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Agentes etiológicos:  

 Mycoplasma agalactiae
 M. mycoides subsp. capri 
 M. capricolum subsp. capricolum
 M. putrefaciens

Periodo de incubación: 1 - 2 semanas

Laboratorio Nacional de 
Referencia: Laboratorio Central de 
Sanidad Animal de Santa Fe (Granada), 
MAPA.

CUADRO CLÍNICO
•Mastitis
•Artritis 
•Queratoconjuntivitis
•Septicemias (jóvenes)

Complejo Micoides

AGALAXIA CONTAGIOSA
Ovina y Caprina



Evolución Epidemiológica

TRANSMISIÓN
Contacto directo, inhalación, lactancia 
y ordeño

•Leche
•Calostro
•Secreciones respiratorias
•Secreciones oculares, fecales y 
genitourinarias
•Semen

Portador asintomático Animal Enfermo

Estrés



 Ley 8/2003, de 24 de abril (prevención, control y 
mejora sanitaria)

 Real Decreto 1941/2004 de 27 de septiembre 
(normas de policía sanitaria: intercambios e 
importaciones)

 Enfermedad de declaración obligatoria, Real Decreto 
526/2014

 Organización Mundial de Sanidad Animal

Marco Reglamentario



Distribución geográfica
Agalaxia contagiosa en región mediterránea de 
Europa, Asia y África del Norte. 

En España:

- 1987 endémica (90% M. agalactiae)
- 2007 incluida en las Agrupaciones de Defensa Sanitaria 

(ADS)
- 2015 programa de control voluntario 
- 2018 programa nacional voluntario* 



Programa nacional voluntario de vigilancia, 
control y erradicación de la Agalaxia 

Contagiosa Ovina y Caprina 2018-2020

Identificación del Programa
 Matriz: leche e hisopos nasales/auriculares (análisis 

por PCR)
 Subdirección General de Sanidad e Higiene Animal y 

Trazabilidad (MAPA)

Medidas
 Mejora del control (Programas de bioseguridad y 

desparasitación, separación y aislamiento, plan de vacunación)



Innovación GPSTM : Ensayo en panel qPCR

Mycoplasmas Contagious Agalactia dtec-qPCR 
Panel

 Mycoplasma agalactiae dtec-qPCR Test
 M. mycoides dtec-qPCR Test
 M. capricolum dtec-qPCR Test
 M. putrefaciens dtec-qPCR Test

R-10046 / 10805-RD.



 Ensayos de qPCR específicos para cada patógeno
 Listo para usar (deshidratados)
 Tarea simple y rápida (solo añadir la muestra)

NO necesita hielo en el transporte
SIN daños en la enzima por congelación/descongelación
BAJO riesgo de contaminación cruzada
SIN deterioro del fluoróforo por luz UV 

MONODOSE GPSTM dtec-qPCR



Parámetros Acceptance criteria

Especificidad

Inclusividad: Amplificación positiva frente a 
todas las cepas de la especie diana.
Exclusividad: Amplificación negativa frente al 
resto de especies de Mycoplasma y géneros 
cercanos

Sensibilidad*

-3,587 < a < -3,103 
Fassay < Ffisher

90 % < e < 110 %

Fiabilidad*

 Repetibilidad
CV < 10 %

Reproducibidad
CV < 10 %

LD* (10 
copias)

Posit ≥ 90 %

LQ* (10 
copias)

t value < t Student

(*n ≥ 10 
ensayos) 

Parámetros de la Validación
1. Especificidad analítica
- Inclusividad / Exclusividad

2. Sensibilidad analítica
Calibración y Análisis estadístico (n≥10)
 Evaluación de la regresión lineal (ecuación de la recta y R2)
 Validación del modelo lineal (Test de Fisher)
 Validación de la eficiencia (rendimiento de la reacción PCR)

3. Fiabilidad (n≥10):
- Repetibilidad 
- Reproducibilidad

4. Sensibilidad (n≥10):
- Límite de detección (LD) 
- Límite de cuantificación (LQ)

Validación interna siguiendo las pautas de la 
norma UNE/EN ISO/IEC 17025: 2005



Especificidad y Sensibilidad analítica
UNE/EN ISO 17025:2005

1. Especificidad analítica.
(in silico - in vitro)

 La inclusividad, detección de todas las cepas de la 
especie

 La exclusividad, NO detección de todas las demás 
especies2. Sensibilidad analítica. Validación de la recta de 

calibrado

 Regresión lineal (ecuación de la recta y R2)
 Modelo lineal (Test de Fisher)
 Eficiencia (rendimiento de la reacción PCR)

106 -10 copias DNA estándar

 M. synoviae ATCC 25204
 M. glycophilum 486 
 M. corogypsi BV1 

 M. gallinaceum ATCC 33550
 M. columborale MMP-4 
 M. cricetuli CH
 M. oxoniensis 128 

 M. anserisalpingitis 1220
 M. anatis 1340 
 M. pullorum ATCC 33553

 M. crocodyli MP145
 M. alligatoris A21JP2 

 M. sphenisci UCMJ
  M. californicum ST-6
 M. bovigenitalium PG11
 M. phocirhinis 852
 M. zalophidermidis CSL 4779

 M. columbinasale 694
 M. columbinum MMP-1 
 M. caviae G122 
 M. opalescens MH5408 
 M. lipofaciens R171 
 M. maculosum PG15 
  M. adleri G145 
 M. preputii Zaradi2
 M. primatum HRC292 
 M. bovis PG45
 M. agalactiae PG2
 M. equigenitalium T37 
 M. elephantis E42 

 M. pulmonis PG34 
 M. gypis B1/T1 
 M. zalophi CSL 5346
 M. orale NC10112
 M. faucium DC333 
 M. hyosynoviae S-16 
 M. anseris 1219 
 M. buccale CH20247 
 M. subdolum TB 
 M. spumans PG13 
 M. arginini G230
 M. auris UIA 
 M. phocicerebrale 1049
 M. hominis ATCC 23114 PG21
 M. phocidae 105
 M. equirhinis M432/72 

 M. molare
 M. lagogenitalium 12MS 
 M. iguanae 2327

 M. conjunctivae HRC/581T
 M. bovoculi M165/69
 M. hyopneumoniae J
 M. ovipneumoniae Y-98 
 M. dispar ATCC 27140
 M. flocculare ATCC 27399

 M. mobile 163K
 M. moatsii MK405 
 M. sualvi Mayfield B 

 M. monodon
 M. cottewii VIS
 M. yeatsii GIH
 M. putrefaciens KS1
 M. feriruminatoris G5847
 M. capricolum ssp. capricolum ATCC 27343
 M. capricolum ssp. capripneumoniae

 M. leachii PG50
 M. mycoides ssp. mycoides SC PG1
 M. mycoides ssp. capri PG3

 M. alvi
 M. gallisepticum ATCC 19610 

 M. genitalium M2288 
 M. pneumoniae ATCC 15531

 M. penetrans GTU-54-6A1
 M. iowae 695 ATCC 33552

 M. fastidiosum 4822 
 M. insons I17P1 

 M. coccoides 
 M. haemocanis German no. 1 

 M. suis HLJ/2010 

0.05
Árbol filogenético de Mycoplasma spp. obtenido a partir del alineamiento (NJ 

method, 1000 replicas) de 1226 bp del gen 16S para 86 secuencias de diferentes 
especies del género.  



3. Fiabilidad
UNE/EN ISO 17025:2005

Repetibilidad. Variabilidad del ensayo bajo las mismas 
condiciones

Reproducibilidad. Variabilidad del ensayo en condiciones 
diferentes

Fiabilidad Coeficiente de Variación (CV)
 GPSTM dtec-qPCR Test

MycAga MycMyc
MycCa

p
MycPut

Repetibilidad
Intra-ensayo 1,13 % 1,15 % 1,37 % 0,73 %
Inter-ensayo 1,74 % 1,45 % 1,12 % 1,56 %

Reproducibilid
ad

1,67 % 2,17 % 2,27 % 1,36 %
Criterio de aceptación CV < 10%

Grado de precisión o exactitud de la medida



Especificidad y sensibilidad 
diagnóstica
Ensayos con muestras

Especificidad diagnóstica.  (Falsos positivos en 
sujetos sanos) 

Sensibilidad diagnóstica. (Falsos negativos en sujetos 
enfermos)

134 muestras de leche ovina/caprina

57 hisopos nasales/auriculares          

191 muestras

GPSpin Tissue DNA de 
GPS™

 
Ensayos GPSTM dtec-qPCR Test

MycAg
a

MycMy
c

MycCa
p

MycPut

Especificidad 
diagnóstica 

97,0 % 99,4 % 100 % 100 %

Sensibilidad 
diagnóstica 

100 % 100 % 100 % 100 %

Eficiencia diagnóstica 97,9 % 99,5 % 100 % 100 %Criterio de aceptación del 90%



5 positivos en 
el límite de 
detección

(35 – 37 Ct)

N = 191 
muestras

Especificidad y sensibilidad 
diagnóstica

M. agalactiae: Oravcova et al. (2009)
M. mycoides, M. capricolum y M. putrefaciens: Becker et al. (2012)

NEGATIVOS usando 
otros métodos de PCR 

de referencia



Parámetros M. agalactiae M. mycoides M. capricolum M. putrefaciens Crit.Acept Conclusión

Especificidad 
analítica

Estudios in silico frente a todas 
las secuencias de las cepas de la 
especie diana

Estudios in silico frente a todas 
las secuencias de las cepas de la 
especie diana

Estudios in silico frente a todas 
las secuencias de las cepas de 
la especie diana

Estudios in silico frente a todas 
las secuencias de las cepas de la 
especie diana

Inclusividad: 
Amplificación 
positiva en todas las 
cepas de la especie 
diana

ACEPTADO

Estudios in silico frente al resto 
de las especies del genero 
Mycoplasma y los géneros 
cercanos Spiroplasma, 
Mesoplasma, Entomoplasma y 
Haemobartonella 

Estudios in silico frente al resto 
de las especies del genero 
Mycoplasma y los géneros 
cercanos Spiroplasma, 
Mesoplasma, Entomoplasma y 
Haemobartonella 

Estudios in silico frente al resto 
de las especies del genero 
Mycoplasma y los géneros 
cercanos Spiroplasma, 
Mesoplasma, Entomoplasma y 
Haemobartonella

Estudios in silico frente al resto 
de las especies del genero 
Mycoplasma y los géneros 
cercanos Spiroplasma, 
Mesoplasma, Entomoplasma y 
Haemobartonella 

Exclusividad: 
Amplificación 
negativa frente al 
resto especies de 
Mycoplasma y 
géneros cercanos

ACEPTADO

Sensibilidad 
analítica

Y = -3.485*X + 38.646
a = -3.485
R2 = 1.000

Y = -3.526*X + 39.938
a = -3.526
R2 = 0.999

Y = -3.555*X + 42.252
a = -3.555
R2 = 0.998

Y = -3.492*X + 39.504
a = -3.492
R2 = 1.000

-3.587<a<-
3.103

ACEPTADO

Fassay = 3.80101

Ffisher = 5.31766

Fassay = 4.98647

Ffisher = 5.31766

Fassay = 4.74936

Ffisher = 5.31766

Fassay = 1.27551

Ffisher = 5.31766
Fassay < Ffisher ACEPTADO

Eficiencia (e) = 93.6 % Eficiencia (e) = 92.1 % Eficiencia (e) = 91.10 % Eficiencia (e) = 93.3 % 75 %<e<125 % VALIDADO

Fiabilidad*

Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad Repetibilidad

CV < 10 % REPETIBLE

Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%)
106 copias 0.54 106 copias 0.76 106 copias 0.52 106 copias 0.94
105 copias 0.29 105 copias 0.99 105 copias 0.57 105 copias 0.38
104 copias 0.33 104 copias 0.44 104 copias 0.45 104 copias 0.31
103 copias 0.37 103 copias 0.49 103 copias 0.50 103 copias 0.36
102 copias 0.51 102 copias 1.06 102 copias 2.17 102 copias 0.56
101 copias 3.27 101 copias 2.25 101 copias 2.71 101 copias 2.20

Reproducibilidad Reproducibilidad Reproducibilidad Reproducibilidad

CV < 10 % REPRODUCI
BLE

Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%) Conc. CV (%)
106 copias 1.84 106 copias 0.87 106 copias 0.79 106 copias 0.94
105 copias 1.50 105 copias 1.88 105 copias 2.41 105 copias 0.37
104 copias 1.35 104 copias 1.81 104 copias 1.85 104 copias 0.38
103 copias 0.75 103 copias 1.96 103 copias 2.62 103 copias 0.60
102 copias 0.92 102 copias 2.24 102 copias 2.94 102 copias 0.83
101 copias 2.93 101 copias 3.95 101 copias 2.50 101 copias 3.12

LD* (10 
copias)

Posit. = 93,3% Posit. = 93,3% Posit. = 93,3% Posit. = 100%
Positivos ≥ 90 

%
ACEPTADO

LQ* (10 
copias)

t value = 1.234
tstudent = 2.145

t value = 0.050 
tstudent = 2.201

t value = 0.063
tstudent = 2.160

t value = 0.160
tstudent = 2.144

t value < tstudent ACEPTADO

Especificidad 
diagnostica

Verdaderos Negativos: 
128

Falsos Positivos: 4
ED = 97.0 %

Verdaderos Negativos: 
174

Falsos Positivos: 1
ED = 99.4 %

Verdaderos Negativos: 
181

Falsos Positivos: 0
ED = 100 %

Verdaderos Negativos: 
181

Falsos Positivos: 0
ED = 100 %

ED > 90 % ACEPTADO

Sensibilidad 
diagnostica

Verdaderos Positivos: 59
Falsos Negativos: 0

SD = 100 %

Verdaderos Positivos: 16
Falsos Negativos: 0

SD = 100 %

Verdaderos Positivos: 10
Falsos Negativos: 0

SD = 100 %

Verdaderos Positivos: 10
Falsos Negativos: 0

SD = 100 %
SD > 90 % ACEPTADO

Eficiencia 
diagnostica

EfD = 97.9 % EfD = 99.5 % EfD = 100 % EfD = 100 % EfD > 90 % ACEPTADO

*n=15



Laboratorio Autorizado por MAPA
Nº Autorización: R-10046
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