seguido por uma centrifugação a 12000 g a 10°C por 10 minutos. O 

sobrenadante foi recolhido, e novamente centrifugado por 10 minutos, a 10000 rpm e 

10°C e em seguida foi recolhido em novo microtubo, sendo acrescentados 1000 µL de 

álcool absoluto (Merck®, Darmstadt, Germany) e armazenado a -20°C durante 12 

horas. Passado esse período, as amostras foram centrifugadas por 20 minutos, nas 

mesmas condições já mencionadas. Desta vez, o sobrenadante foi descartado e 800 

μL de álcool 70% (Merck®, Darmstadt, Germany) foram adicionados. As amostras 

foram novamente centrifugadas, sob as condições já descritas. O sobrenadante foi 

então descartado e o “pellet” formado foi colocado para secar em estufa a 37°C. Por 

fim, para eluição do DNA, adicionaram-se 50μL de TE (Tris-HCl 10Mm, pH 8,2; 

EDTA 1Mm). As amostras de DNA foram então devidamente identificadas, e suas 
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relações 260/280 e 260/230  (qualidade da extração, pureza do DNA) e 

concentração foram mensuradas em aparelho espectrofotômetro (Nanodrop - 

Thermo Scientific), e armazenadas a -20°C para posteriores ensaios de PCR. 

 

4.5. Controle endógeno da PCR 

 A fim de evitar falsos resultados negativos devido a presença de inibidores, as 

amostras de DNA foram submetidas a uma Reação em Cadeia da Polimerase do 

tipo convencional (cPCR) objetivando a amplificação do gene endógeno 

gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (gapdh), seguindo protocolo descrito por 

Birkenheuer et al. (2003). Na PCR utilizou-se os oligonucleotídeos iniciadores 

gapdh-F (5’-CCTTCATTGACCTCAACTACAT-3’) e gapdh-R (5’- 

CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3’). A reação de amplificação contou com um 

volume final total de 25μL, contendo 0,2 μM de cada desoxinucleotídeo, 0,4 μM de 

cada oligonucleotídeo iniciador, 3,0 mM de Cloreto de Magnésio (MgCl2), 1,25 U de 

Taq Platinum DNA Polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), 

tampão da PCR 10x, água ultra-pura esterilizada q.s.p. (Invitrogen®, Carlsbad, 

California, Estados Unidos), e 5 μL da amostra de DNA, com a concentração 

variando entre 2,80 e 612,50 ng/μL. As condições da PCR para amplificação do 

gene gapdh foram de: desnaturação inicial a 95°C por 5 minutos, 35 ciclos 

compostos por desnaturação a 95°C por 15 segundos, anelamento a 50°C por 30 

segundos e extensão a 72°C por 30 segundos, e extensão final a 72°C por 5 

minutos (Birkenheuer et al., 2003). 

 

4.6. Detecção e caracterização molecular de hemoplasmas 

4.6.1.  PCR convencional para hemoplasmas dirigida ao gene 16S rRNA 

As amostras positivas na PCR para o gene endógeno foram posteriormente 

submetidas a ensaios de PCR convencionais para detecção de hemoplasmas. Para 

tal, uma PCR baseado no gene 16S rRNA, utilizando o protocolo estabelecido por 

Maggi et al. (2013) foi realizada. As reações contaram com um volume final total de 

25 μL, contendo 0,2 mM de cada deoxinucleotídeo (Life Technologies®, Carlsbad, 

Califórnia, EUA), 0,5 μM de cada oligonucleotídeo iniciador (Integrated DNA 

Technologies® – IDT, Coralville, Iowa, Estados Unidos), 1,5 mM de Cloreto de 
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Magnésio (Life Technologies®, Carlsbad, Califórnia, EUA), 1,25 U de Taq Platinum 

DNA Polimerase (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos), tampão da PCR 

10X (Life Technologies®, Carlsbad, Califórnia, EUA), e água ultra-pura esterilizada 

q.s.p. (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos). O par de oligonucleotídeos 

iniciadores utilizados, bem como o tamanho do produto (pb) amplificado estão 

descritos na Tabela 1. As condições de temperatura foram de: 95ºC por 2 minutos, 

seguidos por 55 ciclos de 94ºC por 15 segundos, 68ºC por 15 segundos e 72ºC por 

18 segundos, seguido por uma extensão final a 72ºC por 1 minuto. Água ultra-pura 

esterilizada (Invitrogen®, Carlsbad, California, Estados Unidos) foi utilizada como 

controle negativo em todos os ensaios de PCR. DNA de M. wenyonii e ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’, gentilmente cedidos pela Dra. Aline Girotto, foram 

utilizados como controles positivos em todas as reações de amplificação. 

 

4.6.2. PCR convencional para hemoplasmas dirigida ao gene RNAse P 

Após a detecção para hemoplasmas baseada no gene 16S rRNA, as 

amostras positivas para o referido gene foram então submetidas a uma cPCR 

baseada no gene RNAse P, utilizando protocolo também estabelecido por Maggi et 

al. (2013). A reação teve um volume final total de 25 μL, contendo 0,2 mM de cada 

deoxinucleotídeo (Life Technologies®, Carlsbad, Califórnia, EUA), 0,5 μM de cada 

oligonucleotídeo iniciador (Integrated DNA Technologies® – IDT, Coralville, Iowa, 

Estados Unidos), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (Life Technologies®, Carlsbad, 

Califórnia, EUA), 1,25 U de Taq Platinum DNA Polimerase (Life Technologies®, 

Carlsbad, Califórnia, EUA), tampão da PCR 10X (Life Technologies®, Carlsbad, 

Califórnia, EUA), e água ultra-pura esterilizada q.s.p. (Invitrogen®, Carlsbad, 

California, Estados Unidos). As sequências de oligonucleotídeos iniciadores 

utilizados bem como o tamanho do produto (pb) estão descritos na Tabela 1. As 

condições de temperatura utilizadas foram de desnaturação inicial 95ºC por 2 

minutos, seguidos por 55 ciclos de 94ºC por 15 segundos, 59ºC por 15 segundos e 

72ºC por 18 segundos, seguido por uma extensão final a 72ºC por 30 segundos. 
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Tabela 1. Descrição dos oligonucleotídeos iniciadores e tamanho dos amplicons 

formados nos ensaios de cPCR para hemoplasmas. 

 

Agente 

etiológico 

 

 

Gene 

Alvo 

 

Oligonucleotídeos 

iniciadores 

 

Sequência 

 

Tamanho 

do produto 

(pb) 

 

Referência 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mycoplasma 

spp. 

 

 

 

 

 

16S 

rRNA 

 

 

HemMyco16S-41s 

 

 

HemMyco16S-

938as 

 

 

 

5’-

GYATGCMTAAYACATGC

AAGTCGARCG-3’ 

 

5’-

CTCCACCACTTGTTCAG

GTCCCCGTC-3’ 

 

 

 

 

 

 

800 

 

 

 

 

Maggi et al. 

2013 

 

 

 

RNAse 

P 

 

HemoMyco 

RNaseP200s 

 

 

HemoMyco 

RNAseP200as 

5’-

GATKGTGYGAGYATATAA

AAAATAAAR CTCRAC-3’ 

 

5’-

GMGGRGTTTACCGCGTT

TCAC-3’ 

 

 

 

170 

 

 

 

Maggi et al. 

2013 

 

4.7. Eletroforese em gel de agarose 

 Os produtos dos ensaios de PCR foram submetidos à eletroforese horizontal 

em gel de agarose a 1,0% corado com Brometo de Etídeo (0,5 μL/mL) em tampão 

de corrida TEB pH 8,0 (44,58 M Tris-base; 0,44 M ácido bórico; 12,49 mM EDTA) 

para visibilização dos resultados. A eletroforese foi realizada a 90 V/150mA durante 

60 minutos. Para a determinação dos produtos amplificados utilizou-se um marcador 

de peso molecular de 100 pares de base (Life Technologies®, Carlsbad, Califórnia, 

EUA). Os resultados foram visibilizados e analisados por meio de um transiluminador 

de luz ultravioleta, acoplado a um programa computacional de análise de dados 

(ChemiDoc MP Imaging System, BIO RAD®). 
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4.8. Purificação dos produtos amplificados 

 Os produtos de PCR oriundos dos protocolos de Maggi et al. (2013) baseados 

nos genes 16S rRNA e RNAse P obtidos foram purificados utilizando-se o kit “Sílica 

Bead DNA Gel Extraction” Kit (Thermo Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos), 

seguindo as recomendações do fabricante. O material amplificado purificado foi 

quantificado, e suas relações 260/230 e 260/280 também foram verificadas, a fim de 

analisar sua pureza, por meio da leitura da absorbância de cada amostra, pelo 

espectrofotômetro Nanodrop (Thermo Scientific, San Jose, CA, Estados Unidos). 

 

4.9. Sequenciamento 

 O sequenciamento dos produtos amplificados nos ensaios de PCR para 

hemoplasmas foi realizado por meio de técnica automatizada baseada no método de 

terminação da cadeia por dideoxinucleotídeos (Sanger et al., 1977). Para isso, os 

mesmos oligonucleotídeos iniciadores empregados nos ensaios de PCR escritos por 

Maggi et al. (2013) foram utilizados. O protocolo da reação de sequenciamento foi 

realizado com algumas modificações a partir daquele descrito pelo fabricante do Kit 

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction (Perkin-Elmer Applied 

Biosystems, Waltham, Massachusetts, USA). Para tal reação, utilizaram-se 3,5 μL de 

tampão 2,5x (200 mM Tris-HCl pH 9,0; 5mM MgCl2), 0,5 μL de Big Dye, 5 pmoles de 

cada oligonucleotídeo, 2,5 μL de água ultra pura e 1,5 μL de DNA. As condições de 

temperatura utilizadas foram de 96°C por 2 minutos e 35 ciclos de desnaturação a 

96°C por 45 segundos, anelamento por 30 segundos (a temperatura de anelamento 

variou conforme a temperatura exigida no protocolo dos genes 16S rRNA e 

RNAseP)  e extensão a 60°C por 4 minutos.  

Posteriormente, as amostras passaram por um processo de lavagem para 

serem colocadas no sequenciador ABI PRISM 3700 DNA Analyzer (Applied 

Biosystems, Foster City, Califórnia, EUA), onde o sequenciamento das amostras foi 

realizado. O sequenciamento dos amplímeros foi conduzido no Centro de Recursos 

Biológicos e Biologia Genômica (CREBIO) localizado na Faculdade de Ciências 

Agrárias e Veterinárias – FCAV/UNESP Jaboticabal. 
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4.10. Análise das sequências e construção da árvore filogenética 

A análise da qualidade dos eletroferogramas gerados nos sequenciamentos 

foi realizada por meio do software PhredPhrap (Ewing et al., 1998) considerando 

apenas as bases que apresentaram qualidade “Phred” acima de 20. As sequências 

obtidas salvas em modo “FASTA” foram alinhadas com outras sequências do 

mesmo gene retiradas do banco de dados “GenBank”(Benson et al., 2002), 

utilizando o software MAFFT (Katoh et al., 2002). Os alinhamentos salvos em modo 

“FASTA” foram transformados em Nexus pelo site Alignment Transformation 

Enviroment, para realizar a análise Bayesiana utilizando o software MrBayes 3.2.2 

no XSEDE (Ronquist & Huelsenbeck, 2003) via portal CIPRES (Miller et al., 2010). A 

análise Bayesiana foi realizada com 108 gerações e números de classes de 

substituição variando conforme o modelo evolutivo encontrado para cada conjunto 

de dados. O modelo evolutivo foi encontrado utilizando o software jModelTest 2 

(Darriba et al., 2012) baseado no Akaike Information Criterion (AIC). A edição das 

árvores filogenéticas assim como o enraizamento (via grupo externo) foi realizada 

utilizando o software Treegraph 2.0.56-381 beta (Stover & Muller, 2010). 

 

4.11. Análise de genótipos de Mycoplasma spp. baseada no gene 16S rRNA 

pelo software DnaSP 

 As sequências de Mycoplasma spp. obtidas foram analisadas no software 

DnaSP version 5.10.1 (Librado & Rozas, 2009), a fim de designar o número de 

genótipos presentes.  

 

4.12. Análise de distância pelo software SplitsTree 

 O software SplitsTree4 fornece uma estrutura para computação de redes 

filogenéticas por meio de conceitos matemáticos, para modelos mais complexos de 

evolução que eventualmente não são avaliados por outros métodos de inferência 

filogenética, como o método de parcimônia e o “Neighbor-Joining”, por exemplo. 

Nestas abordagens, a evolução de um gene é modelada através de eventos como 

especiação e mutações. O SplitsTree permite inferir, baseado em análise de 

distância, os eventos mais complexos que ocorreram ao longo da evolução, como 
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perda e duplicação de genes, transferência horizontal, entre outros (Huson & Bryant, 

2006). 

 As sequências obtidas no presente estudo referentes ao gene 16S rRNA 

(flanqueado pelos oligonucleotídeos HemMyco16S-41s e HemMyco16S-938as) 

foram submetidas à análise pelo SplitsTree4 para avaliar as relações de distância 

utilizando os parâmetros “Neighbor-Net” e “Uncorrected p–distance”. 

 

4.13. Rede de genótipos pelo software PopART 

 As sequências referentes ao gene 16S rRNA flanqueado pelos 

oligonucleotídeos HemMyco16S-41s e HemMyco16S-938as e aquelas de M. 

wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ existentes no GenBank foram ainda 

submetidas à análise pelo PopART (“Population Analysis with Reticulate Trees”) 

(Leigh & Bryant, 2015). O software oferece um pacote para análise da genética de 

populações utilizando redes de genótipos, por meio de ferramentas como o “Median-

Joining” que combina o algoritmo de Kruskal e o método heurístico de máxima 

parcimônia, permitindo a visualização de relações genéticas entre sequências. As 

sequências foram agrupadas de acordo com sua localidade no software DnaSP 

version 5.10.1 (Librado & Rozas, 2009) e salvas em formato NEXUS. Após isso, o 

arquivo NEXUS foi aberto no PopART, pelo método de inferência de redes de 

genótipos “Median-Joining” descrito por (Bandelt et al., 1999). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Soropositividade para Trypanosoma vivax pelo Ensaio Imunoenzimático 

Indireto (ELISA) 

O teste sorológico ELISA revelou a presença de anticorpos IgG anti-T. 

vivax em 98,5% (197/200) e 81% (162/200) das vacas e bezerros, 

respectivamente. Tais resultados demonstram que a região estudada apresenta 

alto endemismo para o agente etiológico em questão. 

 

5.2. Qualidade das amostras de DNA extraídas a partir de amostras de 

sangue de bovinos e PCR convencional para o gene gapdh 

A concentração média, e as relações de absorbância (260/280 nm) e 

(260/230 nm) das amostras de DNA foram de 31,8 ng/μL (DP ± 10,2), 1,4 nm e 0,47 

nm (DP ± 0,1 e ± 0,5), respectivamente. Dentre as 400 amostras de DNA 

analisadas, todas (100%) mostraram-se positivas na cPCR para o gene gapdh 

(controle endógeno). Na Figura 3 pode-se observar a eletroforese em gel agarose 

de produtos amplificados na cPCR baseada no gene gapdh (fragmento de 

aproximadamente 450pb). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de 

etídeo referente à amplificação do gene endógeno gapdh. M: marcador de peso 

molecular em escala de 100 pares de bases (Life Technologies®); 1-8 amostras 

de DNA de bovinos positivas; C+: Controle positivo (DNA extraído de bovino); C-: 

controle negativo (água ultra-pura esterilizada). 
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5.3. Detecção de Mycoplasma spp. por meio de ensaios de cPCR baseados no 

gene 16S rRNA 

Dentre as 400 amostras de sangue de bovinos testadas, 2,25% (9/400) 

mostraram-se positivas na cPCR para hemoplasmas baseadas no gene 16S 

rRNA (utilizando os primers HemMycop16S-41s e HemMyco16S- 938as) (Figura 

4). A s amostras positivas obtidas nesse ensaio foram provenientes de bezerros. 

Nenhuma amostra de sangue de vaca mostrou-se positiva para Mycoplasma spp. 

nos ensaios de PCR em questão. 

 
 

Figura 4 . Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de 

etídeo referente à amplificação do gene 16S rRNA de hemoplasmas (fragmento 

de aproximadamente 800pb). M: marcador de peso molecular em escala de 100 

pares de bases (Life Technologies®); 1-3 amostras positivas (DNA extraído de 

bovinos); C+: Controle positivo - DNA de Mycoplasma wenyonii; C-: controle 

negativo (água ultra-pura esterilizada). 
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5.4. Detecção de Mycoplasma spp. por meio da cPCR baseada no gene RNAse 

P 

As amostras positivas na cPCR para Mycoplasma spp. baseadas no gene 

16S rRNA foram posteriormente submetidas à uma nova PCR, desta vez dirigida ao 

gene RNAse P. Das 9 amostras testadas, 66,67% (6/9) mostraram- se positivas na 

referida reação (Figura 5).  
 

 

 

Figura 5 . Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de 

etídeo referente à amplificação do gene RNAse P. M: marcador de peso 

molecular em escala de 100 pares de bases (Life Technologies®); 1: amostra 

(DNA extraído de bovino) positiva; C+: Controle positivo - DNA de Mycoplasma 

wenyonii; C-: Controle negativo (água ultra-pura esterilizada). 

 

5.5. Análise da identidade das sequências obtidas pelo BLASTn 

5.5.1.  Análise das sequências de Mycoplasma spp. para o gene 16S rRNA 

Dentre as nove amostras positivas sequenciadas, foi possível obter nove 

sequências com qualidade referentes ao gene 16S rRNA, por meio da análise 

de qualidade obtida pelo programa PhredPhrap. A análise das sequências 

obtidas quando submetidas ao BLASTn revelou porcentagens de identidade 

variando entre 99 a 100% com sequências de ‘Candidatus Mycoplasma 
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haemobos’ e Mycoplasma wenyonii previamente depositadas no GenBank 

(Tabela 2). A cobertura das sequências analisadas (“Query coverage”) e o E-

value foram de 100% e 0, respectivamente. Devido à fraca intensidade da 

banda formada, não foi possível obter um sequenciamento de qualidade 

referente ao gene RNAse P, impossibilitando a realização de inferências 

filogenéticas baseadas neste gene. 

 

Tabela 2 . Porcentagem de identidade (BLASTn) das sequências 16S rRNA 

de hemoplasmas obtidas de amostras de sangue de bovinos de corte no 

Pantanal Sul - matogrossense com sequências previamente depositadas no 

GenBank. 

Sequência/ 

Bezerro 

Espécie de 

Mycoplasma spp. 

Identidade 

(%) 

 
País 

Número de 

acesso 

(GenBank) 

 
S1/B165 

 
‘Candidatus Mycoplasma 

haemobos’ 

 
100 

 
Suíça 

 
EF616468 

S2/B184 Mycoplasma wenyonii 99 China AY769937 

S3/B186 Mycoplasma wenyonii 99 México KX171205 

S4/B187 Mycoplasma wenyonii 100 México KX171205 

 

S5/B120 

 

‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’ 

 

100 

 

Suíça 

 

EF616468 

S6/B145 Mycoplasma wenyonii 99 China EF221880 

S7/B146 Mycoplasma wenyonii 99 China EF221880 

S8/B152 Mycoplasma wenyonii 99 China EF221880 

S9/B155 Mycoplasma wenyonii 99 China EF221880 

 

5.5.2. Análise filogenética pelo método de Inferência Bayesiana  

O cladograma gerado pelo método de Inferência Bayesiana (BI) e modelo 

evolutivo GTR+G formou 12 clados, suportados por valores de probabilidade 

posterior que variaram de 51 a 100%. As sequências obtidas posicionaram-se 

em três clados (#1, #6 e #7), dois deles dentro do grupo Mycoplasma suis, e o 
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terceiro no grupo Mycoplasma haemofelis (Figura 6). 

As sequências S1 e S5, referente às amostras B165 e B120, 

respectivamente, posicionaram-se no primeiro clado, formando politomias, 

juntamente com sequências de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ provenientes 

de bovinos oriundas da Suíça (EF616468),  Taiwan (KJ883514; KJ883515) e 

China (EF460765). Dentre as politomias geradas no clado #1, houve também a 

formação de um ramo englobando as sequências de ‘CMh’ e Mycoplasma sp., 

provenientes de búfalos de Moçambique (MF992084) e da China (EF424082), 

respectivamente. Ainda, houve a formação de um ramo contendo as sequências de 

‘CMh’ provenientes de bovinos do Japão (EU367965) e de búfalos do Brasil 

(KY328834), posicionada filogeneticamente próxima a uma sequência de 

Mycoplasma sp. proveniente de cavalos da Suíça (FN421445). As sequências 

obtidas a partir das amostras B145, B146, B152, B155 e B184, por sua vez, 

agruparam-se no clado #6, onde mostraram-se filogeneticamente próximas a duas 

sequências de M. wenyonii detectadas em bovinos na Alemanha (FN392885; 

FN392886), na China (AY769937) e no Japão (EU367934), suportadas por uma 

sequência ancestral de Mw detectada em bovinos na China (EF221880). 

As sequências referentes às amostras B186 e B187 posicionaram-se num 

ramo politômico dentro do clado #7, juntamente com a sequência de M. wenyonii 

detectada em bovinos no México (KX171205).Dentre as politomias geradas, houve a 

formação de um ramo englobando as sequências de Mw detectadas em bovinos no 

Japão (EU367963) e na Áustria (KY412804), e em búfalos de Moçambique 

(MF981947). 
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Figura 6. Relação filogenética dentro do gênero Mycoplasma baseada em um 

fragmento de aproximadamente 800 pb referente ao gene 16S rRNA. A árvore 

filogenética foi inferida usando o método Bayesiano e o modelo evolutivo GTR + G. 

Entre parênteses estão evidenciados os genótipos de cada sequência obtidos pelo 

software PopArt. Os números em cada ramo são correspondentes aos valores de 

probabilidade posterior, maiores que 51% acessados com número de gerações igual 

a 1.000.000. Mycoplasma pneumoniae foi usado como grupo externo. 
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5.6. Análise de genótipos de Mycoplasma spp. baseada no gene 16S rRNA 

pelo software DnaSP 

Dentre as nove sequências analisadas, foram identificados 6 genótipos, 

apresentando π = 0,0889, Dh= 0,917 e K= 51,55556. (Tabela 4 ). O genótipo #1 

englobou as S1 e S5, referentes à ‘CMh’, enquanto os demais genótipos (#2, #3, 

#4, #5 e #6) englobaram as sequências de Mw.  

Tabela 4. Polimorfismos de sequências 16S rRNA de Mycoplasma sp. 

detectadas em bovinos de corte amostrados no Pantanal sul-matogrossense. 

 ~ 

(pb) 
 

N 
 

S 
 

GC% 
 

h 
 

Dh (média ± 
DP) 

 

π (média ± DP) 
 

K 

Gene 16S 
rRNA 

800 9 131 0,452 6 0,917 ± 0,073 0,08889 ± 
0,032 

51,55556 

N - número de sequências analisadas; S - número de sítios variáveis; GC - conteúdo G + 

C; h - número de genótipos; Dh - diversidade de genótipos; DP - desvio padrão; π - 

diversidade de nucleotídeos (por local); K - número de diferença de nucleotídeos 

 

5.7. Análise de distância pelo SplitsTree 

As sequências de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’, S1 e S5, referente 

às amostras B165 e B120, respectivamente, posicionaram-se próximas uma da 

outra. A sequência S5 posicionou-se no mesmo ponto que as sequências do 

referido agente detectadas em bovinos no Japão (EU367965), e em cães de 

Taiwan (KJ883514). Por sua vez, a sequência S1 posicionou-se no mesmo ponto 

que a sequência de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ previamente detectada 

em cães de Taiwan (KJ883515), e ambas ficaram estritamente próximas à 

sequência detectada em búfalos de Moçambique (MF992084). Adicionalmente, a 

sequência S5 demonstrou uma certa proximidade com a sequência obtida de 

búfalos no Maranhão, nordeste do Brasil (KY328834) (Figura 7). 
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Figura 7 . Análise de distância pelo software SplitsTree4 com os parâmetros 

“Neighbor-Net” e “Uncorrected p-distance” para o gene 16S rRNA de sequências 

de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’, mostrando proximidade e correlação com 

sequências previamente detectadas no Japão, Taiwan e Moçambique. 
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A análise de distância para as sequências de Mycoplasma wenyonii 

posicionou as sequências obtidas no presente estudo em dois clados. No 

primeiro clado, as sequências S3 e S4, referentes às amostras B186 e B187, 

respectivamente, agruparam-se com sequências previamente detectadas em 

bovinos no Japão (HM538187; AB711156), em ovelhas na Turquia (MF666879; 

MF377464) e em bovinos na China (AY946266; FJ375309) e no México 

(KX171205). Por sua vez, as sequências S2, S6, S7, S8 e S9, correspondentes 

às amostras B184, B145, B146, B152 e B155, respectivamente, agruparam-se no 

segundo clado, onde mostraram maior proximidade com sequências detectadas 

em bovinos na China (AY769937), Japão (EU367964) e Alemanha (FN392886) 

(Figura 8 ). Não houve proximidade significativa de nenhuma sequência do 

estado do Mato Grosso do Sul, com a sequência de Mycoplasma wenyonii 

previamente detectada em búfalos no estado do Maranhão, Nordeste do Brasil 

(KY328836). 
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Figura 8 . Análise de distância pelo software SplitsTree4 com os parâmetros 

“Neighbor-Net” e “Uncorrected p-distance” para o gene 16S rRNA de sequências 

de Mycoplasma wenyonii. 
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5.8. Análise filogeográfica pelo software PopART 

As sequências referentes ao gene 16S rRNA foram ainda submetidas ao 

software PopART “Population Analysis with Reticulate Trees” para inferências 

filogeográficas com aquelas previamente depositadas no GenBank. A rede de 

genótipos das sequências de M. wenyonii revelou a presença de sete 

genótipos. O genótipo #5 englobou o maior número de sequências, as quais 

eram oriundas da China, Áustria, Alemanha, Turquia, Moçambique, México, 

Estados Unidos, Japão, e do Brasil, pertencentes aos estados do Maranhão, e 

do Pantanal-MS (S3 e S4) obtidas no presente estudo. Infere-se que, o genótipo 

#5 seja precursor dos demais genótipos, visto que a partir dele ocorreram 

eventos mutacionais (simbolizados por riscos na linha) que geraram os genótipos 

#2 e #6. O genótipo #3, pertencente ao Japão, pode ter sido oriundo do genótipo 

#2 ou #6. O genótipo #2, por sua vez, englobou sequências do Pantanal-MS (S2, 

S6 e S7), da Alemanha e Inglaterra. Infere-se que o genótipo #4, que engloba 

sequências exclusivamente do Pantanal-MS (S8 e S9), tenha surgido a partir do 

genótipo #2, visto que entre eles ocorreu um número maior de eventos 

mutacionais. Os genótipos #1 e #7, assim como o #4, podem ter derivado do 

genótipo #2 (Figura 9 ). Os genótipos apresentados e seus respectivos locais 

estão representados na Figura 10. 
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Figura 9. Rede de genótipos formada entre as sequências de Mycoplasma wenyonii 

 

 

Figura 10. Filogeografia dos genótipos de Mycoplasma wenyonii obtidos na 

análise pelo software PopART. 
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 Por sua vez, a análise de distância das sequências de ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’ revelou a presença de dois genótipos. O genótipo #1 

englobou o maior número de sequências, as quais foram oriundas da Suíça, Japão, 

China, Moçambique, Taiwan, e do Brasil, dos estados do Maranhão, Paraná e do 

Pantanal (S1 e S5) obtidas no presente estudo. Infere-se que o genótipo #2 

pertencente à Suíça tenha surgido a partir do #1 (Figura 11). Os genótipos 

apresentados e seus respectivos locais estão expostos na Figura 12. 

 

Figura 13. Rede de genótipos formada entre as sequências de ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’. 
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Figura 14. Filogeografia dos genótipos de ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ 

obtidos na análise pelo software PopART. 
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6. DISCUSSÃO 

O presente trabalho mostrou, pela primeira vez, a ocorrência e a 

caracterização molecular de M. wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma haemobos’ em 

uma população de bovinos de corte no Brasil. Embora diversos estudos sugeriram 

que Mycoplasma spp. tem coevoluído com diversas espécies de animais, incluindo 

os seres humanos (Maggi et al., 2013), pouco se sabe a respeito da origem, 

evolução, transmissão e dispersão dos hemoplasmas. De fato, a epidemiologia dos 

micoplasmas hemotrópicos que parasitam animais domésticos, selvagens e seres 

humanos no Brasil ainda é pouco conhecida.  

A sorologia confirmou a endemicidade para T. vivax na região amostrada, fato 

este outrora observado por outros pesquisadores (Paiva et al., 2000; Madruga et al., 

2006). Imunossupressão vem sendo associada a infecções por T. vivax, predispondo 

o hospedeiro à coinfecções e até mesmo falhas vacinais contra outros patógenos 

(Yaro et al., 2016; Giordani et al., 2016). Das 9 amostras de bezerros positivas na 

PCR para hemoplasmas, 88,89% (8/9) mostraram-se soropositivas para T. vivax. 

Relato de coinfecção entre hemoplasmas e T. vivax já foi descrito na literatura 

(Bretaña et al., 2002). A patogenia da tripanossomíase é variável e os sinais clínicos 

são inespecíficos, representados por febre, anemia, fraqueza, abortamento, entre 

outros, semelhantemente aqueles encontrados na hemoplasmose. Embora a 

hemoplasmose dificilmente leve os animais a óbito, tais agentes podem intensificar a 

virulência de coinfecções (Hornok et al., 2012).  

A ocorrência de hemoplasmas detectada neste estudo em bovinos de corte 

(2,25% [9/400]; 77,7% [7/9] para M. wenyonii e 22,22% [2/9] para ‘Candidatus 

Mycoplasma haemobos’) foi menor que aquelas encontradas em bovinos de leite 

nos estados brasileiros de Rondônia (64,7% [207/320]) (Witter et al., 2017); Paraná 

(61% [264/433]) (Girotto et al., 2012) e Santa Catarina (40,9% [9/22]) (Girotto-Soares 

et al., 2016). A porcentagem de animais positivos no presente estudo foi inferior 

àquelas reportadas para bovinos de leite nos demais países estudados, como Japão 

(Tagawa et al., 2013), Suíça (Meli et al., 2010), China (Su et al., 2010), Inglaterra 

(McAuliffe et al., 2006).  

Tendo em vista que os mecanismos de transmissão dos hemoplasmas ainda 

não foram completamente elucidados, haja vista que nenhum vetor biológico foi 
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identificado até o momento, tais vetores artrópodes possivelmente possuem papel 

apenas na transmissão mecânica destes agentes (Neimark et al., 2001; Messick, 

2004). Ademais, a impossibilidade de cultivo in vitro dos hemoplasmas dificulta a 

realização de estudos de competência vetorial (de la Fuente et al., 2017; Beerntsen 

et al., 2000). 

Recentemente, carrapatos da espécie Rhipicephalus (Boophilus) microplus  

(Canestrini, 1887) foram incriminados como vetores mecânicos de hemoplasmas 

(Shi et al., 2018). Desta forma, a baixa ocorrência de hemoplasmas nos bovinos de 

corte amostrados no presente estudo pode ser reflexo da resistência à ectoparasitas 

que bovinos zebuínos (Bos indicus) apresentam em relação aos taurinos (Bos 

taurus). Diversos estudos têm demonstrado que bovinos da raça Nelore apresentam 

alta resistência genética contra alguns patógenos e ectoparasitas, principalmente a 

carrapatos (Oliveira et al., 2013). Tal resistência pode estar associada a alguns 

fatores como o comportamento auto-limpante do bovino, às características do pêlo 

(Ibelli et al., 2012), aos genes que expressam lipocalinas e queratina (Kongsuwan et 

al., 2010), entre outros. De fato, a maior parte dos estudos realizados ao redor do 

mundo avaliaram a ocorrência de hemoplasmas em bovinos de leite (taurinos) 

(Inglaterra - McAuliffe et al., 2006; Japão - Tagawa et al., 2008; China Su et al., 

2010; Suíça - Meli et al., 2010, entre outros). 

Para a detecção de ‘CMh’ e Mw utilizaram-se ensaios de PCR baseados no 

gene 16S rRNA, responsável por codificar a subunidade menor do RNA ribossomal 

(SSU rRNA). Presente em todas as bactérias, a função deste gene permaneceu a 

mesma ao longo da evolução, tratando-se de um gene conservado que apresenta 

tamanho grande o suficiente (~1500 pb e com aproximadamente 50 domínios 

funcionais) que possibilite análises de tipagem molecular (Patel, 2001). Tal gene se 

apresenta em múltiplas cópias no genoma bacteriano, diferentemente de outros 

genes que apresentam somente uma cópia. A presença de várias cópias pode estar 

associada aos elevados níveis de transcrição do gene, necessários para suprir a 

demanda de moléculas de RNA para montagem de ribossomos (Zaha, Ferreira & 

Passaglia, 2014). Mesmo com a multiplicidade de cópias que o gene apresenta, a 

detecção de hemoplasmas pela cPCR mostrou-se baixa no presente estudo.  
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As sequências de ‘CMh’ e Mw posicionaram-se em dois subgrupos distintos 

na análise Bayesiana: enquanto as sequências de ‘CMh’ foram alocadas no grupo 

de M. haemofelis, aquelas de Mw foram posicionadas no grupo M. suis. A topologia 

de análises filogenéticas baseadas em fragmentos do gene 16S rRNA comumente 

dividem os hemoplasmas nesses dois subgrupos (Maggi et al., 2013). O mesmo 

padrão filogenético pôde ser observado em estudos realizados com hemoplasmas 

em bovinos de leite no Brasil (Witter et al., 2017), búfalos selvagens (Syncerus 

caffer) em Moçambique, na África (Gonçalves et al., 2018), pequenos ruminantes na 

Turquia (Aktas & Ozubek, 2017), bovinos na Alemanha, Suíça e Japão (Hoelzle et 

al., 2010; Meli et al., 2010; Tagawa et al., 2008) e em renas (Rangifer tarandus) nos 

Estados Unidos (Stoffregen et al., 2006).  

Análises de distância baseadas no gene 16S rRNA foram realizadas para as 

sequências referentes ao gene sob estudo. Tais análises possibilitam visibilizar 

relações entre as sequências que não são vistas por outros métodos de inferência 

filogenética, observando eventos complexos que ocorreram ao longo da evolução, 

como duplicação e perda de genes, transferência horizontal, entre outros (Huson & 

Bryant, 2006). Desta forma, as análises pelo software SplitsTree agruparam as 

sequências de Mw (S3 e S4) em um clado com proximidade a sequências do México 

(KX171205), China (FJ375309; AY946266), Japão (HM538187; AB711156) e 

Turquia (MF666879; MF377484), enquanto as demais (S2, S6, S7, S8 e S9) 

agruparam-se em outro grupo, proximamente relacionadas com sequências da 

China (AY769937), Japão (EU357964) e Alemanha (FN392885). O posicionamento 

das sequências S3 e S4, e da sequência do México (KX171205), na análise de 

distância corroborou com a análise realizada pelo método BI, assim como a análise 

das demais sequências (S2 e S6-S9), que posicionaram-se próximas às sequências 

da China (AY769937), Japão (EU367964) e Alemanha (FN392886). 

Na análise de distância das sequências de ‘CMh’ (S1 e S5) foi possível 

observar maior proximidade com sequências de Taiwan (KJ883515; KJ883514), do 

Japão (EU367965) e de Moçambique (MF992084), assim como observado pela 

análise BI, na qual posicionaram-se no mesmo clado. A sequência proveniente da 

Suíça (EF616468), com a qual também compartilharam um ancestral comum nas 

análises filogenéticas, mostrou-se um pouco mais distante das sequências S1 e S5 
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de ‘CMh’ oriundas do Pantanal brasileiro pela análise de distância, demonstrando 

que entre elas houve um maior número de eventos mutacionais ao longo da 

evolução, resultando nesse pequeno distanciamento.  

Os resultados do PopART, por sua vez, exploram dados genéticos 

populacionais por meio de rede de genótipos, permitindo visualizar a biogeografia, 

as relações genealógicas e a história das populações (Leigh & Bryant, 2015). A rede 

de genótipos formada com as sequências de ‘CMh’ (S1 e S5) obtidas no presente 

estudo e retiradas do GenBank revelou a presença de dois genótipos. O genótipo 

#1, o qual compreendeu maior número de sequências, englobou aquelas 

provenientes do Pantanal brasileiro (S1 e S5), Suíça e de Taiwan, as quais 

mostraram-se próximas nas análises BI e de distância, indicando que as mesmas 

representam o mesmo genótipo. 

Por outro lado, a rede de genótipos de Mw revelou a presença de 7 genótipos. 

As sequências oriundas do Pantanal brasileiro posicionaram-se em três deles (Gen 

#2, Gen #4 e Gen #5). Já pela análise de distância, as sequências S8 e S9 

posicionaram-se isoladas, mais distante das demais. Tal posicionamento corrobora 

com as análises do PopART, por meio das quais tais sequências corresponderam ao 

genótipo #4, o qual foi composto apenas por estas duas sequências. Tais achados 

indicam que ambas pertencem ao mesmo genótipo e divergem dos demais, embora 

tenham compartilhado o mesmo ancestral das sequências S2, S6 e S7, que foram 

classificadas como genótipo #2, o qual também englobou sequências provenientes 

da Alemanha e da Inglaterra. Apesar de compartilharem o mesmo genótipo, as 

sequências S2, S6 e S7 posicionaram-se distantes da sequência detectada na 

Inglaterra pelas análises de distância e BI, por meio das quais mostraram maior 

proximidade filogenética (BI) com aquelas provenientes da China, Japão e 

Alemanha. 

As sequências S3 e S4 de Mw compreenderam o genótipo #5, juntamente 

com sequências provenientes da China, Japão, Alemanha, Austria, Turquia, 

Moçambique, Estados Unidos, México e Brasil. A sequência do México compartilhou 

o mesmo ancestral comum que as sequências S3 e S4 nas análises filogenéticas, 

sendo que as mesmas posicionaram-se próximas na análise de distância, 

corroborando entre si. Outrossim, é importante ressaltar que enquanto sequências 
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de ‘CMh’, Mw e de outras espécies de Mycoplasma spp. foram utilizadas na análise 

bayesiana, apenas sequências de ‘CMh’, Mw e Mycoplasma sp. foram utilizadas nas 

análises de distância e rede genotípica. Apesar da divergência entre algumas 

sequências, as análises realizadas corroboraram entre si.  

Por fim, verificou-se uma baixa ocorrência de hemoplasmas em bovinos de 

corte no Pantanal brasileiro, mesmo com o endemismo de T. vivax, o qual pode 

causar imunossupressão nos animais infectados..  
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7. CONCLUSÃO 

Baixa ocorrência de Mycoplasma wenyonii e ‘Candidatus Mycoplasma 

haemobos’ foi verificada em bovinos de corte do Pantanal brasileiro, mesmo com o 

alto endemismo para tripanossomíase por T. vivax. O presente trabalho relatou, pela 

primeira vez, a ocorrência molecular de ‘CMh’ e M. wenyonii em bovinos de corte na 

América Latina. A despeito da conservação do gene 16S rRNA, foi verificado 

considerável diversidade de genótipos de hemoplasmas infectando os bovinos de 

corte amostrados.  
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