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Agente etioldgico

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Aspectos generales

» Bacilos de 1-2 um de longitud

» Bacilos de 0,5 um de ancho
 Acido alcohol resistente

» Se presentan en forma de grumos

e Crecimiento lento

* “Dependencia de la micobactina”
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Agente etioldgico

Resistencia
e Pasto 12 meses
e Heces 13 meses
e Agua 15 meses
{ Estructura de su pared ]
Baja actividad metabdlica
(Tiempo de generacion 36h)
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Epidemiologia

Distribucion

Dificil comparacion de
prevalencias

Transmision

Principal FECAL-ORAL
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Epidemiologia

Enfermedad de Crohn
. ZOONOSIS?

4 P

Sintomas Map?

Factores Genéticos?
\_ J

Lesiones

APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY, Sept. 1998, p. 3153-3158 FOODBORNE PATHOGENS AND DISEASE
0099-2240/98/504.00+0 Volume 6, Number 4, 2009
Copyright © 1998, American Society for Microbiology. All Rights Reserved. @ Mary Ann Liebert, Inc.

DOI: 10.1089/fpd.2008.0226

Isolation of Mycobacterium paratuberculosis from Milk
by Immunomagnetic Separation Isolation of Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis
IRENE R. GRANT,'* HYWEL J. BALL? Axp MICHAEL T. ROWE! from Muscle Tissue of Naturally Infected Cattle

Marta Alonso-Hearn, Elena Molina, Marivi Geijo, Patricia Vazquez, |ker Sevilla,
Joseba M. Garrido, and Ramon A. Juste
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Epidemiologia
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Epidemiologia
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Epidemiologia
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Epidemiologia
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Epidemiologia

Pérdidas econdmicas

Pérdidas directas Pérdidas indirectas

( Muerte / desvieje prematuro de los animales \ *  Producciones no realizadas en animales

enfermos — Reduccién en el valor de desvieje de sacrificados prematuramente
los animales
* Incremento en el gasto asociado a la cria de
* Empeoramiento de los parametros productivos: animales hasta que alcancen la vida
especialmente reduccion de la produccion lactea productiva
(Kg), pero también de aquellos relativos a la calidad,
\ como el incremento de células somaticas / * |Incremento de gasto asociado a la reposicion
(compra de animales jovenes)

= Empeoramiento de los indices reproductivos:

infertilidad y complicaciones postparto = Gastos en diagnostico y tratamiento de las
diarreas
= Bajo indice de conversion tanto en animales con
signos clinicos como en curso subclinicos. = Gastos destinados al control de la infeccion
*  Reduccion de la vida productiva =  Otros: Pérdida de animales de alto valor
genético, restricciones de mercado, mala
=  Mayor predisposicion a otras patologias reputacion de la explotacion. .

(enfermedades cronicas: mastitis, ruminitis)

nelclﬁgir; )‘ s e Hasanova et al., 2006 .




Espectro Inmunopatoldgico Patogenia

CARGA BACTERIANA
Baja Alta

>

Focales / Multifocales Difusas

TIPO LESIONAL
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Formas lesionales

Patogenia




v" Clinico - Epidemioldgico

|  Subclinica Sin sintomas evidentes

Il Clinica Disminucién de la produccion
Pelo aspero
Pérdida de peso
Diarrea

» Vacas de 1°"y 2° parto
* Primeras semanas tras el parto

* Presentacion en forma de goteo a lo largo del afo

EUSKO | AURLARITLA
':E‘CHE.'“EJ GOBITAHG VASCO

HEEALRALIE 5 GASAPT

neiker y

Diagndstico




v’ Laboratorial

TIPOS DE ENSAYOS
- Inmunoldgicos
- Microbiolégicos
- Moleculares

- Anatomopatologicos
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Diagndstico

Inmunoldogico
ELISA

Especificidad prox. 100%

Detec. Prec. No eliminadores 25%
Prec. Eliminadores 66%
Casos clinicos 90%

Diferentes antigenos

Antigenos de MAP Aplicacion

R Referencias
diagnostica

Descripcion

con valor diagnéstico

Johnina o PPDj Extracto proteico punficado IFN-y Johnson, 1944
Lipoarabinomanano o LAM Componente de la pared celular ELISA Sugden et al , 1997
Antigeno proteoplasmatico o Antigeno proteoplasmatico crudo ELISA Bech-Nielsen et al , 1985;
PPA-3 (cepa 18 de M.avium) Pérez et al , 1997
Proteinas de choque térmico Se clasifican en tres grandes ELISA Koets et al, 1999
(Heat-shock proteins) grupos: Dnak, GroES y GroEL

Proteinas segin tamafio 15 kilodaltons (kD), 34 kD, 35 kD, IFN-y Stevenson etal, 1992,

Burrells et al., 1995;
Bannantine et al., 2003;
Willemsen et al_, 2006

nei efc. ELISA
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Diagndstico
Microbiologico
IDENTIFICACION MICROSCOPICA
e Tincion de Ziehl-Neelsen
» 400.000 micobacterias / gr heces
 Deteccion en CC-SC: 30%
* Rapida, sencilla y barata

» Subjetiva y no automatizable
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Diagndstico
Microbiologico

Cloruro de benzalconio B
Decontaminacion ‘ Hexadecil piridinio _
Acido oxalico

NaOH
'9 Enriquecimiento ‘ Sedimentacion
< q Centrifugacion
=
5 Herrold
%’ * Huevo Lowenstein-Jensen
e Suero Dubos

Cultivo _
Middlebrook 7H9, 7H11

Sinteticos Watson Reid

5 N Radiométricos: 14C
Deteccion automatica No Radiométricos
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AISLAMIENTO
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Técnica de referencia

Revisiones mensuales en lupa

Limite de deteccion 50-100 m/g heces
Especificidad del 100%

En infecciones subclinicas 40-60%
Lenta, cara y no automatizable
Actualmente no es una técnica de rutina
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Microbiologico




Diagndstico
Microbiologico

Tipado de cepas: PCR REA 1S1311

Origen Hospedador Mycobacteria sp Medio N° Aislam.  IS900 PCR 1S1311 PCR-REA
Espafa Bovino Map HEYM 346 + C
Ovino Map 7H11/L-J 11 + S
Ovino Map 7H11/L-J 1 + C
Caprino Map 7H11/L-J 6 + S
Caprino Map 7H11/L-J 4 + C
Bovino Maa Coletsos 1 Neg Patréon Maa
Caprino Maa Coletsos 1 Neg Patréon Maa
Tejon M. intracellulare Coletsos 1 Neg 275 + 245 bp
Bovino M. bovis Coletsos 1 Neg Neg PCR
Bovino M. chelonae Coletsos 1 Neg Neg PCR
Caprino M. bovis Coletsos 1 Neg Neg PCR
India Caprino Map HEYM 6 + B
Ovino Map HEYM 5 + B
Ovino M. asiaticum HEYM 1 Neg PCR Neg
USA Bison Map L-J 3 + B
Bison Maa 7H9 1 Neg Patron Maa
Rev. sci. tech. Off. int. Epiz., 2005, 24(3), 1061-1066
BMC Microbiology .
Research article

. Sevilla ™, S.V. Singh™, J.M. Garrido™, G. Aduriz"™, S. Rodriguez®
M.V. Geijo ", R.J. Whittington, V. Saunders ®, R.H. Whitlock® &

R.A. Juste
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Pulsed-field gel electrophoresis profile homogeneity of
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis isolates from cattle
and heterogeneity of those from sheep and goats
Iker Sevilla, Joseba M Garrido, Marivi Geijo and Ramon A Juste*
b
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PCR

Concentracion
- Sedimentacion
- Centrifugacion
- Separacion IM

Extraccion del DNA
- Fisicos
- Quimicos
- Enziméticos

Amplificacion
- PCR convencional
- PCR a tiempo real
- PCR anidada
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Diagnaostico
Molecular

PCR

Aspectos positivos

 Limite de deteccion 50-100 m/g heces
» Especificidad absoluta

e Técnica rapida

» Automatizacion de las extracciones
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Diagndstico
Anatomopatologico

Poca grasa
NL Reactivos

Linfangiectasia

Tubo de goma
Linfangiectasia

Zonas de eleccion




Diagndstico
Comparacion de Técnicas

ELISA/PCR
ELISA
RTPCR Positivo Negativo Dudoso Total
Negativo 3,5% 159 D 4004 14 4177
Positivo 161 3,7% 4 331
Total 320 4170 18 4508
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Diagndstico
Comparacion de Técnicas
Estimacion de la Prevalencia

Serie: Todas las técnicas positivas

Paralelo: Al menos una de las técnicas es positiva

Muestreo al azar en matadero
n = 1031 animales

A ® » » B B PAD A ®
Muestras
e 76 158 305 460 58 604
Positivas(n)
Muestras
Positivas(%) 7.4 15,0 29,6 46,6 5,6 58,6
/ \ 4 \

FOCALES MULTIFOCALES DIFUSAS
: m 83,5% 7,4% 9,1%
n e I ker f EUSKO JAURLARITIA
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Diagndstico

¢, Qué muestras debemos solicitar?

4 ~N
Suero: ELISA

Heces: PCR / Cultivo

Animal vivo

. 4
~

Animal muerto Tejidos : Cultivo / PCR; HP (HE / ZN)
J

Refrigerados
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* Mejora del manejo

e Deteccion y eliminacion

e Vacunacion
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Control
Mejora del manejo

Terneros

e Zona de partos limpia y aislada

» Separacion inmediata del ternero

* No emplear el calostro de vacas sospechosas

* Aislamiento de los animales de reposicion (12 m)

* No permitir el contacto con heces o purines de animales adultos: Nave / Pastos
» Manejo diario de los terneros previo al de adultos

 Limpieza cuidadosa de botas y material comun

e Centros de recria
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Control
Mejora del manejo

Adultos

* Aislamiento de los sospechosos en areas de facil limpieza
» Confirmacion laboratorial de los sospechosos
* Prevenir la contaminacion fecal de agua y alimentos

« Comprar animales de explotaciones sin historial de paratuberculosis
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Control
Mejora del manejo

» Duplicidad de instalaciones

* Inviable en explotaciones pequenas

* No aplicable en explotaciones de ganado de carne

e Los resultados se hacen esperar
» El ganadero se desanima y abandona

neiker J
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Control

Mejora del manejo
RESISTENCIA / SUSCEPTIBILIDAD

J. Dairy Sci. 93:5950-5958

:s?\“ ‘(;_
{Anmg) = doi:10.3168/ds.2010-3340
%, W5 © American Dairy Science Association®, 2010.

subspecies paratuberculosis infection in cattle

O. Ruiz-Larranaga,” J. M. Garrido,t M. Iriondo,* C. Manzano,” E. Molina,t |. Montes,” P. Vazquez,t
A.P. Koets,t V. P. M. G. Rutten,§# R. A. Juste,t and A. Estonba*’

I tics, Molecular Geneti
ANIMAL GENETICS ipeameigoe o

SHORT COMMUNICATION doi:10.1111/].1365-2052.2010.02055.x

Genetic association between bovine NOD2 polymorphisms and
infection by Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis in
Holstein-Friesian cattle

O. Ruiz-Larrafiaga®, J. M. Garrido®, M. Iriondo*, C. Manzano*, E. Molina®, A. P. Koets®,

o SCEY,
L v, J. Dairy Sci. 93:1713-1721 5.1 t *
;@E doi-10.3168/jds.2009-2438 _ V. P. M. G. Rutten™", R. A. Juste’ and A. Estonba
‘v,,? w¥'s" © American Dairy Science Association®, 2010.

Identification of single nucleotide polymorphisms in the bovine solute carrier
family 11 member 1 (SLC11A17) gene and their association with infection
by Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

0. Ruiz-Larranaga,* J. M. Garrido,t C. Manzano,* M. Iriondo,* E. Molina,t A. Gil,* A. P. Koets, 1
V: P.M. (.‘3 Rutten §# R. A. Juste,t a{nd A. Es}onba*’

§ECIEN,

SABAVE.  J. Dairy Sci. 94:3635-3641
3 ? doi:10.3168/jds.2010-3788
“raw¥ ¢ © American Dairy Science Association®, 2011

Genetic variation of toll-like receptor genes and infection by Mycobacterium
avium ssp. paratuberculosis in Holstein-Friesian cattle

O. Ruiz-Larrafiaga,” C. Manzano,” M. Iriondo,* J. M. Garrido, E. Molina,{ P. Vazquez,t R. A. Juste,}
and A. Estonba*’'
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Control
Deteccion y eliminacion

* Cultivo de heces * PCR de heces * ELISA
Supereliminadores < Coste / > Repeticiones
Reduccion rapida de casos clinicos Amplio n° de animales sin detectar
Alto coste economico Reduccion de casos clinicos
Alta tasa de reposicion Confirmacion en heces

Animales mayores de 24 meses
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Control
Deteccion y eliminacion

PROGRAMAS NACIONALES VOLUNTARIOS

= Estados Unidos

Erradicacion
Eliminadores / Grandes eliminadores

= Holanda

Erradicacion =  Reduccion de Map en leche

= Dinamarca

ELISA de leche y produccion

A8 -8



Protocolo de trabajo Control

Vacunacion
Explotaciones libres de Tuberculosis
Muestreos anuales IDR Comparada
Heces: PCR, cultivo PPD bovina / PPD aviar (CZ Veterinaria)
Sangre: ELISA, IFN Veterinarios Oficiales de Camparias
Intradermorreaccion comparativa EU Council Directive 64/432/CEE

Vacunacion

e Silirum® (CZ Veterinaria, Spain)
» 1 ml subcutaneo en el pecho

» Todo el grupo

* Reposicion >2 meses




Control
Resultados

5 explotaciones control

5.000 registros

26 Explotaciones
2006-2012
Libres de Tuberculosis

21 explotaciones vacunadas

10.000 registros

tecnalia
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Control
Resultados

Evolucion de la tasa de anticuerpos
ELISA
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% Positivos
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Evolucion de la excrecion fecal Resultados
1400% 13,03% BIVIC Research Notes BioMed Certra
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! Significant reduction in bacterial shedding and improvement in milk
10.00% production in dairy farms after the use of a new inactivated
! paratuberculosis vaccine in a field trial
3 00% Ramon A Juste*, Marta Alonso-Hearn, Elena Molina, Marivi Geijo,
il Patricia Vazquez, Iker A Sevilla and Joseba M Garrido
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Control

BIVIC Research Notes Bionted Cerd Resultados
Short Report Open Access
Significantreduction in bacterial shedding and improvement in milk
production in dairy farms after the use of a new inactivated
paratuberculosis vaccine in a field trial
Ramon A Juste*, Marta Alonso-Hearn, Elena Molina, Marivi Geijo,
Patricia Vazquez, lker A Sevilla and Joseba M Garrido
Efecto sobre la produccion de leche
Dependent variable Strategy  Vaccination No. of records Marginal mean (kg) Difference P
T&C Ante-Intervention 1040 10374.96 -186.87 02318
Post-intervention 242 10288.09 (1.80%)
Standard lactation VAC Ante-intervention 767 942051 257.13 0.0379
Post-intervention 364 9677.64 (2.73%)
T&C Ante-Intervention 1040 31.55 -0.21 0.7486
Average dally production Post-intervention 232 31.34 (0.67%)
VAC Ante-Intervention 767 29.27 I.15 0.0016
Post-Intervention 364 30.42 (3.92%)

* First sampling date was set as the ante/post-vaccination threshold.
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Control
Resultados

Interferencia con el diagnostico de la TB

IDR Simple IDR Comparada

20 - 25
15 £
2 151
10 - o
1 -
5 | j 0’5 | j l
1 Tv2 TVv3d Tv4 TV5 TV6

% positivos
% positivos

0 0
Vi Tv2 TVv3 Tv4 TV5 Tve TV7 Tv8 TV9 v V7 Tv8 TV9
Tiempo desde la vacunacion Tiempo desde vacunacion
Control ®Vacunado Control mVacunado
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Resultados

Interferencia con el diagnostico de la TB
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Control
Resultados

Efecto sobre |la edad de desvieje

@:‘ﬂha-q_l B R
&, v J. Dairy Sci. 95:618-629
i @E doi:10.3168/jds.2009-2860
%NS © American Dairy Science Association®, 2012.

Immunization of adult dairy cattle with a new heat-killed vaccine
is associated with longer productive life prior to cows being

16 4 sent to slaughter with suspected paratuberculosis
M. Alonso-Hearn, E. Molina, M. Geijo, P. Vazquez, I. A. Sevilla, J. M. Garrido, and R. A. Juste'
14 7 Department of Animal Health, NEIKER-Tecnalia, Derio, Bizkaia 48160, Spain
12 1
10 f
<)
g\, @ Control
0 8 1
< O Vacunados
©
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Tamano de los ndédulos vacunales

% animales
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Control
Resultados




Control

Resultados
Efecto sobre las formas lesionales
Latente Patente
«—> € >
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Control
Conclusiones

o Manejo de larecria

o Deteccidon de eliminadores

o Vacunacion? Priorizar la erradicacion de la TB
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Extraccion de sangre

v'PPD aviar / bovina
vESAT-6 y CFP10
v'Rv3615c

tecnalia
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Materiales y métodos
Infeccion experimental

P3 NEIKER (10° UFC)

! v

Semana 0 S16 S18 $31 832
M. bovis
Silirum® (1ml) P3 NEIKER (106 UFC) IDT Sacrificio
N=5
Silirum® (1ml) P3 NEIKER IDT Sacrificio
N=5
M. bovis

IDTSacrificio

ooy

l N=5

A

SO s4 S12 S18 S20 S22 S26 S30
IFN-y Patologia

Anticuerpos

Bacteriologia




Valor de DO

3,57
2,5 A
1,5

0,5 A
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Resultados
Infeccion experimental

Cuantificacion IFN gamma

Grupo No Vac PTB / Infectado M. bovis

M. bovis
(108 UFC)

Pl

MO

)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

—— Respuesta PPD av —# Respuesta PPD bov

LUSKO |AURLARITIA
GODITAMO VASEO
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Valor de DO

3,5 T

M. bovis
(108 UFC)

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7

——ESAT6 & CFP-10 —= Rv3615c




Resultados
Infeccion experimental

Cuantificacion IFN gamma

Grupo Vac PTB / Infectado M. bovis

3,5 7 3’5 -
M. bovis M. bovis
37 (108 UFC) 37 (108 UFC)
2,5 25 1
8 8
o 2 o 2
gl o
S 15- S 15-
] ]
> >
1 1
0,5 7 015 4
N
0 0 e ‘ ‘
MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 MO M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7
—— Respuesta PPD av —= Respuesta PPD bov ——ESAT6 & CFP-10 —= Rv3615c
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Resultados
Infeccion experimental
Resultados IDR terneros

PPD AVIAR PPD BOVINA PEPTIDE COCKTAIL PROTEIN COCKTAL
PRE |POST| DIF | PRE |POST| DIF | PRE |POST| DIF | PRE |POST| DIF
ES000306871045 NoVac | 6 8 2 5 14 9 6 11 5 5 11 6
ES061109501049 NoVac | 8 9 1 6 14 8 6 14 8 6 12 6
ES040306857732 NoVac | 8 9 1 7 19 12 5 14 9 8 15 7
ES020306872346 NoVac | 11 11 0 8 17 9 11 14 3 8 11 3
ES041109435455 NoVac | 6 7 1 8 13 5 10 14 4 7 13 6
ES030604109245 Vac | 6 15 9 6 15 9 7 10 3 7 12 5
ES070306871199 Vac | 5 12 7 4 10 6 5 11 6 4 8 4
ES080809514303 Vac | 11 23l 1 6 29| | 23 11 22 11 9 24 15
ES091109289634 Vac | 8 19 11 6 16 10 8 14 6 6 9 3
ES051108405492 Vac | 8 16] | 6 24 18 7 14 7 6 13 7
7\ /\
ES020810027580 Vac Nol 10 22 12 8 13 5 10 10 0 9 9 0
ES090810032268 Vac Nol 10 24 14 9 14 5 10 13 3 9 9 0
ES030306864770 Vac Nol 6 15 9 5 8 3 6 7 1 5 5 0
ES080306864775 Vac Nol 6 12 6 5 9 4 6 6 0 5 5 0
ES040809184716 Vac Nol 6 14 8 5 8 3 7 7 0 6 6 0
N4 \/
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¢ LAPEOR ESTRATEGIA DE CONTROL DE LA
PARATUBERCULOSIS?

&)

4

No hacer nada
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