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Unidades VISAVET

CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA VETERINARIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Servicio de Zoonosis de Transmision
Alimentaria y Resistencia a Antimicrobianos

Servicio de Zoonosis Emergentes,
de Baja Prevalencia y Agresivos Bioldgicos

Servicio de Micobacterias

Servicio de Diagnostico, Identificacion
y Caracterizacion Molecular

Servicio de Inmunologia Viral
y Medicina Preventiva

Servicio de Anatomia Patologica

Servicio de Gestion

Servicio de Calidad y Bioseguridad

Servicio de Informatica y Comunicacién
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Servicio Veterinario de Urgencia
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Servicio de Micobacterias

Lineas de Investigacion
- Aplicacion de nuevas técnicas de diagnostico: MGIT, real time PCR,

técnica de extraccion directa de ADN a partir de muestra clinica.

- Estudios de sensibilidad y especificidad de las pruebas diagnosticas
de la tuberculosis. Interferencia de  otras micobacterias
(M.a.paratuberculosis).

Estudios inmunoldgicos. Caracterizacion de la respuesta inmune.
Nuevas citoquinas para diagnostico.

Caracterizacion molecular de miembros de los complejos M.
tuberculosis (MLST, spoligotyping, VNTR) y M. avium (PCR, REAS).

Epidemiologia de la tuberculosis y paratuberculosis. Papel de los
animales salvajes. Control de la enfermedad. Vacunacion.
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Servicio de Micobacterias

Trabajo de Servicio

- Cultivo microbioldgico: tuberculosis y paratuberculosis.

Identificacion de complejo Mycobacterium tuberculosis y
M. avium mediante la técnica de Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).

Caracterizacion molecular de aislados del género
Mycobacterium: DVR-spoligotyping, PFGE, VNTR.

s B Pruebas inmunoldgicas:
g eDeteccion de gamma-interferon (PPD aviar y PPD
| bovina)
eDeteccion de anticuerpos frente a

M.a.paratuberculosis.
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Servicio de Micobacterias

Acreditacion

Acreditacién n® 817/LE1410
Anexo Técnico rev.1
Fecha 30/07/10

i Haja 1 de 1
ALCANCE DE ACREDITACION
CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA VETERINARIA (VISAVET). UNIVERSIDAD COMPLUTENSE
DE MADRID

Direccion: Universidad Complutense Madrid. Facultad de Veterinaria. Avda Puerta de Hiemro s/n. 1
HCV — Planta Sdtano 28040 (Madrid) u be rcu IOS IS.

Esta acreditado por la ENTIDAD NACIONAL DE ACREDITACION, conforme a los criterios recogidos
en la Norma UNE-EN ISO/IEC 17025: 2005 (CGA-ENAC-LEC), para la realizacion de:

Ensayos en productos agroalimentarios

_ _ tuberculosis y
Categoria 0 (Ensayos en laboratorio permanente)
SERVICIO DE MICOBACTERIAS ) Cadena de la

Analisis mediante métodos basados en técnicas de cultivos

PRODUCTOI/MATERIAL ENSAYO NORMA/PROCEDIMIENTO
A ENSAYAR DE ENSAYO
Linfonodas y pulman de bovino | Deteccion de Micobactenias Procadimiento intafmo -
PE/DD3MYC d e I g enero
Analisis mediante métodos basados en técnicas PCR NTR.
PRODUCTOI/MATERIAL ENSAYO NORMA/PROCEDIMIENTO
A ENSAYAR DE ENSAYO
Colonias  procedentes  de| ldentificacion de microorganismos | Procedimiento intermo
cultivas pertenecientes al complejo  Mycobactenum | PE/OOSMYC
i -__ | tuberculosis
ADN obtenido de colonias|™ -
procedentes de cultivos aviar y P P D

Analisis mediante métodos basados en técnicas ELISA

PRODUCTO/MATERIAL ENSAYO NORMA/PROCEDIMIENTO fre nte a
A ENSAYAR DE ENSAYO
Sangre de bavino Diagnostico de tuberculosis mediante deteccion | Procedimiento interno
del Gamma-Interferén in vitro por ELISA PE/DDS/MYC
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Servicio de Micobacterias

PE/OO03/MYC* PE/O0S/IMYCE
PE/OOl/MYC PE/012/MYC -PE/Oll/MYC PE/OO7/MYC i, mycoDB o,
TINCION PE/013/MYC SPOLIGOS =
CULTIVO PCR \
Muestra bioldgica el o e DN Perflle_s de
cultivo spoligo

PE/009/MYC* PE/010/MYC Flujo Serviclo

IFN TBC Serologia PTB
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Convenios de colaboracion

GOBIERMO MIMIS TERKD
OE ESPAMNA L MEDID AMBIEMTE
T MEDNO RURAL Y MARIMC

" Junta de ﬂ g '

Castilla y Ledn comunidad de Madrid  Gastilla-1a Mancha

* Bovine
M Tuberculosis

- Apoyo en el diagnostico de tuberculosis
- Asesoria cientificaZtécnica
- Estudios de investigacion
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- Estudios epidemioldgicos (DVR-spoligotyping, VNTRS).
Gestion y actualizacion de la Base de Datos Nacional mycoDB.

- Escuela de Tuberculosis para la formacion del personal

g veterinario y desarrollo de una técnica de sensibilizacion en
m% animales sanos mediante la aplicacion de antigenos de
EL‘ Mycobacterium bovis.
= - Cultivo microbiolégico de tuberculosis, identificacion vy

%EE caracterizacion molecular de los aislados e interpretacion de
%E% resultados de CCAA.
£ 0w

- Estudio de la interferencia producida por la vacunacion frente
a la paratuberculosis y pseudotuberculosis o de la co-infeccion
por C. pseudotuberculosis en el diagndstico de la tuberculosis.

- Complementar al Laboratorio de Referencia Europeo de
Tuberculosis Bovina.

GOBIERNO
DE E5PAMA

- Tuberculosis en reservorios silvestres y analisis de la eficacia
de un programa de vacunacion en estas especies.

- Valoracion de la sensibilidad vy especificidad de las pruebas
oficiales de diagnodstico de la tuberculosis bovina y caprina
mediante el empleo de PPDs.

G

- Asesoria cientifica y técnica al MARM y CCAA (acreditacion).
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PREVALENCIA DE REBANO E INCIDENCIA EN
ANIMALES 1986-2010 TUBERCULOSIS BOVINA

< 14 1 Estudios
epidemioldgicos
zZ 12 11,77 pS
11,14 11,17 \
10,78 Ve
10,2 -
< % \\918 Problemas de Animales
D_ A diagnostico salvajes
o | \
LIJ 4,2 401 3,69 3,68 4,57
4 .
367 3,44
812,24 5 1, 1,76 163 159 165
2 1,28 1,26 "o L2 ’ 1,51
1,72 1,63 075 066 058 05247 49 031 042 049 048041 :
0 0,36
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=== PREVALENCIA DE REBANO
«=@==|NCIDENCIA EN ANIMALES
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Epidemiologia compleja
Factores relacionados con ia enfermedad

- Epidemiologia clasica
» Encuesta epidemioldgica

» Densidad (hacinamiento, tipo de ganaderia, etc.)

» Comportamiento, movimiento de animales

» Estudio de las lesiones (cavidad toracica o abdominal)

» Interacciones (ganado, peridomeésticos, salvajes, hombre)

ENCUESTA EPIDEMIOLOGIA
PARA INVESTIGACION DE SOSPECHA
0 CONFIRMACION DE BROTES DE
TUBERCULOSIS BOVINA, BRUCELOSIS
BOVINA Y BRUCELOSIS OVINA Y CAPRINA

-IDA

N DE
05 EN BROTES DE
¥SI5 BOVINA, BRUCELOSIS
A {UCELOSIS OVINA Y CAPRINA

1111111 PROGRAMAS NACIONALES DE ERRADICACION DE ENFERMEDADES
111EE1E PROGRAMAS NACIONALES DE ERRADICACION DE ENFERMEDADES
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Epidemiologia compleja

Factores reiacionados con la enfermedad

- Epidemiologia clasica

- Epidemiologia molecular
-DVR-spoligotyping
-MIRU-VNTRs

)
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PCR Multiple

Identificacion por PCR

Género Mycobacterium

Complejo Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis

Servicio de Micobacterias
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Direct Variable Repeat - Spacer Oligonucleotide Typing
DVR-SPOLIGOTYPING

Cepa 1

Cepa 2

Locus DR / Dr DR

espaciador

DR cers MM EE
epal
Bl H HE
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Mycobacterial Intersperse Repetltlve Units (MIRU)

| | — Cepa 2

Locus 40-100 pb x N

VNTR2165, VNTR2461, VNTRO580, VNTR3192, VNTR2996, VNTR2163a, VNTR2163b, VNTR4052, VNTR3232

Perfil MIRU-VNTR: 1-3-3-3-5-10-2-5-8
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datos nacional sobre tuberculosis y
otras micobacteriosis en _anlmal

- w GOBIERMO MIMISTERID
DE ESRARA, DE MEDID AMBIEMTE
T MEDIC RURALY MARIMO

Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino

Centro de VlgllanC|a Sanitaria
Veterinaria (VISAVET)
Universidad Complutense

- Centralizacion de la informacion de ADN de cepas

del complejo M. tuberculosis en una Base de Datos
Nacional.

- Vigilancia y estudios epidemioldgicos.

- Acceso restringido.
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Base de Datos Nacional de Micobacteriosis Animal
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Datos pnldpmlnl(’)ninng

Espoligotipo www.Mbovis.org

Fecha de recepcion de la muestra
Comunidad Autonoma y su codigo oficial
Provincia

Municipio y su codigo oficial

Especie animal

Ildentificacion
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Flujo de traba

By

h-l

- 2006: “Manual de procedimiento para la
toma y envio de muestras para el cultivo
microbiologico de tuberculosis™

- Se aplica a:

Muestras de tejidos.

Medios de cultivos positivos.

y MANUAL DE PROCEDIMIENTO
| PARALATOMAY ENVIO DE MUESTRAS
| PARAEL CULTIVO MICROBIOLOGICO
DE TUBERCULOSIS

ADN.

Perfiles de espoligotipado.

PROGRAMA NACIONAL DE ERRADICACION DE LA TUBERCULOSIS BOVINA
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Perfiles Perfiles
Especie Aislados spoligo VNTR

M. bovis 16230 396 157
M. caprae 1449 18 15

M. tuberculosis 6 5 o)
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1. Spoligotype Search

HOME

VISAVET
INVESTIGACTON
DOCEMCIA
DIVULGACTON
SERVICIOS
NOTICIAS

CONTACTOD
CEMTRO DE VIGILANCIA SAMITARLA VETERIMARIA | UNIWERE DAD SOMPLUTEMSE
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SPOLIGOTYPE S

Busqueda por eddigo estandarizado

SBO121 [=]

SpB007 ™ MIRU-VNTRTYPE SEARCH
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2

Movimiento de un animal?
Fallo diagnostico?
Nueva infeccion?
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Importancia de los animales salvajes

1. Reservorios para ganado
2. Especies protegidas

3. Salud Publica
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VBAWVET | UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

www.vigilanciasanitaria.es



4 1.Variedad de fauna salvaje, varias especies

| susceptibles.

g 2.Caza como actividad econdmica.

"'é 3. Alta densidad de poblacion.

Wla. practica ganaderas especificas (extensivo).
CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA VETERINARIA Serviciakis Micbbacisrias



Distribucion de los espacios naturales de la CM

MADRID

about you

Area total:

802.180 ha

172.001 ha

-----

n CENTRO DE V|G|I.ANC|A SAN|TAR|A VETERINARIA Servicio de Micobacterias
VBAWET | UNIVERSIDAD COMPLUTENSE www.vigilanciasanitaria.es



Monte de El Parde
Area urbana
== Distrito Fuencarral-El Pardo

Embalse

de El Pardo Monte de Vifiuelas

Rio Manzanares

Puerta del Sol

del jabali

o sbem

o0zas sale a la caza
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Aislados bovinos de M. bovis 2006-2007 _

Villanuava dal Pardilla
viiianueva gei Pargaliio

San Sebastian de los Reyes 21

Bov 2006-07

Rascafria 20
Lozoya 12
Colmenar Viejo 11
San Agustin del Guadalix

Soto del Real

Bustarviejo

Fuente el Saz del Jarama
Cenicientos

Escorial (El)

Manzanares el Real
Boalo (El)

Canencia

Cercedilla

Molinos (Los)

Pinilla del Valle

Collado Mediano
Gargantilla del Lozoya y Pinilla de Buitrago

Guadalix de la Sierra

Madrid

B R R B B N N W W & 0 1 1 O N O ®

Vellon (El)
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Aislados de M. bovis
procedentes de
fauna salvaje

Aislados de M. bovis 2006-2007

Bov 2006-07

CENTRO DE VIGILANCIA SANITARIA VETERINARIA
VSAVET | UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

Aislados
bovinos de M.
bovis
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DVR-Spoligotyping: caracterizacion molecular

Bovino Fauna salvaje
SB0339 72 46,4 70
SB0121 37 23,9
SB0265 10,3
SB0867 7,1
SB0122 3,2
SB0120 2,6
SB0134 19
SB0294 1,9
SB0152 1.3
SB0295 0,6
SB1090 0,6
SB1142
SB1302
SB1393

[ERY
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et ER LR
1 .

331
t ??g'
=
IIIH i

t o mah .
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+

+ T
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o

Total:
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2. Isolate Search: M. bovis en salvajes

. ~[ o ' = X
ti.. mycoDB s 2

D-OCENCIA

DIVULGACION

CEMTRO DE VIGILANCLA SANITARIA VETERINARIA | UNIWVEREIDAD

D

COMPLUTEMEE
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L]
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Copyright & 2011 VISAVET
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Espoligotipo E

Identificaciéin M. bovis [=]

SPOLIGOTYPE SEARCH
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un =spoligotipo po
=u oidigo extandarizado.
2165 2461 0580 3192 2896 2i63a 2163b 4052 3232
VNTR-MIRUEi 3 = O £ = O B = = e A = I B T R A =
Especias arinales: MIRU-VNTRTYPE SEARCH
MIRU-VNTRtype Search: bl=gueds d= un MIRLU
WNTRtipo por =| nimemn de repeticiones.

IsoLATE Mars

Isolate Maps: map

sislami=nio= d= mic

Resultados por pégina R0

Buscar A-| Manual d= usuaric
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Estudio 1 Persistence and molecular evolution of Mycobacterium bovis

population from cattle and wildlife in Donana National
Park revealed by genotype variation

Conocer la prevalencia de la tuberculosis en animales en un
area restringida

Realizar estudios epidemioldgicos basados en técnicas
moleculares

Muestreo de ganado bovino y animales salvajes
Intervalo de seis anos (1998-2003)

: Cultivo microbioldgico, identificacion

gz DVR-spoligotyping y MIRU-VNTR
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Estudio 1

Especie M. bovis (26) Perfiles DVR-spoligotyping (N)
animal N animales

Bovino 54 (7,96) SB0120 (1) SB0950 (1) SB1233 (1)
SB0134 (2) SB0822 (3) SB1234 (2)
SB1230 (10) SB1232 (34)

Jabali 214 60 (28,04) SB1230 (11) SB1232 (48) SB0950 (1)
Ciervo 168 26 (15,48) SB1230 (2) SB1232 (24)

Gamo 134 17 (12,69) SB1230 (1) SB1232 (16)

Lince 10 4 (40) SB1232 (3) SB0295 (1)
ibérico

Zorro 5 2 (40) SB1230 (1) SB1232 (1)

TOTAL 1209 163 (13,48) 9 perfiles SB1232 (77,3%0)

SB1230 (15,3%)
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Estudio 1

Perfiles MIRU-VNTR

Especie QUB ETR ETR QUB QUB QUB MIR MIR
animal 3232 -A -B 26 1l1a 11b U4 U40

Perfil espoligo

SB0822 Bovina (n=3)
Bovina
(n=23)
SB1232 el fios 6 4 5 4 12 4 3 2
(Nn=38)
SB1233 Bovina (n=1)
Bovina (n=6)
SB1230 Salvajes 7 6 4 5 12 2 0] 2
(n=10)
sBoos0 | BoVINa(N=L | ¢, | as6 |574 | as5 | 12 | 274 | 3 >
Jabali (n=1)
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Estudio 1

Perfil espoligo Especie QuUB ETR ETR QUB QUB QuUB MIR MIR

animal 3232 -A -B 26 l1la 11b U4 U 40
SB0822 Bovina (n=3)

Bovina
(n=23)
Salvajes
(Nn=38)

SB1232

SB1233 Bovina (n=1)

SB0822 EECO N EEENE EEEEEENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEROOOOOO

SB1232 EECCEEEECEN E ECEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEOOOOC
SB1233 EECCEEEECEN lI:Illllllllllllll@llllll:ll:ll:ll:ll:l

SB0822 —» SB1232 —» SB1233

[ Microevolucion
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Estudio 1

: : Especie QUB ETR ETR QUB QUB MIR MIR
SR eepelie animal 3232 -A -B 26 1la U4 U 40
Bovina
(n=23)
SB1232 Salvajes 6 4 5 4 12 4 3 2
(Nn=38)
Bovina (n=6)
SB1230 Salvajes 7 6 4 5 12 2 0] 2
(n=10)
SB0950 Bovina(n=1) | o - | 4/5 | 574 | as5 | 12 | 274 3 2
Jabali (n=1)
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Estudio 1

: . Especie QUB ETR ETR QUB
Ferill espellee animal 3232 -A -B 26
Bovina
(n=23)
SB1232 Salvajes 6 4 5 4 12 4 3 2
(Nn=38)
Bovina (n=6)
SB1230 Salvajes 7 6 4 5 12 2 0] 2
(n=10)
SB0950 Bovina(n=1) | o - | 4/6 |5/4| as5 | 12 | 274 3 2
Jabali (n=1)

(I AN COEEER O EEEEEEEEEEEEEEEROEOOOOO
I AN NN EEEEEEEEEEEEEEEREEREECOOOOO

SB1232 EEOCEEN
SB1230 EECEmEN
SB0950 EECEEEN

SB0O950 = SB1232 + SB1230

IIEIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIEIEIEIEI

[ Infeccion policlonal por los espoligotipos mas frecuentes
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Estudio2 Humans as Source of Mycobacterium tuberculosis
Infection in Cattle, Spain

Descripcion la infeccion de tuberculosis en ganado bovino
causada por Mycobacterium tuberculosis

Estudio epidemioldgico basado en epidemiologia clasica y
molecular

Servicio de Micobacterias
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Estudio 2

- Infeccion en tres animales de tres explotaciones

- Localizacion: Centro y Norte de Espana

- Cultivo microbiologico mediante sistema liquido

- Deteccioén rapida il = B
- Mejor sensibilidad
- Disefado para M. tuberculosis =

- Reciente implantacion en Sanidad Animal

- Caracterizacion molecular

CENTRO DE VIG".ANCJA SANHARIA VETE RINARIA Servicio de Micobacterias
VSAVET
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Estudio 2

0 Eatnadie rdsticssarenha keespilofieciacos

S No. animales >200
§ Produccion Carnica Carnica Lechera
_5_ Estatus TB (anterior al brote) Libre Libre No libre
1 No. reactores IDTB 1 31 12
Ao del brote 2007 2008 2009
ié Edad de los animales (meses) 991 Animales jc')venes 3
§ IDTB/IFN-y +/ND — = +/ND
§ Lesiones compatibles N¢ Sin lesiones No
g Perfil espoligotipo SIT 2537 SIT 1564 SIT 58
Coinfeccidén Si (M.a.h) Si (M. bovis) No
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Estudio 2

O Origen de la infeccion en los animales

Ano del brote 2007 2008 2009
2 Edad de los animales (meses) 9 4 3
% IDTB/IFN-y +/ND — /- +/ND
% Lesiones compatibles No No No
s
S Perfil espoligotipo SIT 2537 SIT 1564 SIT 58
Coinfeccidn Si (M.a.h) Si (M. bovis) No
c % TB activa Si Si Si
g’ g Pais de origen Espafa Este Europa Espafa
< Pperfil espoligotipo SIT 2537 - SIT 58
MDR

Reforzar la comunicacion entre Sanidad Animal y Salud Publica ]
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Objetivos futuros

Asesoria y apoyo a la base de datos Nacional.
Completar con:
- Sistema de informacion geografica (GI1S).

|SOLATE GIS Comunidad de Madrid [l

£s.. Myco

Base de Datos Nacional de Mic:

CENTRO DE VIGILANCIA SANTTARIA VETERINARIA | UNIVERS

IsoLaTE GIS
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MINISTERID
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EUROPEAN UNION REFERENCE LABORATORY
FOR BOVINE TUBERCULOSIS

Castilla-Lla Mancha
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