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Resumen

Los micoplasmas son responsables de varias infec-
ciones en pequeños rumiantes. En Brasil se han detectado mi-
coplasmas potencialmente patógenas en el conducto auditivo 
externo sano de caprinos y bovinos y en asociación con ácaros, 
pero nunca se han detectado en ovinos. La presente investigaci-
ón tuvo como objetivo evaluar la conjuntiva y el oído externo 
como fuente de infección silenciosa de micoplasmas en ovinos. 
Se obtuvieron muestras de frotis del conducto auditivo exter-
no y ocular de cuarenta y cinco ovinos (machos y hembras). 
Fueron realizadas las pruebas de Detección molecular (PCR) y 
aislamiento de Mycoplasma spp. Se determinó la concentración 
mínima inhibitoria para el aislamiento, utilizando oxitetracicli-
na, cloranfenicol, tilosina y ácido nalidíxico. Fue aislado Myco-
plasma conjunctivae a partir de la conjuntiva ocular de un ovino 
sano, además de la detección molecular de M. agalactiae y M. 
mycoides subsp. capri en ambos sitios anatómicos de ovinos del 
Estado de São Paulo, Brasil. El análisis filogenético reveló pro-
ximidad y similitud con un aislado de ovino y de cabra estadou-
nidenses. La conjuntiva ocular y el oído externo de los ovinos 
son sitios anatómicos que pueden portar micoplasmas patógenos 
provocando infecciones a ovinos vulnerables.
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Detection of potentially pathogenic species of the genus Mycoplasma in the 
conjunctiva and external ear of sheep

Abstract

Mycoplasmas are responsible for several infections in 
small ruminants. Potentially pathogenic mycoplasmas have al-
ready been detected in the external ear canal of Brazilian healthy 
goats and cattle, and in association with mites, but not in sheep. 
The present research aimed to evaluate the role of the conjunc-
tiva and external ear as a silent source of micoplasmas in sheep. 
Ocular and external ear canal swab samples were obtained from 
forty-five male and female sheep. Molecular detection (PCR) 
and isolation of Mycoplasma spp. were performed. Minimum 
inhibitory concentration was performed using oxytetracycline, 
tylosin, chloramphenicol and nalidixic acid. We describe the 
isolation of Mycoplasma conjunctivae fromthe ocular conjunc-
tivae of a healthy sheep, besides the molecular detection of M. 
agalactiae and M. mycoides subsp. capri in both anatomical 
sites in sheep from the State of São Paulo. Phylogenetic anal-
ysis revealed proximity and similarity with an American sheep 
and goat isolates. The ocular conjunctiva and the external ear 
of sheep are keepers of potentially pathogenic veterinary myco-
plasmas which can infect vulnerable sheep.
 
Keywords: Mollicutes, Mycoplasma conjunctivae, Minimum 
inhibitory concentration, Sheep.
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Introducción

Los micoplasmas son bacterias pleiomórficas conside-
radas como los organismos más pequeños capaces de reprodu-
cirse (Razin y Hayflick, 2010; Tortora et al., 2012). Suelen ser 
anaerobios facultativos, pero algunas especies pueden sobrevivir 
en microaerofilia con una concentración de CO2 entre el 5 y el 
10% (Quinn et al., 2005). Pertenecen a la clase Mollicutes y son 
reconocidos por no tener pared celular y por la gran cantidad 
de hospedadores, pudiendo parasitar mamíferos, reptiles, peces, 
artrópodos y plantas (Razin y Hayflick, 2010).

Los micoplasmas son causantes de enfermedades en 
pequeños rumiantes. M. mycoides subsp. capri.  puede ser uno 
de los agentes causantes de la pleuneumonía contagiosa caprina 
(PCC), además de ocasionar conjuntivitis, mastitis y artritis en 
caprinos, se ha detectado en ovinos (Shahet al., 2017). M. aga-
lactiae es el agente etiológico de la agalactia contagiosa (OIE, 
2013), enfermedad con notificación obligatoria que se ha de-
tectado en Brasil, especialmente en la región noreste (Alves et 
al.,2013; Azevedo et al.,2006; Peixotoet al., 2018). M. conjunc-
tivae es un agente conocido por ocasionar queratoconjuntivitis 
infecciosa (Van Halderenet al., 1994, Fernández-Aguilar et al., 
2013) y en Brasil se aisló por primera vez en el estado de São 
Paulo (Gregory et al.,2003). M. conjunctivae se detectó por reac-
ción en cadena de la polimerasa (PCR) en ovinos sanos y ovinos 
con conjuntivitis en el estado de Pernambuco, Brasil (Almeida 
Neto et al., 2004). Otras especies como M. capricolum subsp. 
capricolum y M. capricolum subsp. capripneumoniae (este úl-
timo como causante de la pleuroneumonía caprina infecciosa) 
se han descrito en varios países (Awanet al., 2009; Kumar et 
al.,2011). Sin embargo, en Brasil, estos micoplasmas han sido 
inofensivos para los rebaños de ovinos.

Los micoplasmas suelen ser específicos de una especie 
(Whitford et al., 1994) y generalmente suelen estar presentes en 
sitios anatómicos específicos de cada infección. Sin embargo, ya 
se han detectado muchas especies en diferentes tejidos (Santos 
et al., 2009; Aguilar et al., 2019), lo que indica el papel de estos 
sitios como reservorios de estas bacterias en los rebaños. Se han 
detectado micoplasmas en el oído externo de rebaños caprinos y 
bovinos brasileños (Pereira et al., 2003; Santos et al., 2009), pero 
estas bacterias no se han estudiado en ovinos. Por esta razón, de-
bemos de entender importancia económica de Mycoplasma spp. 
en la cría de ovinos. Este estudio tuvo como objetivo detectar 
estos microorganismos y su relevancia en la conjuntiva ocular y 
en el oído externo de ovinos sanos y neumónicos.

Materiales y métodos

El presente trabajo fue realizado de acuerdo con los principios 
éticos de la investigación animal adoptados por el Comité de 
Ética para el uso de animales de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria y Zootecnia de la Universidad de Sao Paulo (#Protocolo 
1740110219).
Se estudiaron cuarenta y cinco ovinos machos y hembras, de tres 

granjas de cría semi-intensivas (N = 33ovinos) y del Hospital 
para Bovinos y Pequeños Rumiantes de la Facultad de Medi-
cina Veterinaria y Ciencia Animal, Universidad de São Paulo 
(N = 12ovinos). Los ovinos fueron seleccionados al azar. Los 
animales no mostraron signos clínicos de conjuntivitis y / u oti-
tis, pero fueron caracterizados como sanos y neumónicos, con-
forme descrito por Franco et al. (2019). En el examen físico se 
evaluaron parámetros vitales (frecuencia respiratoria, frecuencia 
cardíaca, temperatura rectal y movimientos ruminales) y las vías 
respiratorias inferiores y superiores. Se consideró que los ovinos 
neumónicos tenían al menos dos de los siguientes parámetros: 
frecuencia respiratoria superior a los 30 movimientos respira-
torios por minuto, tos, temperatura rectal superior a 40 ° C y 
sonido anormal en auscultación torácica.
Las muestras de hisopos o con cotonetes se obtuvieron del oído 
externo (derecho e izquierdo) girándolos dentro durante 30-45 
segundos y las muestras de la conjuntiva ocular (derecha e iz-
quierda) se obtuvieron por frotación da conjuntiva ocular. Inme-
diatamente a la salida del conducto auditivo y ocular respectiva-
mente, los hisopos se colocaron en un medio de transporte que 
contenía sacarosa, fosfato de sodio monobásico, fosfato de sodio 
dibásico, suero de caballo, acetato de talio y penicilina. Estas 
muestras se almacenaron en nitrógeno líquido.
El cultivo y el aislamiento de micoplasmas se realizó en agar y 
caldo SP-4 (Tully, 1995), como se describe: las muestras fueran 
homogeneizadas vigorosamente y se filtraron inicialmente con 
filtros estériles de 0,45 µm (Kasvi, Paraná, Brasil). Se agregaron 
doscientos microlitros de cada muestra filtrada a 1800 µl de cal-
do SP-4 y se sembraron 100 µl de cada muestra filtrada en agar 
SP-4. Se incubaron tubos y placas a 35±2 º Cenaerobiosis con 
5% de CO2y fueron observadas durante quince días. La caracte-
rización de micoplamas en el ágar ocurrió por la producción de 
colonias típicas de “huevo frito”, fermentación de glucosa y / o 
hidrólisis de arginina. En los tubos, la presencia de micoplasma 
se caracterizó por ausencia de turbidez y fermentación de gluco-
sa y / o hidrólisis de arginina (Brown et al., 2010). 
La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizó para la 
detección molecular de Mycoplasma spp. directamente en las 
muestras, así como para la confirmación de las colonias aisla-
das. La extracción de ADN se realizó como lo describen Boomet 
al., (1990) y la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) se 
realizó logrado inicialmente para detectar microorganismos de 
micoplasmas utilizando los primers MGS0 (5’-TGCACCATC-
TGTCACTCTGTTAACCTC-3’) y GP03 (5’-GGGAGCAAA-
CAGGATTAGATACCCT-3) (van Kuppeveldet al., 1992). Las 
muestras positivas se volvieron a analizar para detectar M. aga-
lactiae (MagF: 5’-CCT TTT AGA TTG GGA TAG CGG ATG 
- 3’/ MagR: 5’- CCG TCA AGG TAG CGT CAT TTC CTA C 
- 3’) (Chávez-Gonzales et al., 1995), M. mycoidessubsp. capri 
(MMMLC2-L: 5′-GATTTAACTTCTCATGCAAC-3′/ MMML-
C2-R: 5′-AAGTAAAAATGAAAGAATTTTA-3′[1], y M. con-
junctivae (McoF1: 5’- GTATCTTTAGAGTCCTCGTCTTT-
CAC-3 / Mco1: 51- CAGCGTGCAGGATGAAATCCCTC-3’)
(Giacometti et al., 1999).
Se realizó una prueba de concentración mínima inhibitoria para 
colonias aisladas según Hannan, (2003). Los aislamientos fueron 
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confrontados a los siguientes fármacos oxitetraciclina, tilosina, 
cloranfenicol y ácido nalidíxico, disponibles en el laboratorio y 
que se utilizan a menudo contra la enfermedad micoplamosis.
El análisis filogenético se realizó utilizando una secuencia par-
cial del gen 16S rRNA (van Kuppeveld et al., 1992) de los ais-
lamientos obtenidos. Los productos de PCR fueron purificados 
por Exosap-IT (GE) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
El kit de secuenciación Big Dyeterminator v.3.0 (Life) y el kit 
de purificación X-terminator (Life) se utilizaron durante el pro-
tocolo de secuenciación de ADN. Las muestras se colocaron en 
el secuenciador de ADN automatizado ABI 3130 (ABI). Las 
secuencias fueron editadas y alineadas en el software BioEdit 
7 Sequence Alignment Editor. Las secuencias de nucleótidos 
se analizaron en MEGA X (Kumar et al., 2018). Se seleccio-
nó el método de unión de vecinos para la reconstrucción filo-
genética de las secuencias de micoplasma con el método de 
Tamura-Neicomo modelo de sustitución (Tamura y Nei, 1993), 
y 10 000 bootstreps para el cálculo de estimaciones de filoge-
nia. El porcentaje de similitud y la distancia genética se realizó 
con secuencias detectadas en este estudio y otros aislamientos 
pertenecientes a la misma especie. Los números de acceso de 
GenBank de las secuencias utilizadas se describen en la tabla 1.

La asociación entre la detección molecular de mico-
plasmas y la enfermedad respiratoria de los ovinos se evaluó 
mediante la prueba de Chi-Cuadrado de Pearson o la Prueba 

Exacta de Fisher. La significancia fue dada por P< 0,05. Los 
cálculos se realizaron en SPSS v. 25.0 (IBM, Estados Unidos).

Resultados

Se detectaron micoplasmas molecularmente en las 
muestras de conducto auditivo externo (32,2%; 29/90) y conjun-
tiva (26,7%; 24/90). De las muestras positivas a micoplasmas, 
M. agalactiae solo se detectó en la conjuntiva (16,7%; 04/24). 
M. conjunctivae y M. mycoides subsp. capri se detectaron en el 
canal auditivo externo (3,4% (01/29); 10,3% (3/29), respectiva-
mente) y la conjuntiva (12,5% (03/24); 4,2% (01/24), respecti-
vamente). Entre las muestras positivas a micoplasmas, el 86,2% 
(25/29) del oído externo y el 66,7% (16/24) de la conjuntiva 
ocular no tenían las especies determinadas por los primers aquí 
utilizados. 

En cuanto a la enfermedad respiratoria, seis ovinos se 
consideraron neumónicos y 39 sanos. M. agalactiae se detectó 
solo en la conjuntiva ocular de ovinos sanos, mientras que M. 
capri se detectó solo en el canal auditivo de animales enfer-
mos. M. conjunctivae se detectó en ambos sitios anatómicos de 
los dos grupos (Tabla 2). No hubo asociación entre la detección 
molecular de micoplasmas y la enfermedad respiratoria ovina.

Tabla 1: Números de acceso de GenBank utilizados en el análisis genético.
Genbank Microorganismos Referencia
DQ156346 M. conjunctivae Jansen et al. 2006
DQ156347 M. conjunctivae Jansen et al. 2006,
NR074135 M. conjunctivae Calderon-Copete et al. 2008
FJ226571 M. conjunctivae Volokhov et al. 2012
NR044781 M. conjunctivae Pettersson, Uhlen, Johansson, 1996.
NR041743 M. arginini Pettersson et al., (2000)
NR044667 M. agalactiae Weisburg et al., (1989)
NR102850 M. bovis Wise et al. (2011)
D78650 U. diversum Harasawa y Cassell (1996)
NR113686 M. hyorhinis Nakagawa et al. (2011) - Unpublished
NR121731 M. bovoculi Calcutt and Foecking (2014)
NR025182 M. dispar Johansson and Pettersson (2008) - Unpublished

Tabla 2. No existe asociación entre la detección de micoplasmas en el conducto auditivo externo o conjuntiva ocular y en-
fermedad respiratoria ovina. Los resultados se dieron en relación con el número de animales estudiados (N = 45) y se ex-
presaron como % (N / T), siendo N el número de animales positivos y T el número total de animales. Los valores de P 
se obtuvieron mediante la prueba de Chi-Cuadrado de Pearson o la prueba exacta de Fischer, con significancia cuando P < 0,05. 

Microrganismo
Neumónico Saludable P-valor Neumónico Saludable P-valor

Conducto auditivo Conjunctivaocular

Mollicutes 50,0 (03/06) 41,0 (16/39) 0,697 50,0 (03/06) 48,7 (19/39) 1,000
M. agalactiae 00,0 (00/06) 00,0 (00/39) - 33,3 (02/06) 05,1 (02/39) 1,000
M. capri 02,6 (01/06) 00,0 (00/39) 0,252 00,0 (00/06) 00,0 (00/39) 0,140
M. conjunctivae 00,0 (00/06) 02,6 (01/39) 0,692 16,7 (01/06) 2,6 (01/39) 0,262
Indeterminado 33,3 (02/06) 38,4 (15/39) 1,000 50,0 (03/06) 41,0 (16/39) 0,683
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Se aislaron colonias de “huevos fritos” fermentado-
res de glucosa de la conjuntiva de un ovino sano del hospital 
veterinario universitario. El método de PCR confirmó estas 
colonias como Mycoplasma conjunctivae (denominada como 
cepa SP317). Se extrajo el ADN y se secuenció una secuencia 
parcial del gen del ARNr 16S (número de acceso de Genbank: 
MK656520). El análisis filogenético reveló proximidad (1,1) y 
similitud (98.8%) con aislado de M. conjunctivae de ovino y de 
cabra de los Estados Unidos (tabla3), confirmando los resultados 
observados en el árbol filogenético (Figura 1). 

El alineamiento de las secuencias de nucleótidos mos-
tró diferencias en los últimos nucleótidos (Figura 2).

Se determinó la concentración mínima inhibitoriapara 
el aislado de M. conjunctivae, utilizando cuatro antibióticos. La 
CMI fue 0,5 µg / ml para oxitetraciclina, 4 µg / ml para cloranfe-
nicol, 0,5 µg / ml para tilosina y 32 µg / ml para ácido nalidíxico. 

Figura 1: Árbol filogenético que demuestra la relación entre un 
aislado de Mycoplasma conjunctivae de la mucosa ocular de una 
ovino del estado de São Paulo, Brasil, y otros aislamientos de 
ovinos y caprinos.
Nota: La muestra con un diamante negro indica el aislado obte-
nido en la presente investigación. Las muestras con un diamante 
blanco indican aislamientos de M. conjunctivae.
El árbol filogenético se infirió utilizando el método de máxi-
ma verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei (Tamuray y Nei, 
1993). Los análisis evolutivos se realizaron en MEGA X (Ku-
maret al., 2018).

Figura 2: Alineamiento de secuencias de nucleótidos del gen de ARNr 16S (secuencia parcial) de M. conjunctivae de un ovino bra-
sileño (MK656520) y otros aislados de ovino (NR044781, DQ156346, DQ156347, NR074135) y de cabra (FJ226571). Los puntos 
indican identidad con la cepa MK656520.
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Discusión

Se estudió la presencia de micoplasmas potencialmen-
te patógenos en el conducto auditivo externo y en la conjuntiva 
de ovinos sanos y con enfermedad respiratoria. Se detectaron 
molecularmente especies importantes en los dos sitios anatómi-
cos de ambos grupos de ovinos, además del aislamiento de M. 
conjunctivae de un ovino sano. Los resultados indican que el 
canal auditivo y la conjuntiva son importantes reservorios de 
micoplasmas y posibles puntos de entrada silenciosos para en-
fermedades en el rebaño.

La presencia de micoplasmas potencialmente patóge-
nos en rumiantes como bovinos y caprinos es recurrentemen-
te mencionada en la literatura (DaMassa, 1983; Mercier et al., 
2007; Amores et al.,2010) por lo que en ovinos no son mencio-
nados. En este trabajo, fueron detectadas por la técnica laborato-
rial de PCR las especies M. mycoides subsp. capri y M. agalac-
tiae, patógenos bien conocidos de la agalaxia contagiosa (Scott, 
2011). Estos microorganismos se han identificado en los sitios 
auriculares y oculares de bovinos brasileños (Pereira et al.,2003) 
y caprinos y ovinos de otros países (Mothaet al., 2003), sien-
do en este presente estudio la primera identificación en ovinos 
brasileños. Estas especies pueden causar enfermedades respira-
torias en pequeños rumiantes (Scott, 2011). Aunque estos micro-
organismos se han identificado en la conjuntiva ocular y el con-
ducto auditivo externo de ovinos neumónicos, la asociación de 
la presencia de estos agentes y la enfermedad respiratoria de los 
ovinos no fue significativa en este estudio. Cabe mencionar que 
la evaluación de los agentes causales de enfermedad respiratoria 
está fuera del alcance del presente trabajo y que ningún ovino 
mostró signos clínicos de agalaxia contagiosa, pero la detección 
de ambos microorganismos debe tratarse con precaución.

La mayoría de las muestras positivas para micoplasma 
no se han confirmado su especie y es probable que otras especies 
podrían estar presentes en ambos sitios anatómicos. De hecho, 
M. putrefaciens, M. alkalensis, M. arginini, M. bovirhinis (Pe-
reira et al., 2003) y M. bovoculi ya se han detectado en el oído 

externo de pequeños rumiantes y bovinos, y para conocer todos 
los agentes presentes en el conducto auditivo y en la conjuntiva, 
el estudio del microbiota debe realizarse mediante la secuencia-
ción de una nueva generación.

M. conjunctivae es el agente etiológico de la quera-
toconjuntivitis infecciosa (Van Halderenet al., 1994) y en este 
trabajo se identificó tanto en la conjuntiva como en el canal 
auditivo de animales sin esta infección ocular, indicando la 
posible participación de otros sitios anatómicos además de los 
ojos como reservorios de este microorganismo en los rebaños. 
Aguilar et al., (2019) estudiaron el papel de diferentes sitios 
anatómicos en la transmisión y preservación de M. conjunctivae 
en rebaños de caprinos y verificaron que el conducto auditivo 
es uno de los sitios anatómicos con mayor persistencia de este 
agente. Ya se ha descrito la persistencia de M. conjunctivae en 
la población de pequeños rumiantes tras un brote de querato-
conjuntivitis (Fernández-Aguilar et al., 2017) y se cree que los 
mecanismos de evasión del sistema inmunológico, como muta-
ciones en proteínas de superficie, son responsable de esta persis-
tencia (Rosengartenet al., 2000).

En la presente investigación, un ovino sano del hos-
pital veterinario portaba M. conjunctivae en la conjuntivaque 
fue aislado y cultivado en el laboratorio. El entorno hospitalario 
puede presentar condiciones en las que favorece una salud más 
frágil y con mayor estrés. Las situaciones que generan estrés 
como enfermedades, transporte, vacunación y destete son pre-
disponentes a infecciones oportunistas, como la micoplasmosis. 

El análisis filogenético mostró que el aislado brasileño 
fue cercano genéticamente a un aislado estadounidense de un 
ovino y de una cabra, este hallazgo puede ser explicado por las 
relaciones comerciales entre estos países. Describiendo nuestros 
valores de CMI para tilosina y oxitetraciclina se pudo observar 
que eran inferiores a los descritos por Egwu, (1992), lo que indi-
ca que las infecciones por el agente aislado aún se pueden tratar 
con éxito, inclusive si se ha aislado en un entorno hospitalario, 
donde estos dos principios activos se utilizan ampliamente en la 
clínica de rumiantes.

Tabla3. Estimaciones de divergencia evolutiva y porcentaje de similitud entre el aislado brasileño y otras secuencias de Mycoplasma 
conjunctivae.

Secuencias MK656520 DQ156346 DQ156347 FJ226571 NR044781 NR074135
MK656520 *** 98.0 98.8 98.8 98.4 98.4
DQ156346 1.9 *** 99.2 99.2 98.8 98.8
DQ156347 1.1 0.7 *** 1.0 99.6 99.6
FJ226571 1.1 0.7 0.0 *** 99.6 99.6
NR044781 1.5 1.1 0.3 0.3 *** 1.0
NR074135 1.5 1.1 0.3 0.3 0.0 ***

El triángulo superior indica el porcentaje de similitud. El triángulo inferior indica las distancias genéticas. Los valores en negrita indican 
los resultados de las secuencias de este estudio en relación con secuencia USP. A = DQ156346 (Mycoplasma conjunctivae sheep USA); 
B = DQ156347 (Mycoplasma conjunctivae sheep USA); C = FJ226571 (Mycoplasma conjunctivae goat USA);  = NR044781 (Myco-
plasma conjunctivae Goat); E=NR074135 (Mycoplasma conjunctivae HRC/583)
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Conclusiones

La detección y aislamiento de importantes especies 
de micoplasmas tanto en el conducto auditivo externo como en 
la conjuntiva de ovinos indica el posible papel de estos sitios 
anatómicos en el mantenimiento de estos microorganismos en 
el rebaño. La proximidad genética entre M. conjunctivae aislado 
en Brasil y en de los Estados Unidos indica una posible ruta 
para la introducción de estos microorganismos. Incluso con la 
ausencia de una asociación entre la presencia de estas bacterias y 
la enfermedad respiratoria, los resultados de este documento am-
plían las alertas a los médicos y epidemiólogos sobre una posible 
fuente silenciosa de estos microorganismos en los rebaños (en 
particular, en los entornos de corrales de engorda) y en los sitios 
hospitalarios donde los animales están más predispuestos a la 
infección. Hasta donde sabemos, esta es la primera investigación 
para estudiar la susceptibilidad antimicrobiana de aislados de M. 
conjunctivae de ovinos brasileños. Se necesita más investigaci-
ón para determinar una descripción más detallada del perfil de 
susceptibilidad a los antibióticos de M. conjunctivae en Brasil.
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