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RESUMEN

Tello Robles Miguel. Prevalencia anual de fasciolasis en bovinos
de Tulancingo, Hgo. (bajo la direccién del M.V.Z. Froyldn Ibarra
vVelarde). Se estudié la prevalencia anual a fasciolasis en la
cuenca lechera de Tulancingo, Hgo. Se utilizaron 40 bovinos adultos
y 11 bovinos jévenes de ambos sexos, de la raza Holstein fresian
para el seguimiento y muestreo mensual tanto de heces como de
sangre durante los doce meses que durd el experimento. Se estan-
darizé el método indirecto de la prueba de ELISA para el diagnésti-
co de fasciolasis bovina a partir de la descrita por Boulard en
1982 (8) con algunas modificaciones quedando: concentracién del
antigeno, 5.5 mg/ml; tiempo y temperatura de incubacién y adsorcidn
en las placas, 37 "C/2h; concentracién de solucién de bloqueo, 2%;
dilucién de sueros, 1 a 200; dilucién de conjugado, 1 a 2000 en
PBS + solucién de bloqueo al 0.05%; sustrato OPD (O-phenylendiamine
dihidrochloride-Sigma). La absorvancia fue leida a 488 nm utilizan-
do un lector ELIA mecdelo 0049 (Fisher Instruments). Todos los pasos
de lavado fueron realizados con PBS a pH 7.2 + tween 20 al 0.5%.
Se determiné la sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA
mediante el estudio de 72 sueros de bovinos previamente conocidos
(mediante Dig-ELISA y sedimentacién) resultando un 94.4% de sen~
sibilidad y un 88.8% de especificidad. Los perfiles cinéticos de
ELISA obtenidoes en los bovinos adultos y becerros mostraron
niveles altos de anticuerpos, que en densidades &pticas se
mostraron por arriba de 150 nm resultando con esto que la prevalen-
cia de Fasciola hepdtica en Tulancingo se mantuvo entre un 97 y un
100% para todos los meses del afio. El andlisis coproparasitoscépico
indicé que los bovinos estuvieron parasitados entre un 80 y 100%
durante todo el afio. No se determiné relacién existente entre la
cinética de anticuerpos de los sueros positivos a ELISA, y el
nimero de animales positivos a coproscopia.



PREVALENCIA ANUAL DE FASCIOLASIS EN BOVINOS
DE TULANCINGO, HGO., MEXICO

La fasciolasis es una enfermedad parasitaria debida a 1la
presencia y accién de un tremdtodo del higado llamado Fasclola
hepdtica, el cual se aloja al estado adulto en los conductos
biliares, y al estado juvenil en el parénquima hepdtico de bovinos,
ovinos, equinos y otros animales domésticos, incluyendo al hombre
(39).

A esta enfermedad, en virtud de su amplia distribucién, se le
han dado diversos nombres, tales como: Distomatosis hepatica,
Palomilla o Conchuela del Higado, Higado Podrido, Mal de Botella,
Acucuyachi, etc. (41).

Es una parasitosis cosmopolita que estd vinculada a todo lugar
en el mundo donde existen caracoles dulceacufcolas pulmonados del
género Limnaea spp., los cuales son hospederos intermediarios del
pardsito (43).

Datos preliminares sobre pérdidas econémicas causadas por
Fasciolasis en bovinos indican una disminucién productiva de 8% en
infecciones leves y de mds de 20% en las graves (8,40).

Las pérdidas que provoca esta enfermedad se clasifican en
directas e indirectas. Las directas se relacionan con la muerte
subita de los animales a consecuencia de la migracién de las fases
juveniles del pardsito a través del parénguima hepdtico por
infestaciones masivas (50,54). Las indirectas se derivan de 1la
accién menos severa del pardsito adulto alojado en los conductos
biliares, presentando una forma crénica que provoca sangrias nis
fuertes a la ganaderia ya que se registran pérdidas por concepto
de: baja produccién léctea (3,9,11,42), pérdidas por bajas tasas



-3-
de crecimiento y mala conversién alimenticia (20), pérdidas por
baja produccién y mala calidad de la lana (18,19,30), pérdidas por
trastornos reproductivos (10,11,22), pérdidas por decomisos de
higado (27,47,51).

En México se han realizado diversos trabajos en su mayoria
tesis de licenciatura (27,31,38,48), en los que reportan pérdidas
por decomisos de higados, y los estudios coproparasitoscépicos y
quimioterapeiticos nos dan sélo una idea de las pérdidas que este
pardsito ocasiona (44). Sin embargo, los estudios inmunolégicos han
sido empleados en menor escala para el diagnéstico de la Fas-
ciolasis. Entre las pruebas utilizadas para el diagnéstico de
Fasciolasis estdn: precipitacién (16,20,53); aglutinacién (1,4,27,~
45,53); fijacion de complemento (32); Inmunofluorescencia directa
e indirecta (12,13,28,29,49); inmuncensayo en capa delgada
(1,23,26); pruebas cutdneas (16,33,40,54); pruebas inmunoen-
zim&ticas (7,14,21,34,55); utilizdndose algunas de estas pruebas
no sélo con fines diagnésticos sino también en estudios seroepide~
miolégicos para obtener la prevalencia en diversas zonas del pais
como son el caso de Borjas en 1989 (5) y Escartin en 1969 (17) que
determinaron un 74.8 y un 75.24% de infeccién en ganado bovino para
la zona de Tulancingo, Hgo; Mufioz en 1970 {36) para el Valle de
Queréndano, Mich. obtuvo un 81.2%; Rosas en 1974 (46) en Amecueca,
Jal. un 74.1%; Gonzdlez en 1974 (27) en Acuitzeo del Conge, Mich.
un 47.8%, Diaz en 1982 (15) en Toluca, Méx. un 94.7% y Quiroz en
1973 (40) en Tepotzotldn, Méx. un 98.0% de prevalencia en ganado
bovino.

En la ultima década se ha implementado el uso de la prueba de
ELISA, la cual detecta anticuerpos anti-fasciola desde la segunda
semana post-infeccién (37), situacién ventajosa para detectar 1la
presencia del pardsito en su estado juvenil. Esto a su vez
contrasta con la técnica coproparasitoscépica, en la cual la



presencia del pardsito adulto es detectada a través de sus huevos
liberados entre 8 y 10 semanas posteriores a la infeccidn.

Dada la amplia distribucién de la Fasciolasis en México y
debido a que no existe estudio alguno que indique en la cuenca
lechera de Tulancingo, Hgo., 1la PREVALENCIA ANUAL de dicha
enfermedad, es necesario establecer la dindmica natural de 1la
parasitosis, durante las cuatro estaciones del afio, en una regién
endémica, para de esta manera establecer un modelo de prediccién
y consecuentemente un tratamiento estratégico. En este sentido el
contar con dicho modelo, posiblemente permitird adaptarlo a
diferentes zonas del pais, de acuerdo a sus condiciones ecoldgicas
particulares.

E1 Municipio de Tulancingo se encuentra localizado en las
coordenadas longitud 98°22* y latitud 20°6’5" con clima templado,
altura sobre el nivel del mar 2180 m, precipitacién pluvial méxima
114.3 mm, Yy minima de 8.6 mm, temperatura mdxima de 25.96 "C y
minima de 0.496 °C., periodo de 1lluvias junio-septiembre, suelo
tipo semidesértico (capa rica en materia orgdnica y nutrientes).

Los limites politicos son: al Norte, Metepec; al Sur, Santiago
Tulantepec; al Este, Acaxochitldn y Cuautepec; al Oeste, Acatlén
y Singuilucan.

HIPOTESIS:

La prueba indirecta de inmunoensayo enzimdtico (ELISA), y el
andlisis coproparasitoscépico {sedimentacién) como  pruebas
diagnésticas, permiten determinar la prevalencia de la fasciolasis
bovina en el Valle de Tulancingo, Hgo.



OBJETIVOS;
Los objetivos del siguiente trabajo son:

1) La‘ estandarizacién del método indirecto de la prueba de ELISA
~-para ‘el diagnéstico de fasciolasis bovina, y la determinacién
de la sensibilidad y especificidad de la misma.
2) El'empleo y utilizacién de la prueba de ELISA para la deteccién
de anticuerpos especificos contra Fasciola hepdtica en los
bovinos en estudio.

~—

3) La deteccién de la positividad o negatividad de los bovinos en
estudio mediante la técnica de sedimentacidn.

4) Determinar si existe relacién entre la positividad de 1los

~

animales experimentales mediante las técnicas coproparasitos—
cdpica de sedimentacién y la seroldgica de ELISA.

MATERIAL Y METODOS:

El presente estudio fue realizado en el Rancho '"Medias
Tierras", ubicado en el Municipio de Tulancingo, Estado de Hidalgo.

En este lugar se llevé a cabo el trabajo de campo, mientras
que el trabajo de laboratorio se realizé en las instalaciones del
Centro Nacional de Investigaciones en Parasitologfa Veterinaria,
ubicado en el Estado de Morelos, México.

ANIMALES:

Se utilizaron 40 bovinos adultos y 11 bovinos j6venes de ambos
sexos de raza Holstein fresian para el sequimiento durante los 12



-6 -

meses que duré el experimento y, asimismo, se utilizaron 72 bovinos
cruzados (36 de la misma zona de Tulancingo y 36 de una zona libre)
los cuales sirvieron para el estudio del comportamiento y estan-
darizacién de la prueba de ELISA y que, posteriormente, nos llevd
al cdlculo de la sensibilidad y especificidad de la misma para
poder utilizarla en nuestro estudio.

MUESTREOS:

cada mes y durante 12 meses, los animales en estudio fueron
valorados tomando muestras de heces, asi como de sangre para su
correspondiente obtencidén de suero.

OBTENCION DEL SUERO:

Utilizando el sistema de tubos vaccutainer sin anticoagulante,
se colectdé de cada bovino aproximadamente 10 ml de sangre de la
vena coccigea. Posteriormente, cada tubo conteniendo la sangre
completa fue centrifugado a 2000 revoluciones por minuto (rpm)
durante 8 minutos. Seguidamente, con ayuda de una micropipeta, se
colectaron aproximadamente 2 ml de suero, mismos gque fueron
envialados y etiquetados para transportarlos en hielo al laborato-
rio, donde finalmente fueron congelados a =70 “C hasta su utiliza-
cién.

ESTANDARIZACION DE LA PRUEBA DE ELISA:

La estandarizacién de la prueba de ELISA se realizé de la
siguient> manera: . :

1) Sensibilizacién de las placas (Nunc-Immupoplate Maxi Sorp). Se
utilizaron concentraciones de antigeno de 5.5 mg y 10 mg/ml en
solucién de carbonatos con pH de 9.6.



2)

3)

4)

5)
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Se incubaron a 4 tiempos: a) 37. "C/1h, b) 37 °"C/2h, ¢) 37 "C/1h
y 4. °c/12h, y d) 4 “c/12h.

Pasando este periodo las cajas se lavaron con PBS al 0.1% de
tween- 20.

Solucién de blogueo. A cada caja se le agregé leche descremada
(Sveltes) al 0.5, 1, 2, 3, 4, 5 y 6% como solucién de blogueo
diluida en PBS.

Se incub6é a 37 °C/30 nin y se lavaron 5 veces con PBS al 0.1%
de tween 20.

Sueros. Se agregaron sueros conocidos, positivos y negativos,
y se utilizaron diferentes diluciones: 1 a 100, 1 a 150, 1 a 200
Yy 1 a 400 con 4 repeticiones cada uno, y también se utilizaron
como variables diluidos en PBS sélo y en PBS + 0.05% de leche
descrenada.

Se incubé a 37 "C/60 min y posteriormente se realizaron S
lavados con PBS al 0.01% de tween 20.

Conjugado. Se utilizd conjugado a diluciones de 1 a 500, 1 a
1000, 1 a 2000 y, 1 a 4000 diluido en PBS sélo y en PBS con
leche descremada.

Se incubé a 37 °C/60 min y se realizaron 5 lavados con PBS al
0.1% de tween 20.

Sustrato. OPD O-phenylendiamine dihidrochlroride (Sigma). Se
empleé a razén de 0.4 mg/ml y perdxido de hidrégeno al 30% a
razén de 0.4 microlitros/ml en dcido citrico con pH 5.
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A los 10 nminutos se paré la reaccién cén' soll‘xclénidé paro. (0.1
ml -de EDTA + 10 ml de 4cido fluorhidrico, aplicdndose 100
microlitros a cada pozo. :

PRUEBA DE ELISA

La prueba indirecta de ensayo inmungenzimdtico o enzime~linked
immunosorbent assay (ELISA) se desarrolld a partir de la descrita
por Boulard en 1985 (6) y colaboradores con algunas modificaciones.
Se utilizé antigeno de fasciola adulto (de secrecién/excrecién}.
Para esto, se utilizaron microplacas Nunc-Immunoplate Maxisorp
(Intermed). El conjugado fue una anti-IgG peroxidasa desarrollado
en conejo (Sigma immuno chemicals), y la absorvancia fue leida a
488 nandémetros, utilizandoswun lector ELIA Mod. 0049 (Fisher Instru-
ments). Todos los pasos de lavado fueron realizados con PBS a pH
7.2 mds Tween 20 al 0.1%..

OBTENCION DE MATERIA FECAL:

Con ayuda de guantes de pldstico, previamente etiquetados, se
colecté directamente del recto de cada bovino, aproximadamente,
100 g de heces, mismas que fueron procesadas utilizando la técnica
. de sedimentacién, descrita por el Ministerio de Agricultura, Pesca
y Alimentos (35) que determina la cantidad de huevecillos gde
Fascicla hepdtica en 5 g de heces. Para mayor seguridad en el
diagnéstico, se realizaron 2 repeticiones de cada andlisis, con la
jdea de disminuir la posibilidad de falsos negativos.



EVALUACION:

Una vez estandarizada la prueba de ELISA se procedié a obtener
la sensibilidad y especificidad de la prueba al aplicarla a 36
sueros de 36 bovinos positivos a Fasciola y a 36 sueros de 36
bovinos negativos a Fasciola previamente estudiados mediante 1la
técnica de sedimentacién y de Dig-ELISA.

Posteriormente, se determind la cinética de anticuerpos de los
51 bovinos en estudio mediante el andlisis de su perfil cinético
a través de las densidades Spticas obtenidas mensualmente durante
un afo, lo que dio lugar a la determinacién de la prevalencia anual
de la Fasciolasis en el Valle de Tulancingo, Hgo. '

Los datos obtenidos fueron analizados para determinar la
posible relacién entre los animales positivos a coproscopia y
positivos a serologfa.
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RESULTADOS :

Estandarizacién de )a prueba de ELISA:t En el proceso de

egtandarizacién los datos éptimos fueron los siguientes:

Antigeno: concentracién de 5.5 mg/ml en solucién de carbonatos
con pH 9.6.

Tiempo de incubacidn: 37 "C/2h (tiempo de adsorsién del

antigeno a la placa).

Solucién _de blogqueo: concentracién Sptima al 2%.

Sueros: dilucidén éptima 1 a 200 en PBS sélo.

conijugade: dilucién éptima 1 a 2000 en PBS con solucién de
blogueo (leche descremada Sveltes) al 0.5% (conjugado anti-IgG
Bovina producida en conejo-Sigma).

Sustrato: OPD O-phenylendiamine dihidrochloride (Sigma).

Solucién de paro: EDTA + dcido fluorhidrico.

Solucidén de lavado: PBS al 0.1% de tween 20.

Los resultados obtenidos mediante la utilizacién de la prueba
de ELISA y andlisis coproparasitoscépico pueden apreciarse en las
graficas 1, 2, 3 y 4.

El Cuadro 1 nos muestra los resultados de 72 sueros previa-
mente evaluados mediante Dig-ELISA y coproscopia tomadas como
prueba patrén para el cdlculo de la sensibilidad y especificidad

de ELISA para el diagnéstico de Fasciolasis bovina, en donde se
obtuvieron 36 muestras de sueros de bovinos gque se encontraban en
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una zona - endémica y 36 muestras de sueros de bovinos que ‘ée
encontraban en una zona libre de Fasciola hepdtica a los cuales
previamente se les estudié mediante Dig-ELISA y coproscopia
({sedimentacién) dandonos como resultado 36 sueros positivos y 36
sueros negativos. Por tanto, los resultados de estas pruebas se
tomaron como pruebas patrén (100% sensibilidad, 100% especifici-
dad). Para la interpretacién de ELISA se obtuvieron las medias de
los valores de adsorbancia de los controles positivos y negativos
y se tomaron dos desviaciones estdndar a partir de ellos. De esta
manera, los resultados obtenidos para ELISA nos dieron una
sensibilidad del 94.44% y una especificidad del 88.8%.

Grédfica 1. Peffil cinético de sueros previamente conocidos
para la estandarizacién de la prueba de ELISA: En relacién a las
pruebas patrén donde obtuvimos 36 sueros positivos y 36 sueros
negativos que coincidieron con 1las zonas de donde provenfan
(endémica y libre), los resultados arrojados en la prueba de ELISA
en relacién a las primeras fueron: 32 sueros positivos, 34 sueros
negativos, 2 falsos positivos, 2 falsos negativos, 2 sospechosos,
ddndonos, por tanto, un 94.44% de sensibilidad y un 88.88 de
especificidad.

Grdfica 2. Perfil cinético de sueros de bovinos adultos del
Valle de Tulancingo, Hgo.: Se aprecia que el perfil cinético de los'
bovinos adultos es mayor en densidad 6ptica en los meses de marzo,
abril, mayo y agosto, y que en los meses de diciembre a febrero y
Juego en junio, disminuye. Sin embargo, los valores en todos los
meses permanecen altos.

Grdfica 3. Perfil cinético de sueros de becerros del Valle de
Tulancingo, Hgo.: Con relacidn a los becerros en esta grdfica se
aprecia, de igual manera, su perfil cinético, que al igual en
bovinos adultos los valores de anticuerpos estdn altos, pero se
aprecia en especial que hay un incremento gradual, pero muy ligero,



-12 -

desde octubre hasta el mes de Jjunio; sin embargo, los valores en
todos los meses permanecen altos.

Grdfica 4. Cinética de anticuerpos de sueros de bovinos de
Tulancingo, Hgo.: Cuando los datos de densidades 6pticas para la
obtencién del perfil cinético fueron confrontados entre becerros
y bovinos adultos, se aprecié de manera general que los adultos
estuvieron ligeramente mds altos que los becerros, excepto en el
mes de septiembre y mes de junio, y las densidades 6pticas
oscilaron en 360 y 230 nm.

Grdfica 5. Andlisis coproparasitoscépico de bovinos del Valle
de Tulancigo, Hgo.: En esta grdfica los valores obtenidos fuercn
de acuerdo al porcentaje de positividad o negatividad de 1las
muestras observadas mediante la técnica de sedimentacién. Los datos
graficados nos muestran que en los meses de septiembre, noviembre
a febrero y de junio a agosto, el porcentaje de becerros positivos
fue mas alto:; teniendo cierta similitud de positividad entre los
otros meses.

Es pertinente senalar que la positividad a la coproscopia se
manifestd inversamente opuesta a los perfiles cinéticos, o bien,
que los valores de anticuerpos fueron mds bajos.

DISCUSION:

En la estandarizacién de la prueba de ELISA y en relacién a
este topico no existia en México la prueba estandarizada en bovinos
bajo nuestras condiciones, probablemente en otros paises estaba
estandarizada pero era necesario realizarla en México.

Ademds, a la experiencia de este autor, en la estandarizacién
de esta prueba el antigeno de secrecién-excrecién de fasciola
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adulto fue muy noble ya que el autor en 1986 (52) estandarizé la
prueba de ELISA para la deteccidén de anaplasmosis y ya antes habia
trabajado con otros tipos de antigeno como el de Haemophilus,
Brucella y Babesia, y fue muy notorio la facilidad de manejo,
adaptacién y disponibilidad de este antigeno para su utilizacién
en la estandarizacién de la prueba.

Bautista et al en 1985 (2) muestra la técnica estandarizada
de Dig-ELISA en ovinos, y sugiere que se necesitaba estandarizarse
en bovinos en virtud de gque en México hay 36 millones de bovinos
contra 4 millones de ovinos. También sugiere sequir realizando
muestreos seroepidemiolégicos en el pais, y tratar de establecer
la metodologia adecuada para controlar esta parasitosis en México.

El comportamiento de la prueba de ELISA fue el esperado, ya
que se determinaron animales positivos durante todos los meses del
ano. Boulard en 1985 (6) sefala en Francia que la prueba de ELISA
detecta desde la cuarta semana postinfeccién experimental en
bovinos, y Garcia en 1992 (24) reporta que la prueba de Dig~ELISA
detecta anticuerpos desde la seqgunda semana postinfeccién en
ovinos. El tremdtodo Fasciola hepatica es adulto en bovinos a las
10 semanas de edad, por lo que la ventaja en ELISA es que se puede
hacer diagnéstico temprano a diferencia de la técnica coproparasi-
toscépica de sedimentacién y flotacién, y gue aunado a otros
pardmetros, ayudaria a establecer un programa de control de 1la
enfermedad.

Con relagidén a las densidades épticas éstas estuvieron muy
similares todo el afio, lo que quiere decir que tanto los bovinos
adultos como los becerros estdn muy expuestos a la enfermedad, y
aunque se sabe que la liberacién de metacercarias es mayor en los
meses de abril a agosto, los niveles de anticuerpos parecen ho
manifestar una correlacién entre el posible numero de fasciolas en
el huésped, y el numero de anticuerpos detectado en los sueros.
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De cualguier manera, los bovinos adultos, siempre manifestaron
niveles mds altos, y esto puede ser en razén que cuando el becerro
estd amamantdndose no ingiere metacercarias. En los becerros hay
menos fasciolas pero es mucho mds fuerte la respuesta inmunoldgica:
por eso, es similar a la respuesta de los adultos.

Con_relacidén al andlisis coproparasitoscépico se observé que
en general los becerros estuvieron en mayor grado de positividad
que los bovinos adultos. Tal vez esta explicacién podria basarse
en que como Soulsby en 1987 (58) lo indica, los bovinos jévenes
son mds susceptibles a la infestacién por fasciola que los adultos.

Fue interesante observar que los becerros estuvieron en
porcentaje mas positivos que los kovinos adultos en coproscopia,
siendo inversamente proporcional cuando estos fueron analizados en
serologia mediante la prueba de ELISA.

CONCLUSIONES:

Bajo las condiciones en que se realizdé el presente estudio se
logré estandarizar la prueba de ELISA obteniendo un 94.4% de
sensibilidad y un 88.88% de especificidad.

Los perfiles cinéticos de ELISA obtenidos en los bovinos
adultos y becerros dieron niveles altos de anticuerpos, mostrando
con esto, que la prevalencia a Fasciola hepdtica en Tulancingo es
altamente endémica.

El andlisis coproparasitoscépico indicé que 1los bovinos
estuvieron parasitados entre un 80 a 100% a través de todo el afo.
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; No se determiné relacién existente entre la cinética de
anticuerpos de los sueros positivos a ELISA, y el numero de
animales positivos a coproscopia.

Un dato interesante, aunque extrafo, es que la positividad de
los bovinos al andlisis coproparasitoscépico fue mds alta en los
becerros que en los bovinos adultos. Sin embargo, al ver el perfil
cinético, los becerros quedaron mds abajo que los bovinos adultos.

La prueba de ELISA es precisa, importante, pero debido a sus
costos, se manifiesta diffcil de utilizar en campo; por tanto, se
sugiere realizar técnicas mds etonémicas, sencillas y fdciles de
montar tales comoc Dig-ELISA y DOT-ELISA.
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CUADRO 1, Cdlculo de la sepnsibilidad y especificidad de ELISA para
i ving. Resultados de 72 sueros
previamente evaluados mediante Dig—-ELISA y coproscopia tomadas como

prueba patrén (100% sensibilidad y especificidad).

Dig-~ELISA Sedimentacién

(+) (=)

(+) 142 4 b EY:]

ELISA ) 2 32 -34;

* . Sensibilidad = - 94.44%
o : a +°c
. a L ‘
%% - Especificidad = - = 88.88%
) b +.d
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Gréafica 1. Perfil cinético de sueros

previamente conocidos para la
estandarizacién de la prueba de ELISA
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Grafica 2. Perfil cinético de sueros de
bovinos adultos del Valle de Tulancingo,

Hgo.

(Fasciola hepatica — ELISA)
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Grafica 3. Perfil cinético de sueros de
becerros del Valle de Tulancingo , Hgo.
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Grafica 4. Perfil cinético de sueros de
bovinos del Valle de Tulancingo , Hgo.
(Fasciola hepatica — ELISA)
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Grafica 5. Analisis coproparasitoscopico
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