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CERON HERNANDEZ MARIO . COMPARACION DE TiTULOS OBTENIDOS
MEDIANTE LA TECNICA DE ELISA PARA BRONQUITIS INFECCIOSA (BI) A
PARTIR DE MUESTRAS DE SANGRE EN PAPEL FILTRO Y SUERO EN POLLO DE
ENGORDA : PPS EN LA MODALIDAD DE PRODUCCION ANIMAL AVES (BAJO LA
SUPERVISION DE :M.V.Z. Ma. ELENA RUBIO GARCIA , M.V.Z. ALEJANDRO BANDA
CASTRO Y M.V.Z, ODETTE URQUIZA BRAVO).

Sc realizaron mucetras samanales en una granjs de pollo de engorda dal mwmicipio de Teoloyucan ,
Edo. de México . En cada muestroo se obtuvieron muestras de suero y sangre completa absorbida en
papel fiktro de 10 aves scleccionadas aleatoriamente . Las mucstras se procesaras por i técnica de
ELISA para la deteccion de ac’s contra Bl , de los titulos obtenidos se calowlaron : Media aritmética ,
Media geométrica(GMT) , Coeficiente de variacion (CV) , se calcularom los cocficiemtes de
oorelacion de Pearsn cntre ambos tipos de muestra para cade samana v se realizo un andlisis &
regresion lincal simple . Se observaron diferencias on las medias aritméticas de papel y suero de los
tisnlos , siendo en forma gencral mayor para las mucsiras de sangre compiets , Jos cocficientes de
variscion fueron menores pars [as muestras de sangre completa . Se observo cn forma general
correlaciones altas entre ambos grupos de muestras ¥ en relacidm 8 la regresion s obscrvo una
relacion directamante proporcional . De acucrdo a Jo obscrvado en este trabsjo , se concluye que la
toma de muestras de sangre completa por esic método , resulta de utilidad , sia embargo se requicren

lizar mis estudios al resp




INTRODUCCION

Las enfermedades respiratorias son los p infocci qQue mis afectan 8 la industria avicola 8
pesar de los grandes pasos que sc han dado para su comtrol.  Los costos de la enformodad
respiratoria incluyen mortalidad elevada , tasa de imi ducida . maia ion de

alimentos , falta de uniformidad en las parvadas . incremento en decomisos v gastos por medicacion.
Cuando la enfermedad respiratoria se convicrte cn un problema de parvadas . los intontos para
identificar y corregir las causas pucden ser muy complicados v frustrantes, dado que generalmente
se deben a miltiples factores.

La bronquitis infecciosa aviar (Bl) , descrita en 1931 por Schatk v Hawn , continia represontando

uno de los probl principales que confi la avicultura debido a su distribucion mundial y a las
pérdidas ccondmicas que conlleva.(7,8,13,14) La incidencia de esta enfi dad cn México de

A

con las dift modalidades de la avicul es dc aproximad 93% pollo de
engorda , 3% gallina dc postura, 3% aves reproductoras , 1% aves con fin zootécnico  descanocido.
(15)

La enfermedad afecta a aves de todas las edades (pollitos , aves en crecimiento v adultas ), y s

caractcriza por ser una enft dad aguda . al contagiosa que ataca g | cl aparato
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respiratorio y reproductor , P en aves afectadas disnea , estertores v estornudos

acompailados por descargas nasales v conjumtivitis . En aves de postura causa un descenso an la

produccion , aparecicndo alteraciones cn la calidad externa ¢ intema de los huevos (7.8,13)

Micntras en ¢l pasado el principal problema cra distinguirla de otras cnfermedades como

Enfermedad de Newcastle y Laringotraqueitis Infecciosa , en la lidad cs ¢l de difc iar entre
una seric d¢  scrotipos del virus de’ BIA(VBI) , los cuales juegan un papel importantc en la
presentacion de La enfermedad .(13) et



Sc sabe que el agente ctiologico es un Coronavirus que pertencoe a la familia Coronaviridae . género
Coronavirus . (7.8,13,). El periodo de incubacion cs de 18 a 36 horas . sin embargo esto depende de
Ia dosis ¥ ruta de inoculacion . cuando se presents la enfermedad ocasiona una morbilidad alta
afectando gencratmente toda la panvada , sin embargo la mortalidad cs variable . dependiendo de la
virulencia , scrotipo . edad del animal , estado inmunologico v la iacion con compli

bacterianas sccundarias (7,13)

E) curso de la enfermodad es de 7 a 21 dias . la transmision ocurre por gotitas de exudado v objctos
contaminados . Los animales recuperados pucden actuar como portadores hasta por un mes.(8)

P

Las aves adqui lai on por via respi ia y ¢l virus , experimenta una replicacion primaria

en las células epiteliales del tracto respi io , habiendo sido perado de traquea y pulmén , a las

24 hrs y hasta por 8 dias.E! VBI sc replica tambicén en células de tejidos no respiratorio como el rifién
v 1a bolsa de Fabricio , donde persisten mds ticmpo , hasta 49 dias postinfeccion.(8)

La enfermedad sc difunde rdpidamente dentro de una parvada susceptible | y asi , cuando se ticnen
aves susceptibles con aves enfermas en una caseta , 1a infeccion se contagia rapidamente hasta en un
90 a 100% de las mismas cn las primeras 48 hrs.(8,13)
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El virus sc difunde por cl aire , y sc c¢ que un brote epizodtico , ¢l virus puede viajar

por ¢l airc d¢ una cascta a otra y atin a otras granjas vecinas que cstén mis 0 menos proximas.

Factores que pucden predi alap ion de 1a enfermedad son ta incidencia de infecciones

intercurrentes como la enfermedad de Gumboro , Marek |, v la presentacion de aﬁcntcs bacterianos

como £ coh . H. paragallinarum y Micopl como ., M. galli

(o

plicum y M. synovie(7.8,13)



Us diagnistico diferencial adecuado es de vital imp dmica . para d otras
onformudades respiratorias semejantcs como son: Newcastle, Laringotraqueitis . Coriza Infocciosa .
Sindrome de Baje ds Postura.

Para confirmar ef diagnostioo de laboratorio se pueden realizar las siguiccs prucbas:

1)AISLAMIENTO DEL VIRUS: En embrion & pollo , cultivos celulares o pollos susceptibles.
NINMUNOFLUORESCENCIA. Pans la deteccion de antigeno viral on tejidos.

IHPRUEBAS SEROLOGICAS. Virus sucro neutralizacion (VSN) , Inhibicin de s
hemoagiutinacion (HI) . Prucba de inmunoadsorcion ligads a enzima (ELISA) , Aglutinacién an
placa (7.8,13)

Las prucbas serolégicas soo utilizadas para medir los niveles dc anticucrpos (ac 's) en suero o yema
de huevo |, sindo ELISA una de las prucbas mis empleadas en 1a industria avicola para la

determinacion seroldgica de ac's de ial , esta técnica es simple , répida , sensible y
ccomdmica , aunque debe recordarse que tiene baja especificidad debido a que no identifica serotipos.
(9,10,16,17) Los datos obtenidos por los andlisi logycos de ial ‘constituyen ¢l

perfil de 1s pasvada y csta informacion es de gran ayuda para la toma de docisiones en ¢l mancjo de
las mismas , dobido a que los ttados obtenidos cstin relacionados con ¢l estado de salud de ésta.
(16,17

ELISA facilita el monitoreo dei estado de salud de las aves ¢n una escala que no era posible con las
técnicas tradicionales (VSN |, HI |, Ap ), esto principalmente por el ahorro en tiempo y costo en la
realizacion de 1a misma , asi como por la capacidad de agrupar gran cantidad de datos que son

lizad di por medio del programa de la computadora . esta metodologia

zada calcula p dios (X), desviacion estindar (DS) .y cocficiente de variacidon (CV) ,

1.6

demas de tener la capacidad de exhibir los datos en un histograma para su interpretacion

(9.16,17)



La recoleccion de muestras de suero sc toma muy dificit cusado es hecha por persomal sin
p . En i las de suero son descartades por ser de pobre calided
(hemolisis), insufici idad , por contaminacidn , mala identificacion o retraso en su entrega ,
ademis de requerir congelacion para ¢f almsconamiento de estos, 8i se guardan por periodos
prolongados.

Nobuto utilizo la técnica de papel filtro en animales de laboratorio pars ¢ diagnostico de
toxoplasmosis , Beard y Brugh posteri iguicron los estudios para 1a utilizacion de papel

TPy

filtro en la toma de muestras describiendo por primera vez la y p i de

muestras de sangre en papel filtro para 1a deteccién de ac s contra la enfermedad de Newcastic pars
1a prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacién (HT).(5,6)

El método de papel filtro ¢s convenicntc y econdmico para  colectar y transportar muestras para

di logicos . La abtencidn v p » de sangre por el método de papel filtro reduce
iderabl el costo v idad de mano de obra especializada y facilita el envio de mucstras
al lab 10 para la realizacion de prucbas por medio de ELISA .(2,9,11,12,17)
La coleccion de sangre comp! diante Papel Filtro, sc ha aplicado para ¢l diagndstico de alg;

enfermedades aviarcs como Newcastle ¢ Influenza Aviar por HI con un cocficiente de correlacion
para las mucstras mantenidas a temperatura ambiente hasta por 35 dias superior a 64%, con
excepcion de las muestras mantenidas a temperatura ambiente durante 30 dias en las que el
cocficiente estuvo entre 45 y 66%.(2), una diferencia significativa de (P< 0.05), para las prucbas
correspondientes (4,6).



En otro trabajo se obtuvicron coeficientes de Pearson que cormesponden a correlaciones bajas ( 0.022
y 0.180 pars cuatro y ocho Unidades Homaghutinantes (UHA) respectivamente ) ¥ de correlaciones
medias( 0.5756 2 0.681 cuatro v ocho UHA respoctivamente), estc ultimo valor fue ¢l coeficiente mis
alto obtenido.(12) En ELISA se ha splicado para Colera aviar y para Bl , las cuales no mostraron
una diferencia sigaificativa (P< 0.05).(1,3,11)

Se han lievado acabo trabajos de investigacidn entre los titulos de muestras de sucro convencionales y
los de suero colectados en papel filtro . Los resultados obtenidos 8 partir de estos experimentos
domostraron titulos compasablcs entre las mucstras de sucro v el suero recoloctado en pape! filtro ,
liogando & Ia conclusion dc que ¢l suero colectado en papel filtro ofrece una util akkemativa para la
realizacion de prucbas serologicas .(2,3,6,11)



Existe vaniacion de los titulos de ac’s obtenidos a pantir de muestras con Papel Filtro y Suero en pollo
dc ongorda, modiante de s técnics de ELISA para Bl.

OMETIVOS

1.-Determinar los titulos de ac's por modio de Ia técnica de ELISA para Bl wtilizando pape! filtro.

2.Comparer los titulos de ac's obicnidos por medio de La técnica de ELISA para Bl crtre sucro y
papel fikro.

3 -Detcrminas las venajas v desventajas de la toma de muestras por medio del pape! filtro para su

jonto cn el lab

v 4




PROCEDIMIENTO

Se tomaron muestras de sangre sin anticoagulantc en polio de engorda comercial de la linea Arbor
Acress . La explotacion cata ubicads ca Teoloyucan , Estado de México , y cucnta con 9 casctas de
ambicnte matural que alojan pollo con un promedio de 10,000-12,000 aves por cascta. , ¢l calendario
de vacunacidn utilizado se observa & continuacion: '

Calendarie de vacunscidn utilizado para pello de engorda en una esplotacién ubicada en
Teoleyucan Estado de Mésico.

EDAD VACUNA CEPA VIA
Sdias NC-BI Bly M43 Ocular
Viruels Homéloga Iatradermics
1S diss IBF Luckert Oral
16,17dias NC La Sota
Emulsién Subcutinea
30diss NC-BI NC-BI Ocular
Clone30 -
HI20
NC-B1 Subcuténes
Pasteurrella Emulsién Subcutinea
-E .coli




Sc sangraron 10 aves al azar cads somans . durante 7 semanas , la primers mucstra de sangre fuc
tomada al primer dia de edad , se obtuvo através de 1a vena yugular; las tres  siguientes  mucetras
fueron tomadas de igual forma una cada semana obtenicndo de 1.5-2 cm de sangre por ave . las tres
mucstras restantes fueron tomadas através de la vena radial det ala , obteniendo [a misma cantidad de
sangre. Utilizando un papel filtro de fabricacion aacional $-917 ef cual fuc cortado em tiras de lom de
ancho por 10 cm de largo , cuatro tiras fuerom unidas por uas graps om su partc madia con lo cual se
formo una estrella , posteriormente csta fuc idomtificada en uno de sus extremos con aumeros
progresivos del 1 al 10 , para ser utilizadas on la toma de mucstras de sangre de la parvada la
sangre fue coloctada con una jeringa estéril de 3 om y agujas de 21G X | 1/4", 1a sangre  difundic
por las tiras de papel hasta la mitad , sc dejo secar a temperatura ambiente , para ser onviadas y
proccsadas p i en ¢l lab io. La saturacion con sangre de las tiras de  papel s¢
observo por la coloracion similar en ambos lados del papel , el exceso de sangre se climind
sacudiondo [ estrella inmodiatamente después de 1a rocoleccion . Se colocto ¢l mismo mimero de
mucstras de sangre sin anticoagulante en popotes previamante identificados con los mimcros
correspondientes de cada mucstra de papel , para su posicrior envio al laboratorio y procesamiento .

En el laboratorio las mucstras en papel se cortaron con una perforadora de 3/16" , sc obtuvicrons dos
discos de las tiras de papel con s sangre complota para ser alojados en ¢l pozo de una microplaca de
96 pozos , la cual contenia 200 microlitros de solucion buffer a temp ambicntc en cada pocito

, los discos p icron en la solucion di 30 mi yp iormente fucron retirados de

los pozos con unas pinzas comprimiendo ¢l exceso de liquido que comtenian los discos de papet .

En la placa dc ELISA sc agregaron a cada pozo 50 microlitros de solucion buffer , posteri se
colocaron cn cada pozo 50 microlitros de liquido obtenido del lavado de los discos con 1a solucion
buffer para obtener una dilucion final de !:2 | final s¢ siguio el p lo para ELISA segun el

manual (KPL). tanto para los sueros obtenidos cn laboratorio como para el lavado de los discos para

la determinacion de ac's de Bl
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Pars determiniar si exisie una ocorrelacion emtre fos titulos de ac's obtenidos del papel v sucro por
medio de 1a sicmica de ELISA |, se realizo un andlisis estadistioo de ias 140 muestras procesadas(70
de susro v 70 en papel fikro) por medio de: Prucbs de correlacion de Pearsén y se calculo el
coeficiome de rogresion lineal, utilizando el programa SAS de computo.
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RESULTADOS

Las medias aritméticas , geometricas y cocficicnies de variacion pars las mucetras de suero y papel
se muostran en el cuadro No. |

En relacion a las modias aritméticas se puode observar que las correapondientes a las mucstras con
papel s0n mayores en relacion a las de suero , con excepcidn de la muestra 3 , la diferoncia mis
grandc , s¢ obscrvo en la mucstra 6 . donde la media pars papel es de 3134 y ls de sucro cs de 490 .
La diferencia menor , sc obscrvo en la cuarta mucstra donde la modia de papel cs de 431 y Ia de
sucto es de 307

De igual mancra sc obscrvo que las medias geométricas pars las mucstras de sangre completa son
mayores en comparacion con Las de suero , con excepcion de ta muestra 3 . La diferencia entre ambos
grupos de mucstras sc observo cn la muestra 6 , donde la media de sangre es de 2441 y la de suero e
de 77 . La diferencia menor se observo en ¢l muestroo 2 donde la media goométrica para sangre es de
77y la de sucro es de 3 . Por otra parte se observo que los cocficicutes de variacion fueron mayores
n todos los mucstreos para ¢l caso de las mucstras de suero . La diferoncia mayor ocurtio en ¢l
muestroo 3 donde ¢} CV para sucro fue de 209.4 y para sangre fue de 66 9 La diferencia menor se
presento on ¢ mucsireo 7, ya que se presentaron CV de 1755 v 131.0 pars sucro y sangre
respectivamente.

Los cocficientes de correlacion de Pearson (Cuadro No.2) fucron altos para las muestras 1,2,3 v
7(0.79474,0.77459,0.92810 y 0.9861 ! respectivamentc) v modios para las muestras 3 y 4(0.47010 y
0.57212 respectivamente) , sicndo [a correlacion mas baja en el muestroo 6 que fue de 0.35567.
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DISCUSION

En ol prescutc trabajo sc compararon los titulos dc ac's por la técnica de ELISA |, a partir de
muostras de suero v sangre compieta absorbidas en tiras de papel filtro.

En primer lugar se obscrva una tendencia a scr mayores la modias aritméticas y geométricas de los
titulos de ac's & partis de las de sangre completa , 1o que pudo deberse a que La dilucion fuc
menor al trabajar cstas mucstras , para poder obtencr mayor concordancia con los titulos , sc
recomicnds establocer de forma exacta ta dilucion inicial al momento de realizar el lavado de los
discos en la solucion buffer.

En refacion a los CV , se observo mejor CV para las mucstras de sangre completa csto podria
deberse a las dilucion menor.

Los cocficientcs de comrelacion altos pars las muestras 1,2,8 y 7 , indican que existe relacion entre los
titulos de ambas mucstras , ¥ 108 bajos coefici de lacion para las 3y 6 pudi

doberse a la existencia de variaciones al momento de obtencr , conscrvar o procesar las mucstras.
Los coeficicntes de regresion lincal fueron positivos en todas las mucstras , exto indica que existe uns
relacion directamente proporcional , entre los titulos en sucro y los obtenidos cn sangre completa.
Los coeficientes de determinacion . fueron altos para los muestroos 1,2,8 y 7 siendo ¢! mis alto en el

mucstreo 7 que fue de 0.9724 , esto indica que pars csta los datos obtenidos sc aproxi on
un 97.24% al modelo de regresion determinad
Los ftados obtenidos en el p estudio , indican que sc pucden detectar ac’s para Bl por

medio de 1a técnica de ELISA utilizando mucstras de sangre completa absorbidas ¢n tiras de papel
filtro .
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Sin embargo se debe de considerar que los modelos de regresion fusron difercntes para cads semena ,
por lo que resulta dificil establecer uno gemeral pars todo ol ciclo de produccica. Esto dificults ol
poder estimar titulos de suero a partir de muestras de sangre compieta an paped filtro.

Se recomionda realizar mis cstudios , utilizando mayor aimero de aves colocadas en mayor nimero
de grupos y con repeticiones , pars poder hacer un andlisis cstadistico més compleso v exacto.

Por otro lado cs importante determinar s dilucién inicial al momento del levado de los discos de
papel filtro esto ayudara para poder realizar las dilucioncs de manera similar a las mucstras de sucro
Por Gltimo se debe establocer ua método de obtencidn , comservacidn y procesamicnto de dichas
muecstras de sangre complets para poder obtener mayor concordancia entre los titulos.
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CUADRO No 1
COMPARACION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS
(AC'S)OBTENIDOS PARA Bl POR MEDIO DE LA TECNICA DE ELISA
PARA LAS MUESTRAS EN SUERO Y PAPEL FILTRO

MUES No. DE MEDIA MEDIA GMT { GMT |[CVEN | CV
TRA AVES ARITME ARITME EN |EN PA|SUERO [EN PA
POR TICA EN TICA EN SUE | PEL PEL
MUES SUERO PAPEL RO
TRA

I(al primer 10 830 1046 110 837 135.2 76.7
dis de edad)

2ala 10 91 444 3 77 2364 [ 1118
primera

semana de

edad)

Iaia 10 5996 46 134 150 209.4 66.9
segunda : . .

semana de
edad)

4ala 10 128.5 33.1
tercera
semana de

edad)

S(ala 10 1049 | 555
cuarta
semana de

edad)

6(ala 10 490 3143 S 771 2441 11384 73.2
quinta s
semana de
cdad)

7(ala sexta 10 1078 3084 59 1835 175.5 131.0
semana de .

edad)

No.=Numero
GMT.=Media geométrica
CV.=Cocficiente de vaniacion
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CUADRO No..2
CORRELACIONES PRESENTES ENTRE LAS MUESTRAS DE SUERO Y
: PAPEL FILTRO

e e——
MUESTRA COEFICIENTE PROBABILIDAD COEFICIENTE COEFICIENTE

DE CORRELA DE ERRORDEL DE DE DETERMINA
CION SUERO- COEFICIENTE REGRESION  CION SUERO-
PAPEL DE LINEAL PAPEL
CORRELACION ENTRE SUERO
- PAPEL
1(al primer dis 0.79474 0.0060 0.568730 06316
de edad)
2(a la primera 0.77459 0.0088 1.831224 0.6000
semana de
edad)
3( a 1a segunda 0.47010 0.1704 0011174 0.2210
semana de
edad)
4( a la tercera 0.57212 0.0840 0.207084 0.3273
semana de
edad)
S(slacuarta 0.92810 0.0001 3.005432 0.8614
semana de
edad)
6( a la quinta 0.35567 03131 1.236686 0.1268
semana de
edad)
7(a la sexta 0.98611 0.0001 2.104300 09724
semana de

cdad)
———




REGRESION LINEAI ENTRE TITULOS DE BI OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. 1

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL
BOOD | - e e n ¢ e e o e S

!
i o
)

2.500 |
2,000

1.500

500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000 3.500

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.79474 (P=0.0080), r2= 0.6318
Ecuacion Prediccién: Y=574.62 +0.5687X

et



REGRESION LINEAI ENTRE TITULOS DE BI OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA

1,600

1,400

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL

[ so 100

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.77459 (P=0.0088), r2= 0.6000
Ecuacién Prediccién: Y=2986.99 + 1.8312X

aiivs

"n
vis3

B -



REGRESION LINEA! ENTRE TITULOS DE Bi OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. 3

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL

1,000

° s 10 15 20 2 ) ] ©
TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.47010 (P=0.1704), r2= 0.2210
Ecuacién Prediccion: ¥Y=379.00 + 0.011X



REGRESION LINEAL ENTRE TITULOS DE 81 OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. 4

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL

700 —

L]
o 100 200 300 <00 $00 [__ ] 700 L] 00 1000 1,100 1,200

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.57212 (P=0.0840), r2= 0.3273
Ecuacién Prediccién: Y=367.54 + 0.207X



REGRESION LINEAL ENTRE TITULOS DE BI OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. 5

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL

O 50 100 150 300 280 300 IO 40 480 S00 330 600 6350

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.92810 (P=0.0001), r2= 0.8814
Ecuaciéon Prediccién: ¥=678.61 + 3.0054X



REGRESION LINEAL ENTRE TITULOS DE BI OBTENIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. ¢

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL

10—

[ ] 200 400 L] 200 1.000 1,200 1,600 1000 1000 2000

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.36667 (P=0.3131), r2= 0.1268
Ecuacién Prediccién: Y=2636.82 + 1.23X



REGRESION LINEAL ENTRE TITULOS DE BI OBTEMIDOS POR SUERO Y SANGRE COMPLETA
SEMANA No. 7

TITULOS ANTICUERPOS PAPEL (Miles)

.- ———— ———

12
who o

— i
] 500 1000 1800 2000 2500 3000 3300 4,000 4,600 5000 5,500

TITULOS ANTICUERPOS SUERO

Coef. Correl. 0.98611 (P=0.0001), r2= 0.9724
Ecuacién Prediccién: Y=814.34 + 2.104X
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