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RESUMEN

La linfadenitis caseosa es una enfermedad causada por
Corynebacterium pseudotuberculosis y en pequefios rumiantes
compromete la productividad de los rebafios. El objetivo de este
trabajo consistié en describir la linfadenitis caseosa en rebafios ovinos
del municipio Falcén de la Peninsula de Paraguana, Venezuela,
con la caracterizacion del agente causal, las manifestaciones
anatomopatoldgicas asociadas y con registro de factores asociados
de posible interés epidemioldgico. La investigacion fue de tipo
exploratoria y transversal y se desarroll6 en tres etapas, se realizaron
visitas de campo para seleccionar intencionalmente las fincas (29) y
los animales, colectandose 13 muestras de secrecion purulenta de
lesiones en linfonodos superficiales, luego se efectuaron los estudios
bacteriolégicos en el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de la
Universidad Nacional Experimental “Francisco de Miranda”; ademas,
se seleccionaron cuatro individuos con diagnostico etiologico de
C. pseudotuberculosis para la realizacion de necropsias y estudios
anatomopatoldgicos. El principal microorganismo aislado fue C.
pseudotuberculosis (76,9%) y otros en menor proporcion (Trueperella
pyogenes, Staphylococcus aureus y Sphingobacterium multivorum);
se encontraron lesiones en ganglios superficiales, siendo el
mandibular el mas afectado (60%), que junto al parotideo fueron los
unicos en donde se detectd incremento del tamafio durante el examen
macroscopico (P<0,05). Microscdpicamente se registré presencia de
granulomas caseosos con necrosis y centro eosinofilico, edema,
hiperplasia de foliculos linfoides rodeados de tejido fibroso, formando
un laminado concéntrico solo visible con aumento 40X. Se detecto la
enfermedad en las parroquias Pueblo Nuevo, Baraived, Jadacaquiva
y El Vinculo, albergando la ultima 60% de los casos y la finca con
mayor positividad (3%). El confinamiento geografico y deficiencia en
la asistencia veterinaria fueron comunes entre los predios en donde
se aislo C. pseudotuberculosis, aunado al escaso conocimiento para
el correcto manejo de los animales enfermos. Esta investigacion
representa el primer reporte de linfadenitis caseosa en rebafios
ovinos del noroccidente venezolano.

Palabras clave: Abscesos; ganglios en cebolla; hiperplasia
linfoide; Corynebacterium pseudotuberculosis.
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ABSTRACT

Caseous lymphadenitis is a disease caused by Corynebacterium
pseudotuberculosis, which hinders productivity in small ruminant
herds. The aim of this work was to describe caseous lymphadenitis
in ovine herds from Falcén Municipality in Paraguana Peninsula,
Venezuela, with the characterization of the etiological agent and
associated anatomopathological manifestations, including register
of risk factors with epidemiological interest. This was an exploratory
and field transversal research and it was developed in three stages;
field explorations were done to select intentionally the farms (29) and
animals, collecting 13 pus samples from superficial lymph nodes,
then the bacteriological studies were done at Veterinary Microbiology
Laboratory at Universidad Nacional Experimental “Francisco de
Miranda”; four animals with C. pseudotuberculosis diagnosis were
selected for necropsies and anatomopathologic studies. The main
isolated microorganism was C. pseudotuberculosis (76.9%) as well as
others in fewer proportions (Trueperella pyogenes, Staphylococcus
aureus, and Sphingobacterium multivorum); lesions were found on
superficial lymph nodes, whereof mandibular lymph nodes were most
affected (60%) and with parotideal lymph nodes, they were the ones
with significantly increased size during macroscopic examination
(P<0.05). At microscopic level, the presence of caseous granuloma
with necrosis and eosinophilic center, edema, and lymph follicles
hyperplasia surrounded by fibrous tissue, forming concentric layers
only visible at 40X, were registered. Caseous lymphadenitis was
detected at Pueblo Nuevo, Baraived, Jadacaquiva, and El Vinculo
counties, comprising the last one 60% of C. pseudotuberculosis
isolates and the farm with highest positivity (3%). Remote and isolated
geographic localization and failures on veterinary assistance were
common among farms where C. pseudotuberculosis was isolated,
besides the poor knowledge for the proper management of sick
animals. This investigation is the first report of caseous lymphadenitis

in ovine herds in northwestern Venezuela.
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INTRODUCCION

La Linfadenitis Caseosa (LC) es una enfermedad infecciosa
cronica que afecta a pequefios rumiantes, el agente causal es
Corynebacterium pseudotuberculosis y en ovejas (Ovis aries)
cursa con agrandamiento visible y/o palpable en ganglios linfaticos
superficiales, pudiendo estar acompafiada con secrecion
purulenta caseosa e inclusive, con manifestaciones semejantes
en organos linfoides profundos [2, 10], comprometiendo asi la
productividad de los rebafios por la depreciacion de carnes,
disminuciéon de la ganancia de peso, produccién de leche y
lana, emaciacion progresiva del animal hasta la muerte y/o
retiro prematuro dentro de los rebafos [16, 72]. En Venezuela
se ha reportado en caprinos (Capra hircus) [12, 19, 20, 23,
26,48] y ovinos [67]. Si bien en el estado Falcén la ganaderia
caprina esta ampliamente difundida, también es comun la cria
simultanea de otras especies domésticas, particularmente de
ovinos, por lo que esta actividad productiva cobra interés por
desarrollarse en los sectores rurales y a cargo especialmente de
los estratos socioecondémicos bajos [50], donde muchas veces
la produccién sirve para comercializacion y autoabastecimiento.
Finalmente, dada la idiosincrasica manera de cémo se manejan
los rebafios, la LC en las granjas venezolanas constituye un
riesgo de salud publica, en virtud del potencial zoonético de C.
pseudotuberculosis [11,24,58].

Las experiencias a nivel de campo han permitido detectar
a ovinos con apostema, sospechando entonces de la etiologia
por C. pseudotuberculosis, siendo este antecedente la principal
motivacion para la realizaciéon de esta investigacion, cuyo
objetivo fue describir la LC en rebafios ovinos de la Peninsula
de Paraguana, con la caracterizacion del agente etiologico, las
lesiones anatomopatoldgicas asociadas y algunos factores de
riesgo de posible interés epidemioldgico implicados.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio: la Peninsula de Paraguana abarca una
superficie aproximada de 2.538 km? distribuida en tres Municipios,
siendo Falcdn el méas extenso de ellos y con varias Parroquias,
entre las cuales destacan Pueblo Nuevo, Baraived, Adicora,
Jadacaquiva, Buena Vista, El Vinculo y El Hato [33], con clima
arido-semiarido, relieve bajo y plano, suelos sometidos a intensa
meteorizacion fisica, recursos hidricos escasos y pluviometria
baja (media de 21,4 mm?3 para la estacion Coro, entre los meses
agosto-diciembre de 2012), con sequia de noviembre a abril [34-
38,51]; las temperaturas medias maxima y minima reportadas
para la estacion meteoroldgica mas cercana (Coro) son de 27,3
y 21,7 °C, respectivamente, con una amplitud térmica de media
de 5,9°C [54]; alcanzé una media de 69,5% entre los meses de
agosto a diciembre, en el periodo de 1970 a 1998 [39]. Para
esta dependencia se registraron 649 unidades de produccion
agropecuarias (UP) y su poblacion ovina estuvo contabilizada en
36.635 cabezas de ganado [50].

Fase de campo: se efectud entre los meses de agosto a
diciembre de 2012; la escogencia de las UPs fue de manera
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intencional dependiendo de la anuencia y disposicion de
los propietarios. Una vez dentro de la granja, el muestreo
poblacional fue también de caracter intencional, por la busqueda
de ovinos que presentaban manifestaciones clinicas asociadas
a LC mediante la inspeccion visual y palpacion de los ganglios
linfaticos, de aquellos individuos que asi fueron seleccionados,
se tomd muestras para los estudios microbioldgicos; este
procedimiento de trabajo es el comunmente aplicado cuando
se desea estudiar LC en rebafios tanto caprinos [12,13,19,20]
como ovinos [32,43], el cual basicamente consiste en el rasurado
y limpieza con solucién yodo-povidona de la regién afectada, con
posterior incisién con bisturi y aspirado y/o drenaje del material
caseoso, el cual es colectado en una inyectadora de 5 mL. Por
otra parte, se registraron datos sobre los factores de riesgo que
podrian estar influyendo en la aparicién de LC, tanto a nivel de
la UP (ubicacion geografica, asistencia veterinaria, manejo del
rebafo, poblacion y especies animales explotadas) como en los
animales en los que se sospechaba que padecieran de LC segun
la exploracion clinica (patron racial, edad, sexo y localizaciéon
anatémica de las lesiones).

Estudios microbiolégicos: las muestras fueron colectadas
y procesadas en el laboratorio segun protocolo descrito por
Chirino-Zarraga y col. [20], exceptuando la realizacion de las
tinciones de Ziehl-Neelsen y la inoculacién en caldo tetrationato:
Los especimenes se conservaron y transportaron de manera
refrigerada hasta el laboratorio de Microbiologia Veterinaria de
la Universidad Nacional Experimental “Francisco de Miranda”
(UNEFM), cuidando de que no transcurrieran mas de 24 horas
entre la captacion del mismo y la siembra en los medios de
aislamiento primario. Para la caracterizacion e identificacion
de los aislamientos sospechosos de C. pseudotuberculosis
se aplicaron las pruebas de fermentacion de carbohidratos
(maltosa, trehalosa, glucosa, sacarosa, xilosa, galactosa,
arabinosa, manitol y fructosa), reduccién de nitratos, produccién
de hemolisina, pruebas CAMP sinérgico con Rhodococcus equi e
hidrélisis de varios compuestos (urea, almidoén, gelatina nutritiva y
caseina) [10, 20, 21, 30, 41, 46, 47, 53, 63, 68]. Todos los medios
de cultivo usados fueron preparados segun las indicaciones del
fabricante (HIMEDIA, HiMedia Laboratories, Mumbay, India).

Estudios anatomopatolégicos: para la realizacion de las
necropsias se seleccionaron cuatro individuos en los cuales
el examen clinico y los cultivos bacteriolégicos permitieron
diagnosticar LC, la caracterizacion macroscopica y toma de
muestras para los estudios histopatolégicos se efectué en el
laboratorio de Anatomia del Programa de Ciencias Veterinarias
de la UNEFM [22], mientras que la preparacion de los cortes y
montajes microscopicos se realizé en la Unidad de Patologia Coro
C.A.; las muestras fueron fijadas en formol al 10%, deshidratadas
con alcohol isopropilico y xilol y montadas en bloques de parafina,
se efectuaron cortes de 5 um y con ayuda de bafo de flotacién
fueron dispuestas en laminas portaobjeto (rehidratacion),
se efectud una nueva deshidratacion y finalmente se aplicod
tincion con hematoxilina-eosina. Los analisis microscopicos
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se efectuaron en el laboratorio del Departamento de Anatomia
Patologica del Hospital Militar “Dr. Carlos Arvelo”.

Analisis Estadistico: esta investigaciéon fue de caracter
descriptivo, los datos colectados se organizaron en tablas vy
graficos para facilitar el manejo de la informacion y la estimacion
de medidas porcentuales, de tendencia central y de dispersion, a
tales efectos se utilizé el programa Microsoft Excel 2007®. Para
la comparacion de los porcentajes de positividad de cada UP
se aplicé la prueba de Fisher [29,62], la cual es eficiente para
cuando los tamafios muestrales son pequefios [52], considerando
la tasa de Error Tipo | (0=0,05); mientras que para contrastar
entre los tamafios de los ganglios linfaticos segun los estudios de
necropsia, se uso la Prueba T para un parametro [52], tomando
como valores referenciales el promedio de las mediciones de
los linfonodos que no presentaron material caseoso segun la
necropsia. Para estas pruebas estadisticas se aplico el paquete
computacional InfoStat Profesional 2.0 [28].

RESULTADOS Y DISCUSION

La TABLA | resume los hallazgos en las UPs visitadas,
registrandose 10 ovinos de 13 (76,9%) con diagnostico de LC,
esta cifra es equiparable con los porcentajes de aislamiento de C.
pseudotuberculosis reportados en caprinos del estado Falcon con
67,7% [20] y 63,4% [23], contrastando a su vez con el 36% y el
37,9% de Borges y Chirino [12] y de Aguilar [1], respectivamente; de
esta manera, se reafirma a C. pseudotuberculosis como el principal
agente etioldgico de las linfadenomegalias superficiales y se
corrobora la presencia de LC en los rebafios de pequefios rumiantes
del pais, siendo los ovinos los afectados en esta ocasion. El resto
de los abscesos fueron atribuidos a otros microorganismos como
Trueperella pyogenes, Staphylococcus aureus y Sphingobacterium
multivorum (un aislamiento para cada uno), coincidiendo con
trabajos previos [4,31,64], incluyendo las investigaciones realizadas
en caprinos en localidades geograficas cercanas [1,18,23], por
tanto, otros microorganismos pueden estar involucrados en
menor frecuencia como agentes causales de linfadenomegalias
superficiales, por lo que siempre es recomendable acompafar la
valoracion clinica con ensayos de laboratorio como el diagndstico
microbioldgico.

TABLA |
FRECUENCIA DE LINFADENITIS CASEOSA EN UNIDADES DE PRODUCCI()N VISITADAS EN EL MUNICIPIO FALCON, ESTADO
FALCON

Cantidad de casos de LC /

Parroquia Localidad Identigca(gén de Po:\'[?:;én Elzgeec):fnlso?:;:l:- Cantidad de zgirggles con abs- Porcentaje g/(:)Posilividad
1 300¢ B 1 1/0,33
2 320 B
Flor Blanca 4 60° E 1 0/0
5 200° F
6 11¢ B
Pueblo Nuevo El Azaro 3 15¢ A
El Verde 7 300¢ B
Los Gotopo 8 50¢ B
El Paraiso 9 708 B
Cayerta 10 180° F
12 300° B
Los Morillo 1 16° B
13 250° B
Camunare 19 96° B
» 14 1108 D
Baraived Adrian Camacho 15 200 B
La Espera 16 50¢ B
Guaquiva arriba 17 90! A 2 2/2,22
La Pastora 18 80° A
20 200° B
Adicora La Loma 21 160¢ B
22 200° B
. . 23 80° G
Jadacaquiva Sicaname
24 194¢ F 2 1/0,52
25 200¢ C 1 0/0
Buena Vista
Buena Vista 26 60° A
La Pitahaya 27 35¢ A
El Vinculo Guaruras 28 200¢ H 6 6/3
El Hato Otrobato 29 64¢ A
Total 3911 13 10

Leyenda: e: Cria extensiva; i: Cria intensiva; A: ovinos; B: Ovinos y caprinos; F: Ovinos, caprinos y bovinos; G: ovinos, caprinos y suinos; H: Ovinos, caprinos, bovinos y suinos;

celdas resaltadas: unidades de produccion en donde se diagnosticé LC.
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Las cepas de C. pseudotuberculosis aisladas se caracterizaron
por la formacién de colonias blanco-amarillentas de textura seca
y friable, rodeadas de un pequeiio halo de hemdlisis visible a las
48 h de incubacion [20, 25, 53]. Segun las pruebas metabdlicas,
en la totalidad de los aislamientos se observo fermentacion de la
trehalosa, sacarosa, arabinosa y manitol, mientras que resultados
variables se registraron para la fructosa, galactosa y glucosa,
en ningun caso se detecto la degradacion de la maltosa; todas
las cepas presentaron actividad sobre la caseina, el almidon,
la gelatina y la drea, mientras que solo siete especimenes de
C. pseudotuberculosis redujeron los nitratos; en la prueba
CAMP se pudo evidenciar la potenciacién de la hemodlisis
ante el cocultivo con Rhodococcus equi en cinco de los ocho
aislamientos escrutados. Las variaciones fenotipicas detectadas
en este estudio estan referidas basicamente al catabolismo
de los azucares, hallazgo también reportado en otras fuentes
[8,17], mientras que para el resto de los ensayos se obtuvieron
resultados semejantes a reportes previos [13, 20, 41, 53, 60, 68,
70]; las diferencias respecto al metabolismo fermentativo cobran
especial interés, dada las experiencias previas del equipo de
investigacion en la caracterizacion fenotipica de aislamientos de
C. pseudotuberculosis originarios de casos de LC de caprinos
[12, 13, 18, 20], en donde muy pocas veces se han detectado
este tipo de variaciones, estos rasgos guardan interés como
posibles predictores de la forma clinica de la LC [8], incluyendo la
virulencia de los aislamientos de C. pseudotuberculosis.

Las fincas en donde se diagnostico LC estan distribuidas
en diferentes Parroquias del municipio Falcon (Pueblo Nuevo,
Baraived, Jadacaquiva y El Vinculo), mientras que el calculo
de los porcentajes de positividad para cada granja permitié
detectar a las UPs 1 y 28 con la menor y mayor cifra (P<0,05),
respectivamente, los altos registros para esta ultima quizas se
atribuyan a su particular confinamiento geografico, ubicandose
en el punto mas septentrional del area de estudio, lo que a su
vez dificulta la asistencia veterinaria con regularidad segun
afirmaciones de los productores agropecuarios (70% de los
casos de LC se correspondian a predios que no recibian asesoria
técnica profesional) y registros oficiales (1.660 UPs, es decir,
cerca del 89% de las fincas no gozan de este servicio) [50]; la
influencia de esta variable ha sido previamente descrita, tanto
en rebafos ovinos [31] como en caprinos [23], este factor de
riesgo, al conjugarse con el escaso conocimiento para el correcto
manejo de la enfermedad por parte del personal encargado,
podria crear las condiciones en donde las medidas necesarias
para evitar la permanencia del microorganismo en el ambiente y
la proliferacién de LC son minimas [30].

Las cifras de positividad detectadas en esta investigacion
son proximas a las registradas para explotaciones caprinas
también ubicadas en la Peninsula de Paraguana [23], pero son

cuantitativamente menores a las vistas en Estados Unidos [71],
Iran [64] y otras zonas de Latinoamérica mediante examenes
directos [10,15, 31] y ELISA[30,32].

Si bien en esta investigacion se tomaron en consideracion el
estudio de otras variables de interés epidemioldgico que podrian
condicionar la aparicion de LC (formas de manejo de los rebafos,
coexistencia de otras especies animales dentro de la explotacion,
patron racial de los animales, edad y sexo), los registros de la
enfermedad no fueron tan numerosos como para poder realizar
estimaciones con significancia estadistica [62]. La totalidad
de los casos se presentaron en hembras mestizo Dorper, con
edades de dos a cuatro afios, provenientes principalmente de
fincas con manejo extensivo y en coexistencia con otros animales
de crianza; hallazgos semejantes han sido reportados en otros
estudios [30,64] y hasta en fincas caprinas [18,23].

Tradicionalmente se ha reportado la LC en ovinos como una
afeccion en donde los érganos profundos son los mas afectados
[10,30], sin embargo, estos casos se podrian corresponder con
individuos con enfermedad de larga data [56,64,71], dada la
corta edad de los animales detectados en esta oportunidad, es
posible entonces explicar el por qué solo se identificaron lesiones
en ganglios linfaticos superficiales, especialmente en la region
anatomica anterior del cuerpo (60% ganglios mandibular, 30%
parotideo y 10% preescapular), tal y como ha sido descrito en
otros trabajos [4,45,64,71], aclarando que en éstos, los casos
se correspondian a razas carnicas [31] como las evaluadas en
esta investigacion, mientras que las afecciones en otras regiones
anatémicas estarian correlacionadas con razas destinadas para
la produccién de lana, debido al esquilado [45,56,57].

Los altos registros en el ganglio mandibular (60%) podrian
vincular a la ruta oral como puerta de entrada del microorganismo,
este linfonodo es tributario del pre-escapular [7,69], del cual otros
autores han reportado elevados porcentajes de LC [64].

De manera semejante a lo visto en esta investigacion, el
perfil de afeccion en la region anatomica anterior en los ovinos
ya ha sido reportado [45] y es similar al descrito en caprinos
[1,3,12,14,18,23,55,56,71]; por lo que se puede inferir que son
las actividades de pastoreo las que estarian pesando en esta
forma de afeccion en ovinos; mientras que el manejo de los
rebafios de manera extensiva podria condicionar la aparicion
de la enfermedad, sobre todo por el alto grado de exposicion a
la vegetacion espinosa durante el pastoreo, especialmente en
temporadas de sequia [17,32,66], llevando a laceraciones en los
animales en la region corporal anterior [30,42]; adicionalmente,
con la cria extensiva y/o semiintensiva disminuye el contacto
visual entre el criador y los animales, por lo que los casos de
LC pasarian desapercibidos y aquellos con afeccién de ganglios
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superficiales podrian drenarse espontaneamente, contribuyendo
a la permanencia de la bacteria en el habitats [31], recordando
que C. pseudotuberculosis sobrevive durante meses en el
medio ambiente [5]; sin embargo, otros autores afirman que el
manejo extensivo de los rebafos disminuye las probabilidades
de transmision por contacto directo de la LC.

De los 10 animales diagnosticados con LC, a cuatro se les
realizaron estudios anatomopatoldgicos, halldndose exudado
caseoso solo en ganglios superficiales y con incremento de
tamafio significativo solo en los submandibulares y parotideos
(P<0,05) [27,45,49], este hallazgo viene a dar soporte al examen
clinico riguroso mediante palpacién como la primera herramienta
de utilidad para la identificacion de animales sospechosos de
LC [17,56,65,66], aunque pueden presentarse nodulos con
material caseoso sin incremento del volumen [45], como en el
caso de los preescapulares evaluados en esta investigacion,
en los cuales no se detectdé aumento del volumen (P>0,05);
adicionalmente, se consiguieron multiples nédulos caseosos en
los ganglios afectados [45], especialmente en los mandibulares.
Durante las necropsias se descarto la presencia de lesiones en
érganos profundos (sistema linfohematopoyético, renal, nervioso,
respiratorio y digestivo), hallazgo comun descrito para LC en
ovinos [2,9,45], la ausencia de este rasgo en los animales de
esta investigacion se puede atribuir a la corta edad de los mismos
[45,56,71].

Para los estudios microscopicos se tomé material de linfonodos
con exudado caseoso y/o incremento de tamafo hallandose
centros eosinofilicos con necrosis (FIG. 1), abundantes neutrdéfilos
[3,44], células epitelioides, bordeadas con tejido conectivo
fibroso con o sin corona linfocitaria (FIG. 2) [40,45,61,71]; la
formacion de capas fibrosas concéntricas fueron visibles solo
a nivel estereoscopico, es decir, la patognomonica formacion
en hojas de cebolla descritas en ovinos [6,10,14,31,56,59] no
fueron observadas durante el examen macroscopico, por lo que
se corrobora nuevamente el corto tiempo de evoluciéon de la
enfermedad [45,64].

FIGURA 1.: CORTE HISTOLOGICO DE GANGLIO
PAROTIDEO CON SIGNOS DE LINFADENITIS CASEOSA,
AREAS DE NECROSIS CASEOSA (A) Y EOSINOFILIA (B).

TINCION HE (400X).

FIGURA 2.: CORTE HISTOLOGICO DE GANGLIO
PAROTIDEO CON SIGNOS DE LINFADENITIS CASEOSA,
CORONA PERIFERICA DE LINFOCITOS MADUROS (A).

TINCION HE (400X).

CONCLUSIONES

C. pseudotuberculosis es el principal agente causal de las
afecciones en ganglios linfaticos superficiales en los rebafios
ovinos falconianos, confirmandose una vez mas la presencia
de la LC en territorio venezolano, afectando a rebafios de cria
exclusiva de ovejas, asi como de otras especies domésticas. De
manera semejante a lo observado en caprinos, la enfermedad se
presenta casi principalmente de forma superficial, sobre todo en la
region anatomica anterior, manifestandose en individuos jovenes
y generando a nivel microscépico alteraciones caracteristicas. El
porcentaje de positividad de LC se hace mas notorio en aquellas
UPs geograficamente apartadas, en las cuales la asistencia
médica veterinaria es deficiente, considerandose éste el principal
factor de riesgo asociado a la presencia de la enfermedad,
aunado al desconocimiento para el correcto manejo de la LC
dentro de los rebarios por parte del personal encargado.
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