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1. INTRODUÇÃO

Mycoplasmas são bactérias que não possuem parede celular e pertencem à 
família Mycoplasmataceae, extremamente pequenos e fazem parte de um grupo 
maior  da  classe  Mollicutes,  que  inclui  outras  bactérias  como  Ureaplasmas, 
Acholeplasmas,  Espiroplasmas  e  os  recém-classificados  Haemoplasmas 
(NICHOLAS,  2004;  CASWELL  E  ARCHAMBAULT,  2008;  GAUTIER-
BOUCHARDON, 2018; LANAO; CHAKRABORTY; PEARSON-SHAVER, 2022). 

Na medicina veterinária,  muitas  espécies  de Mycoplasma são de grande 
importância  clínica,  pois  causam várias  doenças  em animais,  como infecções 
respiratórias, mastite, conjuntivite, anemia, artrite e aborto (BÜRKI; FREY; PILO, 
2015;  MCAULIFFE  et  al.,  2004;  NICHOLAS;  FOX;  LYSNYANSKY,  2016; 
GAUTIER-BOUCHARDON, 2018). Não está bem elucidado o comportamento das 
espécies  para  infecção  de  seus  hospedeiros  e  são  escassos  os  trabalhos 
envolvendo identificação direta desses microrganismos (isolamento em meios de 
cultura,  esfregaço  de  sangue  periférico  e  técnicas  moleculares),  além  disso 
Mycoplasma spp. já foram encontradas em humanos imunossuprimidos. (SYKES; 
CHALKER, 2023)

Para identificar as espécies de Mycoplasma de importância veterinária, os 
pesquisadores comumente utilizam o isolamento em meios seletivos específicos. 
No entanto,  Mycoplasma spp. são geralmente exigentes,  com um crescimento 
lento,  tornando  seu  isolamento  em  cultura  pura  um  processo  desafiador  e 
demorado  (JEFFERY  et  al.,  2007;  GAUTIER-BOUCHARDON,  2018).  Dessa 
forma, a utilização de técnicas moleculares, como PCR em tempo real representa 
um teste confiável  de alta sensibilidade para a detecção de  Mycoplasma spp. 
Para a identificação de espécies de Mycoplasma se realiza análise da sequência 
do  gene  16S  do  RNA  ribossômico  (rDNA),  utilizada  para  a  diferenciação  de 
Mycoplasma spp.  (JEFFERY  et  al.  2007;  GHORASHI;  NOORMOHAMMADI; 
MARKHAM, 2010; REBELO; PARKER; CAI, 2011; AZARI et al., 2019).

Logo,  nesse  trabalho  buscamos  desenvolver  primers  para  a  detecção  e 
diferenciação de Mycoplasma spp. as diferentes espécies do microrganismo, em 
diferentes hospedeiros de interesse veterinário, que têm como alvo o gene  16S 
rDNA.

2. METODOLOGIA

Para o desenho dos primers, visando distinguir as espécies de Mycoplasma 
spp., o banco de dados GenBank, do National Center of Biotecnology Information 
(NCBI), foi utilizado para obtenção das sequências de DNA referentes ao gene 
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16S rDNA de Mycoplasma spp. As sequências selecionadas, essas descritas na 
tabela 1, analisadas e alinhadas utilizando o software Mega11 (Tamura, Stecher, 
and  Kumar,  2021),  o  consenso  das  sequências  da  mesma  espécie  de 
microrganismo  foi  anotado,  e  posteriormente  utilizado  no  mesmo  software 
escolhendo um ponto promissor para os primers. O produto de PCR será predito 
e analisado pelo software AmpliFx (Inst  Neurophysiopathol,  Marseille,  France). 
Para  evitar  a  formação  de  dímeros  e  reações  ineficientes,  as  propriedades 
termodinâmicas e interações primer-primer foram  avaliadas usando os softwares 
Oligo-Explorer  v1.2 e Oligo-Analyzer v1.1.2 (Gene LinkTM, EUA),  e Sequence 
Manipulation Suite (Bioinformatics.org).  A especificidade dos primers e se eles 
anelam no genoma dos hospedeiros será aferida utilizando a ferramenta Primer-
BLAST do NCBI. Os primers selecionados serão sintetizados pela Sigma-Aldritch 
(Merck KgaA, EUA). 

Tabela  1: Espécies,  hospedeiros  e  código  das  sequências  no  GenBank 
utilizados. 

Espécie Hospedeiro Número de depósito GenBank
Mycoplasma arginni Bovino; Canino; Felino; Ovino M24579.1.
Mycoplasma bovirhinis Bovino; Equino; Ovino U44766.1; LC158834.1; 

AB680687.1.
Mycoplasma bovis Bovino; Ovino NR 102850.2.
Mycoplasma canis Bovino; Canino AF340023.1; AB680678.1; 

MZ221174.1; AB848714.1.
Mycoplasma edwardii Canino; Felino U73903.1; JX843737.1.
Mycoplasma fastidiosum Equino NR 024987.1; NR 024987.1; 

AF125878.1.
Mycoplasma flocculare Suíno L22210.1; X62699.1.
Mycoplasma haemocanis Canino; Felino MZ221173.1; MZ221172.1; 

MZ221170.1.
Mycoplasma haemofelis Bovino; Felino KY709688.1; EU145745.1.
‘Candidatus Mycoplasma 
haemominutum’

Bovino; Felino MW598403.1; EU285281.1; 
AM691834.1; AY297712.1; 
AY529634.1.

Mycoplasma hyopnemonie Suíno Y00149.1; E02783.1.
Mycoplasma hyosynoviae Suíno AF465777.1; U26730.1.
Mycoplasma maculosum Canino AB680679.1; AF221116.1.
Mycoplasma molare Canino AF412985.1; AF221116.1; 

AB680679.1.
‘Candidatus Mycoplasma 
turicensis’

Canino; Felino DQ464425.1; DQ464424.1.

3. RESULTADOS

 Devido ao futuro depósito de patente, os pares de primers selecionados não 
serão descritos nos resultados. Utilizando as ferramentas descritas foi possível 
desenvolver  primers  dentro  dos  parâmetros  de  qualidade  estabelecidos  pelos 
softwares, que não anelam de forma funcional nos hospedeiros e com produto de 
PCR ótimo para as futuras análises. Como perspectiva futura buscamos utilizar 
esses primers desenvolvidos na padronização de diagnósticos moleculares para 
Mycoplasma spp.



4. CONCLUSÕES

 Neste  estudo,  desenvolvemos  primers  específicos  para  a  detecção  e 
diferenciação de diferentes espécies de Mycoplasma spp., utilizando o gene 16S 
rDNA como alvo. Com isso, nosso trabalho contribui para o avanço no diagnóstico 
molecular de  Mycoplasma spp. em animais de interesse veterinário. Os primers 
não foram descritos no estudo devido a futuros depósitos de patentes. 
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