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I: Trabajos publicados

I.1. Estudio 1. Agalaxia contagiosa debida a Mycoplasma spp. en pequefos
rumiantes lecheros: Epidemiologia y perspectivas para su diagndstico y

control.

La agalaxia contagiosa (AC) es una enfermedad de los pequefios rumiantes
lecheros que tiene un impacto econdmico y social elevado para la industria lechera
ovina y caprina. El principal agente etiolégico de la enfermedad es Mycoplasma
agalactiae, si bien Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma capricolum subsp.
capricolum y Mycoplasma putrefaciens también participan en su etiologia. Existen dos
situaciones clinico-epidemiologicas de la AC; rebafios que manifiestan brotes clinicos o
rebafios cronicamente infectados donde existe una elevada incidencia de mamitis
subclinicas y casos puntuales de mamitis clinicas. La complejidad epidemiolégica de la
AC esta relacionada con las caracteristicas genéticas y mecanismos de variabilidad
molecular de las especies de Mycoplasmas spp. involucradas. Ademas, es necesario
tener en cuenta la presencia de estos agentes etiologicos en rumiantes silvestres y las
consecuencias derivadas de la interaccion entre éstos y los rumiantes domésticos. En
cabras domésticas, la situacion es particularmente compleja por la elevada presencia de
portadores asintomaticos en rebafos cronicamente infectados. La coexistencia de otras
especies de micoplasmas no patéogenos en los rebafios complica ain mas el diagnostico
de la AC y el disefio de estrategias eficientes para controlar la enfermedad. Rutas de
infeccion, como la venérea, pueden estar involucradas en el establecimiento de
infecciones cronicas en los rebafos. Los retos actuales que plantea el control de la
infeccion incluyen la necesidad de mejorar los métodos de diagnostico para la deteccion

de las infecciones cronicas y subclinicas y el disefio de vacunas més efectivas.
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[.2 Estudio 2. Localizaciéon anatomica de Mycoplasma mycoides subsp.
capri y Mycoplasma agalactiae en sementales caprinos portadores

auriculares infectados de modo natural.

Este estudio evalia si los sementales caprinos portadores auriculares
asintomaticos de Mycoplasma spp. asociados a la agalaxia contagiosa podrian albergar
estos microorganismos en otra localizacion anatomica distinta de los oidos. Se realizo
un estudio en 6 sementales infectados de forma natural y previamente diagnosticados
como portadores asintomaticos auriculares de Mycoplasma (M.) mycoides subsp. capri
(Mmc) un afio antes del estudio. Se determiné la presencia de Mycoplasma spp. por
cultivo y PCR en 46 muestras tomadas de cada animal del sistema cardio-respiratorio,
digestivo, nervioso, linfatico y genitourinario y varias articulaciones. De un total de 274
muestras analizadas, 28 fueron positivas para la deteccion de micoplasmas (10,1%):
Mmc se detectd en 17 de ellas (6,1%), M. agalactiae (Ma) en 12 (4,3%) y ambos
microorganismos fueron identificados en una de las muestras. En los 6 sementales, se
constatd la existencia de una infeccion mixta por ambos microorganismos, a pesar de
que ninguno fue portador auricular de Ma. Mycoplasma spp. fueron identificados en 15
localizaciones diferentes; siendo las mas frecuentes las articulaciones (31,2%, 5
muestras positivas), los ganglios linfaticos (25%, 4 muestras positivas) y el tracto
respiratorio (25%, 4 muestras positivas). También se obtuvieron resultados positivos en
tres muestras de tejido cerebral (18,7%), dos de tejido cardiaco (12,5%) y una de ileon,
uretra, testiculos y glandulas bulbouretrales (6,25%). Los hallazgos histopatologicos
sugirieron la presencia de lesiones cronicas leves en algunos de los 6rganos donde se
detectd la presencia de micoplasmas. Nuestros resultados ponen de manifiesto por
primera vez la capacidad de Mmc y Ma para colonizar otros érganos y sistemas en los
portadores auriculares cronicamente infectados de forma natural, lo que representa un
factor de riesgo afiadido para la propagacion de estos microorganismos. En el caso de
Ma, la colonizacidon parecia ser independiente del estado de portador auricular del

animal.
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I.3 Estudio 3. Control de la agalaxia contagiosa en centros caprinos de
inseminacion artificial y deteccion de Mycoplasma mycoides subsp. capri

en el semen.

Se desarrolld un sistema de control para evitar la presencia de sementales
portadores auriculares asintomaticos de Mycoplasma spp. en los centros de
inseminacion artificial (IA) caprinos espafioles. Para ello, en los animales candidatos a
entrar, se tomaron 2 hisopos de conducto auditivo externo para detectar la presencia de
micoplasmas por PCR y cultivo y una muestra de sangre para determinar la presencia de
anticuerpos frente a Mycoplasma agalactiae (Ma). Por otra parte, y en los animales ya
presentes en los centros, el andlisis de los hisopos fue complementado con el
diagnostico de la presencia de micoplasmas en las muestras de semen producidos en los
mismos. El resumen anual de los andlisis realizados muestra que tras analizar 48
hisopos de oido y 24 muestras de sangre procedentes de 24 candidatos, tres de las
muestras de oido (3/48, 6.25%), procedentes de tres animales diferentes, resultaron
positivas a la presencia de micoplasmas; Ma se detectd en 2 ocasiones y Mycoplasma
mycoides subsp. capri (Mmc) en una de ellas. Todos los animales fueron
serologicamente negativos para Ma. Ademads, se procesaron 173 muestras de semen
obtenidas a partir de 137 animales admitidos en los centros (2 y 3 muestras se
obtuvieron en 16 y 10 sementales respectivamente), y una (1/173, 0,56%) fue positiva a
Mmc. Nuestros hallazgos sugieren que el analisis de hisopos del conducto auditivo
externo y las muestras de semen constituyen herramientas Utiles para el control de AC
en centros de IA. Este trabajo también supone la primera descripcion de Mmc en el
semen caprino de un semental infectado de forma natural, lo que confirma la capacidad
de esta especie para colonizar el tracto reproductivo de sementales caprinos. Estos
resultados ponen de manifiesto la necesidad de mejorar las medidas de control en el

semen que producen los centros para reducir al minimo el riesgo de transmision de CA.
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[.4 Estudio 4. Efecto de la marbofloxacina sobre el estado de portador y

calidad espermadtica de sementales caprinos.

La presencia de sementales caprinos portadores de los principales agentes
etiologicos de agalaxia contagiosa, Mycoplasma agalactiae (Ma) y Mycoplasma
mycoides subsp. capri (Mmc), es un factor de alto riesgo para la propagacion de la
infeccion en los centros de inseminacion artificial. El presente estudio fue disenado para
evaluar la eficacia de un tratamiento de 5 dias con marbofloxacina administrada por via
intramuscular (2 mg kg-1 dia-1) con el objetivo de verificar su posible capacidad para
revertir el estado de portador auricular en un colectivo caprino infectado de forma
natural (Mmc, n = 25; Mmc + Ma, n = 2). Se tomaron hisopos de conducto auditivo
externo y muestras de semen antes y después del tratamiento para identificar
micoplasmas mediante cultivo y PCR. También se evalu6 el impacto de este tratamiento
en la calidad del semen (concentracion, motilidad y volumen espermatico) controlando
estas variables en 594 muestras de semen recogidas durante periodos pre y post-
tratamiento de 48 dias cada uno. Todos los sementales examinados resultaron positivos
a la presencia de Ma y Mmc antes y después del tratamiento aunque Mycoplasma spp.
nunca fue identificado en el semen. La motilidad del esperma se redujo
significativamente en respuesta al tratamiento (de 72,9% a 56,9%), aunque se observo
una recuperacion al final del estudio (40 dias después del tratamiento). El volumen del
eyaculado y la concentracion se mantuvo sin cambios durante todo el estudio. Nuestros
hallazgos indican que la terapia sistémica con marbofloxacina es incapaz de eliminar
micoplasmas del conducto auditivo externo de sementales caprinos y que también causa
un efecto perjudicial transitorio en la motilidad del esperma. Otras estrategias para
controlar la presencia de portadores de micoplasmas en los centros de inseminacion

artificial de cabra deben ser evaluadas.
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[.5. Estudio 5. Evaluacion de la viabilidad y motilidad espermadtica en dosis
seminales caprinas para el desarrollo de un modelo de contaminacion

experimental con Mycoplasma spp.

En los ultimos afios se ha detectado en diversos centros de inseminacion
artificial la presencia de machos caprinos en los que se han aislado Mycoplasma
agalactiae y Mycoplasma mycoides subsp. capri en muestras de semen, sin que
presenten ningln sintoma clinico asociado. Por otra parte, la capacidad de las bacterias
del género Mycoplasma spp. para producir efectos perjudiciales en la calidad
espermatica es un hecho constatado en diversas especies animales, incluido el hombre.
Ademas, el riesgo de una posible transmision venérea y afectacion de la calidad
espermatica podria comprometer los programas de mejora genética caprinos
fundamentados en la inseminacioén artificial. El objetivo del presente trabajo es
desarrollar un modelo experimental para el estudio del efecto de la contaminacion
seminal con Mycoplasma spp. en la especie caprina. Para ello, evaluamos la viabilidad y
motilidad espermatica de dosis seminales, tras dos horas de incubaciéon a 37°C en
muestras previamente transportadas bajo dos condiciones de temperatura (4-5 °C y 15-
16°C). Posteriormente se estudio el efecto de la adicion del medio PPLO, en el que se
preparan los indculos de Mycoplasma spp., sobre la calidad espermatica. El transporte
de dosis seminales a 4°C ofrece mejores resultados de motilidad total en semen
incubado a 37°C durante 120 minutos. El medio PPLO no ejercid efecto significativo
sobre los porcentajes de espermatozoides vivos o motiles totales a lo largo de 150
minutos de incubacion. Con dicho medio, se pueden obtener valores de viabilidad y
motilidad (total y progresiva) espermatica superiores al 50% después de 150 y 60
minutos de incubacidn, respectivamente. En conjunto, este modelo permitiria el
desarrollo de contaminaciones experimentales de dosis seminales caprinas con
Mycoplasma spp. con el fin de evaluar su efecto sobre la viabilidad y motilidad

espermatica.
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[.6 Estudio 6. Capacidad de supervivencia de Mycoplasma agalactiae y
Mycoplasma mycoides subsp capri en el semen diluido de machos cabrios

y su efecto en la calidad del esperma.

Este estudio examina la viabilidad de Mycoplasma agalactiae (Ma) y
Mycoplasma mycoides subsp capri (Mmc) durante 150 minutos de incubacion a 37°C en
semen diluido (SD). También se evalia el efecto de la presencia de ambos
microorganismos sobre la viabilidad, motilidad y morfologia espermdtica. En un
segundo experimento, se determiné la viabilidad de Ma y su efecto sobre la viabilidad
espermatica en muestras de eyaculado y en diluyente espermatico basado en leche
desnatada. Ma y Mmc fueron capaces de sobrevivir en SD a concentraciones
consideradas infectivas, no detectandose diferencias significativas en las
concentraciones medias de ambas contaminaciones (7,1 log unidades formadoras de
colonias (UFC)/ml). No obstante, tanto la concentracion inicial de Ma y Mmc
descendieron (P<0,05) de 7,5-6,9 log UFC/ml y de 7,7 a 7,1 log UFC/ml
respectivamente después de la incubacion. Por el contrario, las concentraciones de Ma
en los eyaculados aumentaron significativamente (7,1 a 7,4 log ufc / ml, P <0,05). Estas
observaciones sugieren que el eyaculado (y la monta natural) es un medio mas propicio
para la viabilidad de Ma que la dosis seminal (y la inseminacion artificial, IA). La
presencia de Mmc redujo ligeramente la viabilidad de los espermatozoides en el SD (de
21,7% a 16,6%, P <0,05). La ausencia de efectos importantes en la calidad del esperma
podria dar lugar a que semen contaminado con Ma y Mmc sea destinado a la IA. Como
ambas bacterias fueron capaces de sobrevivir a las condiciones de eyaculados y dosis de
semen, estos hallazgos sugieren un riesgo de transmision venérea de agalaxia contagiosa

y apoyan la necesidad de emplear muestras de semen libres de micoplasmas para la TA.
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I.7 Study 1. Contagious agalactia due to Mycoplasma spp. in small dairy

ruminants: Epidemiology and prospects for diagnosis and control.

Contagious agalactia (CA) is a serious disease of small dairy ruminants that has
a substantial economic impact on the goat and sheep milk industries. The main
actiological agent of the disease is Mycoplasma agalactiae, although other species, such
as Mycoplasma mycoides subsp. capri, Mycoplasma capricolum subsp. capricolum and
Mycoplasma putrefaciens, are pathogenic in goats. There are two clinical-
epidemiological states of CA in sheep and goats; herds and flocks may exhibit
outbreaks of CA or may be chronically infected, the latter with a high incidence of
subclinical mastitis and only occasional clinical cases. The complex epidemiology of
CA is related to the genetic characteristics and mechanisms of molecular variation of
the Mycoplasma spp. involved, along with presence of CA-mycoplasmas in wild
ruminant species. In goats, the situation is particularly complex and asymptomatic
carriers have been detected in chronically infected herds. The coexistence of other non-
pathogenic mycoplasmas in the herd further complicates the diagnosis of CA and the
design of efficient strategies to control the disease. Routes of infection, such as the
venereal route, may be involved in the establishment of chronic infection in herds.
Current challenges include the need for improved diagnostic methods for detection of

chronic and subclinical infections and for the design of more efficient vaccines.
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[.8 Study 2. Anatomic location of Mycoplasma mycoides subsp. capri and

Mycoplasma agalactiae in naturally infected goat male auricular carriers.

This study sought to determine whether male goat auricular carriers of
mycoplasmas known to cause contagious agalactia could harbour these microorganisms
at anatomical sites other than the ears. A microbiological study was conducted in 6
naturally infected bucks that had been diagnosed as chronic auricular asymptomatic
carriers of Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc) more than one year previously.
To detect mycoplasmas, cultures and PCR were performed on 46 samples taken from
each goat from the cardio-respiratory, digestive, nervous, lymph and genitourinary
systems and several joints. Of a total of 274 samples analyzed, 28 were positive for
mycoplasmas (10.1%): Mmc was detected in 17 (6.1%), Mycoplasma agalactiae (Ma)
in 12 (4.3%) and both microorganisms were identified in one of the samples. In all 6
goats, mixed infection was observed despite none being auricular carriers of M.
agalactiae. Mycoplasma spp. were identified at 15 different sites; the most frequent
sites being the joints (31.2%, 5 positive samples), lymph nodes (25%, 4 positive
samples) and respiratory tract (25%, 4 positive samples). Positive results were also
obtained in three brain tissue (18.7%), two cardiac tissue (12.5%) and one ileum,
urethra, testicle and bulbourethral gland (6.25%) samples. The histopathological
findings may suggest the presence of mild chronic conditions in some of the organs
where the bacteria were found. Our findings reveal for the first time the capacity of
Mmc and Ma to colonize several other organ systems in chronically naturally infected
auricular carriers, possibly representing an added risk factor for the spread of these
microorganisms. In the case of Ma, colonization seemed to be independent of the

animal's auricular carrier state.



I: Trabajos publicados

[.9 Study 3. Controlling contagious agalactia in artificial insemination
centers for goats and detection of Mycoplasma mycoides subspecies capri

1n semen.

Many goat artificial insemination (AI) centers in Spain have adopted new
measures to control contagious agalactia (CA). To avoid the introduction of male goats
carrying mycoplasma organisms subclinically in their external ear canal (auricular
carriers) in these centers, two ear swabs and a blood sample are obtained from all
candidate animals for polymerase chain reaction (PCR), culture (swabs) and serologic
tests to detect the presence of mycoplasmas. In addition, the semen produced at these
centers is routinely cultured and PCR tested also to detect the presence of mycoplasmas.
One y after the introduction of this program, we tested 48 ear swabs and 24 blood
samples from 24 candidates for admission to these Al Centers. Three of these ear swab
samples (3/48, 6.25%) scored positive for the presence of mycoplasmas; Mycoplasma
agalactiae (Ma) was detected in two samples and Mycoplasma mycoides subsp. capri
(Mmc) in one. All animals were serologically negative for Ma. Also, out of 173 semen
samples obtained from 137 admitted animals (2 and 3 samples were obtained in 16 and
10 bucks, respectively), one (1/173, 0.56%) was positive for Mmc. Our findings suggest
that ear swab and semen samples are useful tools to control CA at Al Centers. The
introduction of this program has also resulted in the first detection of Mmc in semen
from a naturally infected goat, confirming the ability of this mycoplasma to colonize the
reproductive tract of male goats. These results highlight the need to improve control

measures in semen producing centers to minimize the risk of CA transmission.

10
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[.10 Study 4. Effect of marbofloxacin on mycoplasma carrier state and

sperm quality in goat bucks

The presence of goat males carriers of the main causal agents of contagious
agalactia, Mycoplasma agalactiae (Ma) and Mycoplasma mycoides subsp. capri (Mmc),
is a high risk factor for the spread of the infection in artificial insemination centres. The
present study was designed to assess the efficacy of a 5 day course of marbofloxacin
given intramuscularly (2 mg kg ' day ') in terms of its capacity to reverse the carrier
state of goat buck populations naturally infected with one or both mycoplasmas (Mmc,
n=25; Mmc + Ma, n=2). Before and after treatment, ear swabs and semen samples
were culture- and PCR-checked for both mycoplasmas. We also evaluated the impact of
this treatment on semen quality (sperm count, motility and daily sperm production) by
monitoring these variables of 594 semen samples collected during pre- and post-
treatment periods of 48 days each. All bucks examined tested positive for the presence
of Ma and Mmc before and after treatment though Mycoplasma spp. never was
identified in semen. Sperm motility was significantly reduced in response to treatment
(from 72.9% to 56.9%), although some recovery was observed at the end of the study
(40 days after treatment). Ejaculate volume and concentration remained unchanged
throughout the study. Our findings indicate that systemic marbofloxacin therapy is
unable to eliminate mycoplasmas from the external auditory canal of male goats, and
that it also causes a transient detrimental effect on sperm motility. Other strategies to
control the presence of mycoplasma carriers in goat artificial insemination centres need

to be assessed.

11
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[.11 Study 5. Goat model for experimental mycoplasma contamination of

semen: preliminary results

The presence of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma mycoides subsp. capri
in semen samples taken from asymptomatic bucks placed in artificial insemination
centres has been confirmed in the last years. The ability of Mycoplasma spp. to cause
adverse effects on sperm quality has been also demonstrated in several animal species
including humans. In this sense, the risk of venereal transmission and the effects of
mycoplasmas on sperm quality could affect goat breed improvement programs based on
artificial insemination. The present study was conducted to develop an experimental
model useful to study the effect of Mycoplasma spp. in goat semen. We evaluated the
viability and motility of seminal doses maintained during two hours at 37 °C in semen
samples previously kept under two temperature conditions (4-5 °C or 15-16 °C). The
effect of PPLO medium in sperm motility, in which Mycoplasma spp. inocula are
prepared, was also studied. Motility results registered in semen samples incubated at 37
°C during 120 minutes are better in seminal doses kept at 4-5 °C. PPLO medium had no
significant effect on live or motile spermatozoa percentages registered after 150
minutes. Sperm viability and motility values (total and progressive) higher than 50%
during the 150 and 60 minutes of incubation respectively were obtained using this
medium. Overall, the present model is useful to conduct experimental contamination of
goat semen doses with Mycoplasma spp. in order to evaluate its effect on spermatic

viability and motility.
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I: Trabajos publicados

[.L12 Study 6.  Survival capacity of Mycoplasma agalactiae and
Mycoplasma mycoides subsp capri in the diluted semen of goat bucks and

their effects on sperm quality.

This study examines the viability of Mycoplasma agalactiae (Ma) and
Mycoplasma mycoides subsp capri (Mmc) during 150 minutes of incubation at 37 °C in
contaminated diluted semen (DS) doses. The effects of the presence of both
microorganisms on sperm viability, motility, and morphology were also examined. In a
second experiment, the viability of Ma and its effects on sperm viability were
determined in ejaculate samples and skimmed milk semen extender samples. Ma and
Mmc were able to survive in DS at concentrations considered infectious, and no
significant differences in mean concentrations were detected (7.1 log colony-forming
units [CFU]/mL). However, initial concentration of Ma declined (P < 0.05) from 7.5 to
6.9 log CFU/mL and Mmc declined (P <0.05) from 7.7 to 7.1 log CFU/mL after
incubation. Conversely, ejaculate concentrations of Ma increased significantly (from 7.1
to 7.4 log CFU/mL, P <0.05). These observations suggest that the natural breeding
medium is more suitable for Ma than the medium used for artificial insemination (Al).
The presence of Mmc slightly reduced sperm viability in the DS (from 21.7% to 16.6%,
P <0.05). The absence of major effects on sperm quality could lead to the unnoticed use
of semen contaminated with Ma and Mmc for Al. As both bacteria were able to survive
the conditions of ejaculates and semen doses, these findings suggest a risk of venereal
transmission of contagious agalactia and support the use of mycoplasma-free semen

samples for (AI).
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II. RESUMEN

La presente Tesis Doctoral se presenta en la modalidad de compendio de
articulos y opta a la Mencion Internacional del Titulo de Doctor segiin la normativa
contemplada por la Universidad de Murcia. La tesis se compone de 5 articulos
publicados en revistas internacionales con indicadores de calidad, ponderadas en el
Journal of Citation Report (2013) y comprendidas en las categorias Veterinary Sciences
y Agricultural, Dairy and Animal Sciences.

Los trabajos desarrollados en la Tesis Doctoral se enmarcan en el desarrollo de
estrategias que optimicen el control y la prevencion de la agalaxia contagiosa (AC) de
los pequetios rumiantes, una de las enfermedades con mayor repercusion sanitaria en el
sector caprino lechero espafiol. Los recursos empleados para el estudio de esta
enfermedad se justifican, por un lado, en que se trata de una infeccién que en ocasiones
se manifiesta mediante brotes clinicos graves que comprometen seriamente la integridad
de los rebanos afectados en cuestion de semanas, con la repercusion socioecondmica
que de ello se deriva en areas con una marcada presencia de rebanos caprinos lecheros.
Por otro lado, en los rebafios cronicamente infectados la infeccion produce pérdidas
econdmicas dificilmente calculables, como consecuencia especialmente del descenso en
la produccion lechera que a menudo pasa desapercibida por los ganaderos. Los ultimos
estudios publicados sobre la enfermedad y especialmente los avances en el
conocimiento de su epidemiologia molecular y analitica, asi como los aspectos mas
relevantes que habran de ser estudiados en un futuro, fueron abordados en la revision
por invitacién que nos solicito la revista The Veterinary Journal, y que figura como
primer articulo de la presente tesis doctoral (Estudio 1).

No obstante, la Tesis Doctoral se ha centrado principalmente en estudiar las
implicaciones epidemiologicas del semental caprino en la AC. Aunque el papel
epidemioldgico de estos individuos en la propagacion de la infeccion siempre se ha
asumido, trabajos recientes han constatado la presencia de sementales portadores
auriculares asintomaticos en el interior de centros de recogida de semen y mejora
genética. Estos portadores suponen una de las principales fuentes de difusion de la
enfermedad y se ha constatado que su entrada en los centros de inseminacion pueden

dar lugar a la propagacion latente al resto del colectivo. Este hecho, unido a la presencia
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de individuos infectados asintomaticos excretando Mycoplasma (M.) agalactiae, agente
principal de la enfermedad, en el semen, evidenci6 la necesidad de profundizar en esta
linea de investigacion.

Dentro de este &mbito de estudio, se ha evaluado en primer lugar la distribucion
del microorganismo en los sementales portadores auriculares asintomaticos, al objeto de
determinar la existencia de posibles infecciones sistémicas que pudieran esclarecer la
patogenia de la infeccidon en los individuos portadores y el riesgo que suponen. Todas
estas cuestiones fueron desarrolladas en un segundo trabajo, mediante el estudio
microbiolégico y molecular de sementales infectados de forma natural (Estudio 2). Por
otra parte, el riesgo que suponia para los centros de inseminacién la entrada de
sementales infectados hizo necesario implantar estrategias de prevencion y vigilancia
en los mismos que contemplaran la identificacion de portadores asintomaticos y que es
abordado en el tercer trabajo incluido en la Tesis Doctoral. Este modelo se fundamenta
en el muestreo tanto de animales candidatos a entrar en los centros como de aquellos
presentes en ellos. Estas estrategias tratan de ser coherentes con la situacion
epidemioldgica de areas endémicas como Espafia, donde el desconocimiento sobre el
estatus sanitario de los rebafios supone un riesgo para el movimiento descontrolado de
animales y donde la vacunacién supone una practica que invalida el diagnostico
serologico (Estudio 3).

El alto valor genético de algunos de los sementales caprinos infectados para
ciertas razas caprinas selectas, motivo el desarrollo de otra experiencia evaluando la
eficacia del uso del tratamiento antibidtico de sementales portadores auriculares
asintomaticos. Ademas, también fueron consideradas las posibles repercusiones que este
tratamiento podria tener sobre la calidad espermdtica de los sementales afectados
(Estudio 4).

Finalmente, y por las implicaciones practicas del trabajo en la seguridad de la
inseminacion artificial caprina, se evaluo la supervivencia de los principales agentes
etiologicos de la AC, M. agalactiae y M. mycoides subsp. capri, en la dosis seminal.
Para ello, previamente hubo que desarrollar un modelo de contaminacidon experimental
que permitiera obtener resultados validos y extrapolables a las condiciones de campo, y
que fue publicado en la revista cientifica nacional “Anales de Veterinaria” (Articulo 5).
Este modelo, permiti6é desarrollar posteriormente un estudio experimental para evaluar
la supervivencia de estas especies de micoplasmas en semen diluido y eyaculados, asi

como su repercusion sobre la calidad espermatica (Estudio 6).
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La hipétesis de partida, basada en el riesgo que podrian suponer los sementales
portadores auriculares asintomaticos para la difusion de la enfermedad, asi como la
probable necesidad de desarrollar y aplicar nuevas estrategias para el control de la
infeccion, motivaron los objetivos especificos abordados en la presente Tesis Doctoral

que se exponen a continuacion:

II.1 Objetivos

PRIMERO:

Realizar una revision bibliografica en donde se expongan los avances en el estudio de la
epidemiologia molecular y analitica de la agalaxia contagiosa, su control y el

planteamiento de las estrategias de futuro en su investigacion.

SEGUNDO:

Estudiar la distribucion de Mycoplasma spp. en sementales caprinos portadores

auriculares asintomaticos.

TERCERO:

Desarrollar un programa de prevencion y vigilancia de agalaxia contagiosa caprina en
centros de inseminacion artificial que permita la deteccidon de sementales
portadores asintomaticos susceptibles de entrar en los centros o que estén

presentes en los mismos.

CUARTO:

Estudiar la eficacia del tratamiento sistémico con marbofloxacina para eliminar la
infeccion en sementales caprinos portadores auriculares asintomaticos infectados
de forma natural con Mycoplasma subsp. mycoides subsp. capri, evaluando su

efecto sobre la calidad espermatica.

QUINTO:

Desarrollar un modelo experimental para la contaminacion de semen caprino con

Mycoplasma spp., que permita evaluar su efecto sobre la viabilidad y motilidad
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espermatica, asi como sus repercusiones en la calidad espermatica bajo diferentes

condiciones de transporte.

SEXTO:

Evaluar la viabilidad de Mycoplasma agalactiae y Mycoplasma mycoides subsp. capri

en semen diluido y sus repercusiones en la calidad espermatica.
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I1.2 CONCLUSIONES

PRIMERA

Se confirma la distribucion sistémica de M. agalactiae y Mycoplasma mycoides
subsp. capri en sementales caprinos portadores auriculares asintomaticos infectados de

modo natural.
SEGUNDA

La presencia de Ma y Mmc en el sistema respiratorio, digestivo y urogenital de
portadores asintomaticos puede suponer un factor de riesgo para la transmision de la AC
mediante las secreciones relacionadas con las dichas localizaciones anatomicas
infectadas.

TERCERA

Se ha determinado por primera vez la presencia de Mycoplasma

mycoides subsp. capri en semen caprino de sementales asintomaticos.
CUARTA

El anélisis combinado de hisopos de conducto auditivo externo y muestras de
semen para el diagnodstico de micoplasmas asociados a la AC, resulta una herramienta
util para controlar la presencia de sementales caprinos portadores asintomaticos en los
centros de inseminacion.

QUINTA

El tratamiento sistémico con marbobloxacina resulta ineficaz para eliminar la
infecciones por Mycoplasma mycoides subsp. capri del conducto auditivo externo de
sementales caprinos naturalmente infectados a la vez que afecta la calidad espermatica.

SEXTA

El transporte de semen caprino diluido a 4°C y el empleo del medio de cultivo
PH para preparar el indculo ofrecen las condiciones adecuadas para el desarrollo de
modelos experimentales de contaminacion seminal con Mycoplasma spp.

SEPTIMA

La supervivencia a dosis infectivas de Mycoplasma agalactiae y Mycoplasma
mycoides subsp. capri en semen diluido durante al menos 150 minutos supone un factor

de riesgo para su transmision venérea.
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OCTAVA

En las condiciones estudiadas, la dosis seminal disminuye la viabilidad de Ma y
el eyaculado la incrementa, sugiriendo que la monta natural puede incrementar las
posibilidades de transmision venérea de la agalaxia contagiosa caprina respecto al uso

de la inseminacion artificial.
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III. SUMMARY

This Thesis is presented in the form of a compendium of articles and chooses the
International Doctor Mention title accordance with the rules provided by the University
of Murcia. The work consists of five papers published in international journals with
quality indicators, weighted in the Journal of Citation Report (2013) and in Categories

Veterinary and Agricultural Sciences, Dairy and Animal Sciences.

The work done in the doctoral thesis are part of the development of strategies to
optimize the control and prevention of contagious agalactia (CA) in small ruminants, a
disease with greater health impact in the Spanish dairy goat sector. The resources used
for the study of this disease are justified, first, that it is an infection that is sometimes
manifested by severe clinical outbreaks that seriously compromise the integrity of the
affected herds within weeks, with the socioeconomic impact that it follows in areas with
a strong presence of dairy goat herds. On the other hand, in chronically infected herds
infection occurs incalculably economic losses due to the decrease in milk production
that often goes unnoticed by farmers. Recent published studies on the disease and
especially the advances in the knowledge of their molecular epidemiology and
analytical as well as the most relevant aspects that are to be studied in the future were
discussed in the review by invitation asked us magazine The Veterinary Journal, and
listed as the first article of this thesis (Study 1).

However, the doctoral thesis has mainly focused on studying the
epidemiological implications of bucks on the CA. Although the epidemiological role of
these individuals in the spread of infection is always assumed, recent work has
confirmed the presence of ear asymptomatic carriers bucks inside semen collection
centers and genetic improvement centers. These carriers represent a major source of
spread of the infection and it was found that their entry into insemination centers may
can cause the latent population spread. This fact, coupled with the presence of
asymptomatic infected individuals excreting Mycoplasma (M.) agalactiae in semen,

highlighted the need to pursue this line of research.
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Within this field of study has evaluated first the distribution of the organism in
ear asymptomatic carrier bucks in order to determine the existence of possible systemic
infections that could clarify the pathogenesis of infection in individuals carrying and
risk pose. All these questions were developed in a second wok, by microbiological and
molecular study of naturally infected stallions (Study 2). Moreover, because of the risk
posed to the insemination centers the entry of infected stallions was necessary to
implement prevention strategies and monitoring them to contemplate the identification
of asymptomatic carriers. This objective was addressed in the third work included in the
Doctoral Thesis (Study 3). This model is based on sampling animals both candidates to
enter the centers as those present in them. These strategies try to be consistent with the
epidemiological situation of endemic areas such as Spain, where ignorance about the
health status of herds poses a risk to the uncontrolled movement of animals and where

vaccination is a practice that invalidate the serological diagnosis.

The high genetic value of some of the goats infected stallions for certain selected goat
breeds, motivated the development of another experience evaluating the effectiveness of
the use of antibiotic treatment for ear asymptomatic carriers bucks. In addition, were
also considered the potential impact that this treatment might have on sperm quality of

stallions affected (Study 4).

Finally, because of the practical implications of working in the safety of goat
artificial insemination, the survival of the major etiological agents of CA, M. agalactiae
and M. mycoides subsp capri was evaluated in the diluted semen. For this purpose,
previously it was necessary to develop a model of experimental contamination which to
obtain valid and extrapolated to field conditions results, and which was published in
national journal "Annals of Veterinary" (Article 5). This model allowed subsequently
developing a experimental study to evaluate the survival of these species of
mycoplasmas in diluted semen and ejaculate, and their impact on sperm quality (Study
6).

The hypothesis of this thesis, based on the risk they might pose the ear
asymptomatic carriers bucks for the spreading of the CA and the likely need to develop
and implement new strategies for infection control, prompted the specific objectives that

are exposed below:
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II1.1 Objectives

FIRST:

Perform a literature review where progress is exposed in the study of molecular
and analytical epidemiology of contagious agalactia, control and approach future

strategies in their research.

SECOND:

Study the distribution of Mycoplasma spp. in ear asymptomatic carriers bucks.

THIRD:

Develop a program of prevention and monitoring of caprine contagious agalactia
in artificial insemination centers effective for detecting asymptomatic carrier bucks

candidates to enter in the centers and present inside.

FOURTH:

To study the efficiency of systemic treatment with marbofloxacin to eliminate
infection in naturally infected ear asymptomatic carriers bucks with Mycoplasma subsp.

mycoides subsp. capri, evaluating its effect on sperm quality.
FIFTH:
Develop an experimental model for goat semen contamination with Mycoplasma

spp., to evaluate its effect on the viability and motility sperm, as well as its impact on

sperm quality under different conditions of carriage.
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SIXTH:

Evaluation of the Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma mycoides subsp.

capri viability in diluted semen and their impact on sperm quality.
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I11.2 Conclusions.

FIRST:
Systemic distribution of M. agalactiae and Mycoplasma mycoides subsp capri is

confirmed in naturally infected ear asymptomatic carriers bucks.

SECOND:
The presence of Ma and Mmc in the respiratory, digestive and urogenital system
of asymptomatic carriers can be a risk factor for CA transmission by related secretions

with this infected anatomic locations.

THIRD:
Has been determined for the first time the presence of Mycoplasma mycoides

subsp. capri in semen of asymptomatic bucks.

FOURTH:
The combined of ear canal swabs and semen samples for the diagnosis of
mycoplasma associated with CA is a useful tool to monitor the presence of

asymptomatic carriers bucks in insemination centers.

FIFTH:
Marbobloxacin systemic treatment was ineffective to eliminate Mycoplasma
mycoides subsp. capri ear infections of naturally infected bucks while affecting sperm

quality.

SIXTH:
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Transport of goat diluted semen at 4 °C and the use of PH culture medium to
prepare the inoculum offer adequate conditions for the development of experimental

models of seminal contamination with Mycoplasma spp.

SEVENTH:
The survival as infective dose of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma
mycoides subsp. capri diluted semen for at least 150 minutes is a risk factor for venereal

transmission.

EIGHTH:

Under the conditions studied, the seminal dose decreases the viability of
Mycoplasma agalactiae while ejaculated is a medium that favors their growth,
suggesting that natural breeding can increase the possibilities of venereal transmission

of caprine contagious agalactia regarding the use of artificial insemination.
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IV. 1 Cartas de aceptacion de los trabajos que forman parte de fia Tesis
Doctoral.

Study 1. Contagious agalactia due to Mycoplasma spp. in small dairy
ruminants: Epidemiology and prospects for diagnosis and control.

™IL 4 Respurder | g Responder atodos = | o Reemis ) Archiver | ) Nodeimido || ) Eirminae
YIVIL-D-12- 0061SRA Decision IL472005 928
Cherstuan D Ia Fe
‘adrian,philbey@ed ac.uk Diras accmned
Ms. Mo, YTVIL-D-12-BB618R4 =

Contaglous agalactia due to Mycoplasma spp. in small dairy runinants: Epidemlology and prospects for diagnosis and contral

Dear Christisn,

1 am pleased ta confirm that, subject to editorial corrections, your paper 15 accepted for publication in The Veterinary Journal and §5 now In press. The publishers will Forward
e-proafs to you in due course,

Once the final proof corrections have been made, we will aim to publish it electronically within 6-8 weeks. Your paper will be allocated a digital cbject identifier, or doi
nusber; and, nce an line, the paper may be cited as published using its unique dol. You will be notified by the publisher when the paper is avallable on line and you can check
its status and dol musber using the Journal's website 1 {please click on Volume/Issues and then Articles in Press). The hard copy version of the Journal
containing your paper will follow later, but should certainly be within 12 months of acceptance.

Thank you for submitting this paper to TWIL. We hope to receive more papers from you soon!

A Nemination Form for our Junior Scientist Prize may be attached automatically to this letter but clearly may not be relevant to this particular paper.
Hith kind regerds,

Andrew

Or Andrew Higgins BVetMed MSc PhD FSB MRCVS

Editor-in-Chief
The Veterinary Jeurnal

editorial OFFfice wWeb Portal
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Study 2. Anatomic location of Mycoplasma mycoides subsp. capri and
Mycoplasma agalactiae in naturally infected goat male auricular carriers.

Date: Mon. 9 Jan 2012 12:19:28 +0100

From: cdelafe@um.es

To: sanidadcaprina@um.es: abuendia@um.es
Subject: Fwd: VETMIC-D-11-5580R3 Decision

Enhorabuena a todos.
Christian

-- Mensaje original

Asunto:VETMIC-D-11-5580R3 Decision
Fecha:4 Jan 2012 16:38:01 +0000

De:VETMIC =vetmic(@e!
Para:cdelafe@um.es

1. com’

Ms. No. VETMIC-D-11-558@R3

Anatomic location of Mycoplasma mycoides subsp. capri and Myccplasma agalactiae in naturally infected goat male auricular carriers

Dear Professor De la Fe,

I am pleased to be able to inform you that your manuscript has besn accepted as Research Paper for publication in Veterinary Microbiology.
The manuscript will be transferred to our Production Department. Proofs will be sent to you in due course.

with kind regards,

Gio Bakker

Editorial Office
Veterinary Microbiclogy

Dear Dr. De la Fe,
Thank you very much for sending me the revised version of your manuscript and the letter in which you indicate how you have dealt with the various comments by the referees.
Sincerely Yours,

Wim Gaastra
Editor-in-Chief
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Study 3. Controlling contagious agalactia in artificial insemination centers
for goats and detection of Mycoplasma mycoides subspecies capri in
semen.

Fuhvio Gandes # Responder = Reenviar @8 Archivar | @ No desesdo 6 Diminar

Your Subsmission THERN)-D-11-00494R1 10710/2011 1728
Cheigtion D la e Otres acciones =
Ms. Ref. Mo.: THERIO-D-11-98434R1
Title: Controlling contagious agalactia in artificial insemination centers for goats and detection of Mycoplasma mycoldes subsp. capel in semen
Therdogenalogy

Dear Proffesor De la Fe,

1 am pleased to confirm that your manuscript, "Controlling contaglous agalactia in artificial insemination centers for goats and detection of Mycoplasma mycofdes subsp. capei in
semen, has been accepted for publication in Theriogenclogy.

The Files have been forwarded to the publisher and you will be contacted in due course regarding golley proofs.
Thank you for subaitting your work to this journal.

sincerely,

Fulvio Gandalfi, OWM, PhD

Co-Editor-in-Chief

Theriogenlogy

Reviewers' comments:
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Study 4. Effect of marbofloxacin on mycoplasma carrier state and sperm

quality in goat bucks.

 RUNB <rumin@elumvier.com>
Russmiir [ 17 4483R1 aeepted for publication
" Cherstsan De la Fe'

Ms. No. Rumin-D-12-4483R1

Fffect of marboflovacin on mycoplasma carrier state and sperm quality in goat bucks

Dear Or. De la Fe,

I am pleased to be able to

The manuscript will be transferred to cur Production Department.

h kind regards,

Small Ruminant Research

form you that your manuscript has been accepted as Research Paper for publication in Small Ruminant Researc)

Proofs will be sent to you in due course.

4 Reperder | = Reemosr | @ Archiver | @) Mo decads | 8 Ermines
071072012 1050

Otens wcionas +

Editor's Comments: The Authors have adequately addressed the comments from the previous reviews. Publication in Small Ruminant Research is recommended.
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Study 5. Goat model for experimental mycoplasma contamination of

semen: preliminary results

--Archivo adjunto de mensaje reenviado--

Date: Thu, 31 Jan 2013 07:52:29 +0100

From: berriatu@um.es

To: angelgomez@um.es

Subject: Re: Correcciones para evaluador, Anales de Veterinaria

El 30/01/2013 13:23, ANGEL escribio:

> Buenos dias Eduardo.

>

> Soy Angel Gémez Martin. Te adjunto el articulo para Anales de

> Veterinaria con las correcciones solicitadas por los evaluadores. He
> intentado mandartelo a través de la aplicacion online de la revista
> pero en el estado del articulo me figura como "en praceso de asignacion”.
>

= Un saludo

>

> Angel

Hola Angel, lo damos por aceptado. Enhorabuena!

Gracias por tu trabajo.

Un abrazo,

Eduardo

Eduardo Berriatua

Professor of Animal Health
Facultad de Veterinaria
Universidad de Murcia
30100 Campus de Espinardo,
Murcia, Spain

Tel: +34 868 883 997

M-Tel: +34 659 372 257
Fax: +34 8068 884 147
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Study 6. Survival capacity of Mycoplasma agalactiae and Mycoplasma

mycoides subsp capri in the diluted semen of goat bucks and their effects
on sperm quality.
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Theriogenclogy

Dear Prof. de la Fe,

1 am pleased to confirm that your menusceipt, "Survival copacity of Mycoplasma agalactise and Mycoplasma mycoldes subsp. caprd In the diluted semen of goat bucks and thelr effects
an sperm quality, has been accepted for publication in Therlogenclagy.

The iles have been forwarded to the publisher and you will be contacted In due course regerding galley proofs.
When your paper is published on ScienceDirect, you want to make sure it gets the attention it deserves. To help you get your message across, Elsevier has developed a new, free
service called audloslides: brief, webcast-style presentatlons that are shown (publicly avallable) next to your published article. This format gives you the opportunity to explain

your research in your own words and attract interest. You will receive an invitation email to create an AudioSlides presentation shortly. For more information and examples, please
visit | L gr, £ 5

Thank you for submitting your work to thisz journal,
Sincerely,

Lecnarda Brito, DVM, PhD, DACT

Associate Editor

Theriogenclogy

Reviewers' comment
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IV.2. Justificacion documentada de la importancia e indice de impacto de
las publicaciones presentadas.

La presenta Tesis Doctoral se compone de varios articulos comprendidos en 4
revistas de divulgacion cientifica diferentes recogidas en las principales bases de datos
internacionales especializadas.

Veterinary Microbiology (ISSN: 0378-1135) publicada por Elsevier, es la revista
principal para la publicacion y divulgacion internacional de resultados relativos a
microorganismos que afectan principalmente a animales domésticos de produccion.
Segtin el Journal of Citation Report-Science Edition (2013), ocupa la cuarta posicion de
132 revistas en la categoria Veterinary Science tanto por el indice de impacto (2,726) y
la tercera segun el indice de impacto de cinco afios (3,123).

The Veterinary Journal (ISSN: 1090-0233) publicada por Elsevier, es una
revista especializada en la publicacion y divulgacion internacional de diversos aspectos
relativos a la ciencia veterinaria. Segun el Journal of Citation Report-Science Edition
(2013) ocupa la decimoprimera posicion de 132 revistas en la categoria Veterinary
Science por indice de impacto (2,165) y la octava posicion segun el indice de impacto
de 5 anos (2,480).

Theriogenology (ISSN: 0093-691X) publicada por Elsevier, es una revista
especializada en la publicacion y divulgacion internacional de aspectos relacionados con
la reproduccion animal. Segtn el Journal of Citation Report-Science Edition (2010)
ocupa la decimoséptima posicion de 132 revistas en la categoria Veterinary Science por
indice de impacto (1,845) y la décimosexta segun el indice de impacto de cinco afios de
5 afios (2,146).

Small Ruminant Research (ISSN: 0921-4488) publicada por Elsevier, es la

principal revista de divulgacion internacional cientifica relacionada con los pequefios
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rumiantes (ovino y caprino). Segin el Journal of Citation Report-Science Edition
(2013) ocupa la decimoctava posicion de 52 revistas englobadas en la categoria
Agriculture, Dairy and animal Science con un indice de impacto de 1,099 y la décimo

séptima segun el indice de impacto de 5 afios (1,342).

&« C | [3 admin-apps.webofknowledge.com/ Ryl =
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et [FEE Index €% | Half-life Score Score
1 VET RES 0928-4249 3521 3.383 3.849 0.339 124 6.7 0.00731 1.089
2 TRANSBOUND EMERG DIS 1865-1674 866 3.116 2.622 0.783 106 2.5 0.00323 0.655
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DECLARAN:

Que Angel Gomez Martin, doctorando del Grupo de Investigacion Sanidad de
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IV.4 Trabajos en fase de publicacion.

IV.4.1 Evaluation of the best samples to detect asymptomatic carriers of contagious
caprine agalactia in endemic areas.

Los resultados de este trabajo fueron presentados en el congreso de la The International
Organization for Mycoplasmology (IOM) celebrado en 2014 y cuyo resumen es
mostrado a continuacion:

External auricular canal: a suitable body site for the detection of asymptomatic
animals carrying mycoplasma species responsible for contagious caprine agalactia
in endemic areas

Angel Gomez-Martin', Eveline Sagnéz, Ana Paterna’, Miranda Prats-van der Ham', Eric
Baranowski’, Juan Tatay-Dualdel, Joaquin Amores', Juan Carlos Corrales', Antonio
Sénchezl, Antonio Contrerasl, Christine Citti3, Christian De la Fe'

! Departamento de Sanidad Animal, Universidad de Murcia, Spain; ? Université de Toulouse, INP-ENVT,
UMR 1225, 31076 Toulouse, France; 3 INRA, Université de Toulouse, INP-ENVT, UMR 1225, 31076
Toulouse, France

Phone: +34 868887259, Fax: +34 868884147, Email: cdelafe@um.es

Asymptomatic carriers are thought to be one main source of caprine contagious
agalactia (CA) transmission in endemic areas. Therefore, their detection appears to be
important, but has a high cost for farmers because of the body sites to be sampled. The
occurrence of the 4 mycoplasmas species (M. agalactiae, M. mycoides subsp.capri, M.
capricolum subsp. capricolum and M. putrefaciens) associated with CA was tested in
154 goat bucks of chronically infected herds from six regions of Spain using PCR. Data
show that 16.8 % of ear swabs (n=308) were positive for at least one species, for only
1.3 % of conjunctival swabs (n=308) and none of the nasal swabs (n=54). This
suggested that ear swabs alone are suitable for detection of carrier animals. Because in
the Iberian Peninsula, CA in caprine is mainly caused by M. agalactiae, we started to
investigate whether a single M. agalactiae strain circulates within one herd. This was
performed using multi locus sequence typing (MLST) based on fusA, gyrB, rpoB and
lepA genes and samples collected from different animals of a same herd (conjunctival
swabs, ear swabs and mastitis milk). A single sequence type was found for all samples
tested, indicating that only one clone is circulating in this herd. This further suggested
that the strain found in the external auricular canal from asymptomatic carriers might be
responsible for production losses by mastitis in this herd. Further studies are being
conducted to confirm this hypothesis.
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IV.4.1 Study of the genetic variability in goat strains of Mycoplasma
agalactiae in the southeast of Spain by MLST.

Los resultados de este estudio fueron presentados en el Colloque International
Francophone de Microbiologie Animale (CIFMA 2014) y cuyo resumen es mostrado a
continuacion:

Etude de la variabilité génétique de souches caprines de Mycoplasma agalactiae
dans le sud-est de I'Espagne par MLST

Gomez-Martin, A" ; Sagne, E** ; Baranoski, E 3’2; De la Fe, C' ; Citti, >,

" Groupe de recherche en Santé des Ruminants. Département de santé animale.
Campus régional d'excellence internationale "Campus Mare Nostrum", Faculté de médecine vétérinaire.
Université de Murcia, 30100 Murcia, Espagne.
? Université de Toulouse, INP, ENVT, UMR1225, [HAP, 31076 Toulouse, France.
’INRA, UMR 1225, IHAP, 31076 Toulouse, France.

*c.citti@envt.fr

Mycoplasma agalactiae est I’agent étiologique de 1’agalactie contagicuse des petits
ruminants. Récemment, des souches caprines de M. agalactiae avec des profils
génétiques hétérogenes ont été isolées dans le sud-est de 1'Espagne, une situation qui
différe de celle observée au nord du pays ou les souches ovines sont trés homogenes.
Afin de mieux comprendre I’origine de cette hétérogénéité, la technique de Multi Locus
Sequence Typing (MLST) a été réalisé sur 14 isolats de terrain, avec comme cibles les
genes de ménage fusA, gyrB, rpoB et lepA. Les résultats ont mis en évidence la présence
de trois types moléculaires. Un de ces types présente un ancétre commun avec la souche
de référence PG2 et appartient a un groupe constitué¢ de souches provenant d’Espagne,
de France, du Portugal et de Sardaigne. Les deux autres forment deux groupes
indépendants, proches de la souche 5632, une souche génétiquement tres éloignée de la
souche type PG2. Curieusement, ces deux groupes se distinguent de toutes les souches
de M. agalactiae présentent dans la banque de séquences GenBank et possédent des
signatures moléculaires uniques. Ces résultats confirment la circulation de plusieurs
clones phylogénétiquement ¢loignés dans le sud-est de I'Espagne, avec des
conséquences pour la mise en place de mesures cohérentes pour le contrle et la
prévention de I'agalaxie contagieuse.
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AC (CA): Agalaxia contagiosa (Contagious agalactia).

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzyma (Enzyme-Linked immuno
sorbent assay).

IA (Al): Inseminacion artificial.

M: Mycoplasma

Ma: Mycoplasma agalactiae.

Mcc: Mycoplasma capricolum subsp. capricolum.

Mmc: Mycoplasmas mycoides subsp. capri.

Mp: Mycoplasma putrefaciens.

OIE: Organizaciéon mundial de sanidad animal (World organization for animal health).
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).

UFC/ ml (CFU/ ml): Unidades formadoras de colonias por mililitro (Colony forming

unit per millilitre).
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