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Abstract

IgG specific antibody evolution was studied in experimentally infected and reinfected cattle by
indirect ELISA with F hepatica excretion-secretion antigen. Likewise, the utility of the test to evalua-
te the different treatment model and the detection of naturally acquired F hepatica was assessed.
Antibody levels rose progressively from the 8th to the 24th week after primoinfection. From the 8th
week after primoinfection, 85.7% of the animals were positive by ELISA, which means 4 weeks
before the coprological diagnosis. Antibody rate increased in reinfected cattle in the 4th week post-
reinfection. Sera were positive during the 24 weeks post-reinfection in parasited cattle in the moment
of reinfection. In cattle in which primoinfection had been eliminated with an anthelmintic treat-
ment, sera were positive from 4 to 24 weeks after reinfection. It was proved in the necropsy that
reinfected animals harboured adult fasciolas, confirming the results obtained by ELISA. The treat-
ment applied 12 weeks after primoinfection was completely effective, however, 42.8% of the sera
carried on to be positive during 6 weeks after the treatment. Taking into account this period, ELI-
SA allowed to evaluate in a early and reliable way the efficacy of the treatment applied in the
prepatent period (3 weeks after infection). Ten Friesian heifers without E hepatica infection were
kept in pastures with L. truncatula and F hepatica metacercariae to study the evolution of antibody
levels in natural infection. Every animal showed positive absorbance after being 3 months in these
pastures, i.e. 5 months earlier than the egg output in faeces.
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Resumen

Se estudia mediante ELISA indirecto, con antigeno de excrecién-secrecién de Fasciola hepatica, la
evolucién de los anticuerpos IgG especificos en ganado bovino infectado y reinfectado experimen-
talmente. Asimismo, se evalaa la utilidad de la prueba en la valoracién de distintas pautas de
tratamiento y en la deteccién de la fasciolosis bovina adquirida naturalmente. La tasa d< anticuer-
pos aument6 progresivamente entre las 8 y 24 semanas siguientes a la primoinfeccién experimental.
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El 85.7% de los animales fueron positivas por ELISA a partir de la octava semana de la primera
infeccién, lo que supuso un adelanto de 4 semanas respecto del diagnéstico coprolégico. En todos
los bovinos reinfectados aumenté el nivel de anticuerpos a las 4 semanas posreinfeccién. En los
animales que ya estaban parasitados en el momento de la reinfeccién, todos los sueros fueron
positivos durante las 24 semanas posreinfeccién. En los bovinos en los que se habfa eliminado la
primoinfeccién mediante tratamiento antiparasitario, todos los sueros fueron positivos entre las 4 y
24 semanas siguientes a la reinfeccion, a pesar de que la eliminacién de huevos fue escasa e inter-
mitente. En la necropsia se comprobé que los animales reinfectados tenfan fasciolas adultas, esto
altimo confirmé los resultados obtenidos por ELISA. El tratamiento administrado a las 12 semanas
de la primoinfeccién fue completamente eficaz. No obstante, 42.8% de los sueros continuaron po-
sitivos durante las 6 semanas postratamiento. Teniendo en cuenta este periodo de persistencia, el
ELISA permiti6 evaluar de forma precoz y fiable la eficacia de los tratamientos administrados du-
rante el periodo de prepatencia (3 semanas después de la primo y reinfeccién). Para estudiar la
evolucién del nivel de anticuerpos en las infecciones naturales se dispuso de 10 novillas frisonas sin
infeccién por E hepatica que se mantuvieron durante 11 meses en parcelas con Lymnaea truncatula y
metacercarias de F hepatica. Todos los animales tuvieron absorciones positivas a partir de los 3
meses de su entrada en las parcelas; es decir, con un adelanto de 5 meses sobre la deteccién de
huevos en heces.
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Introduccién En este trabajo se pretende estudiar la respuesta
anticuerpo detectable por ELISA, empleando un
antigeno de excrecién-secrecién (ES) deE hepatica, con
ese fin se usaron bovinos primoinfectados y reinfectados
experimentalmente y sometidos a pautas de trata-
miento diferentes. Ademas, se comparan los resultados
obtenidos mediante el diagnéstico serolégico y el
coprolégico. ’

Como complemento del estudio experimental, se
realiz6 un ensayo paralelo con el fin de determinar la
utilidad de ELISA en el diagnéstico de las infecciones

naturales y mejorar la interpretacion de los resultados.

La forma mis comtn de la fasciolosis bovina es la
crénica, que no supone grave peligro para la vida del
animal, pero que conlleva pérdidas econémicas apre-
ciables.!?

El diagnéstico coprolégico sélo es fiable después del
periodo prepatente y con frecuencia se hace tarde
porque ya se han producido parte de los efectos patége-
nos. Ademas, los bovinos reinfectados suelen eliminar
escaso nimero de huevos, de modo que con frecuencia
hay falsos negativos por coprologia.

Hay farmacos muy activos frente a los estadios adultos
e inmaduros de E hepatica, son Gtiles para evitar en gran
parte sus efectos patégenos y, al mismo tiempo, dismi-
nuir la contaminacién ambiental con los huevos del

Material y métodos

El estudio se realizé en una finca experimental,

pardsito; sin embargo, para llevar a cabo los tratamien-
tos tempranos se necesitan métodos de diagnéstico
suficientemente sensibles y especificos para detectar la
infeccién en sus inicios. Mediante la técnica inmunoen-
zimatica ELISA, diversos autores®** demostraron res-
puestas anticuerpo frente a F hepatica durante el
periodo de prepatencia; a pesar de ello, la falta de
estandarizacién de las técnicas y los diversos antigenos
empleados hacen que no siempre los resultados sean
comparables. En todo caso, la mayoria de los antigenos
y técnicas se han empleado para diagnosticar primoin-
fecciones en condiciones experimentales, pero faltan
estudios para determinar mejor su utilidad en situa-
ciones de reinfeccién y después de administrar los
tratamientos antiparasitarios. Por otra parte, normal-
mente estas técnicas se han empleado para el diagnoés-
tico de infecciones naturales de campo, se han hecho
sobre una Ginica muestra de suero de animales cuyos
antecedentes parasitolégicos se desconocian >
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situada en la localidad de Mabegondo, La Coruia,
Espana, cuya superficie total es de 350 ha, estd situada
a43° 15' de latitud norte y 81° 18' de longitud oeste, a
97 msnm. Esta zona ofrece condiciones adecuadas para
el desarrollo del ciclo de F hepatica, tanto por su clima
como por el sistema de explotacién del ganado vacuno.
Sin embargo, en esta misma finca existen éreas en las
que no han pastado animales infectados por E hepatica
ni hay ejemplares del hospedero intermediario L.
truncatula.

Infecciones experimentales y tratamientos
fasciolicidas

28 terneras frisonas nacidas en el Centro de Investi-
gaciones Agrarias de Mabegondo (CIAM), La Coruiia,
Espana, se mantuvieron en estabulacién, sin posibilidad
de ingerir metacercarias de F hepatica hasta su infeccién
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Figura 1. Infecciones experimentales y pautas de tratamiento.

experimental. Las metacercarias se obtuvieron en el
laboratorio del CIAM infectando L. truncatula con
miracidios procedentes de huevos de F hepatica recogi-
dos de vesicula biliar de vacas infectadas naturalmente
y sacrificadas en un matadero cercano.

Con 4-5 meses de edad, las terneras se separaron en
4 grupos homogéneos respecto al peso (Figura 1), un
testigo (G-T)y 3 infectados (G-1, G-2, G-3). Cada animal
de los lotes infectados recibi6 una dosis inicial de 600
metacercarias de F hepatica dada por via oral mediante
cépsulas de gelatina; a los 6 meses se reinfectaron con
otra segunda dosis de 1000 metacercarias, también por
via oral. Las terneras del G-2 y G-3 se trataron oral-
mente con triclabendazol (12 mg/kg p.v.) siguiendo dos
pautas de tratamiento diferentes. En el G-2 se hicieron
dos tratamientos, uno a las 3 semanas de la primoin-
fecci6ény otro a las 3 semanas después de lareinfeccién;
las terneras del G-3 se trataron sélo una vez a las 12
semanas de la primera infeccién y las del G-1y G-T no
recibieron ningtn tratamiento.

Durante los 12 meses siguientes a la primera infec-
cién, todos los animales pastaron juntos en parcelas
libres de limneas y metacercarias de E hepatica, pero no
de otros parasitos. Las novillas de los 4 grupos excre-
taron huevos de nematodos gastrointestinales desde las
4 semanas siguientes a su salida al pasto. Los géneros
predominantes fueron Ostertagia, Cooperia y Trichost-
rongylus, aunque también se identificaron Trichuris,
Nematodirus, Moniezia y ooquistes de Eimeria.

Antes de la infeccién experimental se tomaron mues-
tras de sangre y heces de cada animal. Posteriormente,
los muestreos se efectuaron con periodicidad quincenal
o mensual; los sueros se almacenaron a ~20°C hasta su
uso.

*  Pierce.
** Costar Fast-Binder.

Al final del ensayo se sacrificaron 9 animales (3 de
cada uno de los grupos infectados G-1, G-2 y G-3)
elegidos al azar y se realiz6 la necropsia.

Infeccion natural por F. hepatica

Para hacer el seguimiento de la infeccién natural, se
dispuso de 10 novillas frisonas de 2 afios de edad que
habian nacido en la misma explotacién y se habian
mantenido en una parte de la finca libre de metacer-
carias deF. hepatica. Desde enero hasta noviembre estos
10 animales permanecieron en otras parcelas con
abundantes poblaciones de L. truncatula y en las que
previamente habian pastado vacas infectadas por E
hepatica. En los periodos con escasez de pasto, la
alimentacién se suplementé con pienso y ensilado.

Se tomaron muestras de sangre y heces de cada
animal antes de su entrada a las parcelas contaminadas
con metacercarias y después con periodicidad mensual
hasta noviembre. Las muestras de suero se congelaron
a -20°C hasta que se utilizaron para la determinacién
de los niveles de anticuerpos frente a E hepatica.

Técnicas parasitolégicas

Para determinar el nimero de huevos de F hepatica
por gramo de heces (h.p.g.), se analizaron por dupli-
cado las muestras de heces mediante sedimentacién
directa y se utilizaron las cdmaras de McMaster para el
recuento final.

Para determinar las cargas parasitarias se examinaron
los canales biliares y las vesiculas de los higados de los
animales sacrificados y se recuperaron todas las fasciolas.

Los niveles séricos de anticuerpos IgG especificos
frente a F hepatica se determinaron por ELISA indirecto
utilizando como antigeno productos de excrecién-
secrecién de F hepatica. El antigeno se obtuvo a partir
de fasciolas adultas vivas recogidas de higados de vacas
sacrificadas en matadero. Después de 3 lavados en
tampén fosfato salino estéril (PBS), pH 7.5, las fasciolas
se incubaron a 37°C durante 3 horas en PBS al que se
afiadié una mezcla antibiética (25 Mg/ml de ampicilina
y 30 Mg/ml de cloranfenicol) y un inhibidor de proteasas
(PMSF 0.5 mM). El medio se centrifugé a 40000 g
durante 50 minutos a 4°Cy una vez obtenido el sobrena-
dante se determiné la concentracién proteinica me-
diante el kit comercial BCA* y se liofiliz6 hasta su uso.

La prueba ELISA se realiz6 segln lo descrito por
Sanchez-Andrade et al.” Se utilizaron placas de polye-
thilene terephtalate glycol** que se tapizaron con 100
ul/pocillo de antigeno a una concentracién de 7 mg/ul
y se incubaron a 37°C durante 3 horas. Después de dos
lavados con tween 20 al 0.1% en PBS (PT), los pocillos
se bloquearon conleche en polvo descremada al 1% en
PT durante 2 horas a 37°C. Los sueros se diluyeron 1:20
en tampo6n de bloqueo. El anticuerpo de conejo frente
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a IgG bovina conjugado con peroxidasa (RaB/IgG/
(H+L)/PO)* se diluy6é 1/1050 en tampén de bloqueo.
Las incubaciones se realizaron a 37°C durante 1 hora.
Como sustrato se utilizé Ortho-phenylene-diamine al
0.1% en tamp6n citrato (pH 5) y se incubé en presencia
de agua oxigenada al 30% durante 15 minutos a 25°C
y en oscuridad. La reaccién se frené afiadiendo 100 ul
de 4cido sulfarico 3N. La lectura de las densidades
6pticas se realiza a 450 nanémetros en un lector
automaitico de microplacas.** Todos los sueros se
analizaron por duplicado.

En los 24 muestreos realizados durante el estudio,
las absorciones de los sueros testigo variaron entre 0.10
y 0.36, con una media de 0.22 (SD= 0.06, N= 168).
Teniendo en cuenta estos datos previos, se consideré
que el ELISA podia estimarse como positivo para el
diagnéstico de la infecccién por E hepatica cuando la
densidad éptica (D.O.) del suero fuera igual o superior
a 0.40 (x + 3SD).

Resultados

Seguimiento de la respuesta anticuerpo de los
grupos de animales experimentales

Como puede apreciarse en la Figura 2, los resultados
de las absorciones medias de los sueros del grupo testigo
(G-T) fueron uniformes, mediante anélisis de varianza
se comprobé que no existian diferencias estadisti-
camente significativas (P = 0.53) entre los valores
hallados en los diferentes muestreos. Por el contrario,
las densidades 6pticas de los 3 grupos infectados
fluctuaron significativamente (P = 0.0001).

En las 24 semanas siguientes a la primoinfeccién, en
los animales del G-1 la densidad éptica (D.O.) aumenté
progresivamente desde la octava semana posinfeccién
(spi); asimismo, en los del G-3 se apreci6 la misma
tendencia hasta que se efectud el tratamiento a las 12 spi.
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Figura 2. Evolucién de las-absorciones medias después de la

primoinfeccién y reinfeccién con metacercarias de F hepatica y tras
la administracién de las dos pautas de tratamiento.

* Nordic Inmunology Dynatec MR 700.
** Dinatec MR 700.
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Al examinar por separado cada uno de los sueros de los
animales del G-3 (Cuadro 1 a) se observé que durante las
6 semanas siguientes al tratamiento y eliminacién de las
fasciolas, la especificidad del inmunodiagnéstico fue baja
(57%), ya que 3 de los 7 animales dieron absorciones
consideradas como positivas.

En los animales tratados para eliminar las fases
inmaduras de E hepatica (G-2), se observé un pequefio
incremento de la absorcién media entre las 12 y las 20
spi, esto Giltimo se justifica porque 3 animales tuvieron
absorciones positivas desde las 9 semanas postra-
tamiento (Cuadro 1 b). A partir de las 15 semanas
postratamiento (spt) en estos 3 animales también se
observaron huevos de F hepatica.

En las 24 semanas siguientes a la reinfeccién, en las
terneras del G-1 (Figura 2), la D.O. media aument6
ligeramente durante las 6 semanas posreinfeccién (spr),
hubo un ligero descenso alas 12 spr y posteriormente
los valores.de absorcién se mantuvieron constantes
hasta las 22 spr. En los animales del G-3 la D.O.
aument6 rapidamente entre las 4 y 14 spr para poste-
riormente descender.

Al comparar los resultados por ELISA y coprologia,
en las 24 spi se observé (Figura 3) que Gnicamente los
animales infectados y no tratados (G-1) eliminaron
huevos de E hepatica a partir de la duodécima spi,
mientras que en la octava spi, 85.7% ya eran positivas
por ELISA.

Después de la reinfeccién, se comprobé que todos los
animales del G-1 (Figura 4 a) fueron positivos por
ELISA entre las 2 y las 24 spr. A partir de las 10 spr
todas las terneras eliminaron huevos en algtin momento
del ensayo, aunque de forma intermitente, por lo que
el porcentaje de animales con coprologias positivas
oscilé entre 28.6% y 85.7%.

En los animales del G-3 (Figura 4 b) a las 4 spr se
detectaron absorciones positivas en 85.7% de las
terneras y todas fueron positivas desde la sexta spr,

[E3 Absorclones poaitivas G-1 51 Coprologias positivas G-1 |

Semanas posinfeccién

Figura 3. Porcentaje de animales (G1) diagnosticados por ELISA'y
coprologfa durante las 24 semanas siguientes a la primoinfeccién
experimental.
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Cuadro 1
VALORACION DE LOS TRATAMIENTOS

Semanas

postratamiento 4
ELISA 3
Coprologia

a) Animales diagnosticados positivos tras el tratamiento a las 12 semanas posinfeccion (G-3)

8 10 12
0 0 0
0 0 0

b) Animales diagnosticados positivos tras el tratamiento a las 3 semanas posinfeccion (G-2)

13 15 17 19 21
3 2 2 1 1
0 3 3 0 1

Semanas

postratamiento 1 5 9
ELISA 0 0 3
Coprologia 0 0 0
Semanas

postratamiento 1 5 9
ELISA 5 7 7
Coprologia 0 0 0

mientras que por coprologia hasta las 14 spr no se
detect6 100% de los animales infectados.

Tras el segundo tratamiento, todos los animales del
G-2 tuvieron absorciones positivas entre las 5y 11 spr.
(Cuadro 1 ¢); por el contrario, s6lo una ternera de ese
grupo eliminé huevos de F hepatica alas 11 spt. En los
muestreos posteriores otros 3 animales eliminaron
huevos de forma intermitente. La seroprevalencia
descendi6 a partir de las 13 semanas postratamiento.

Los resultados de las necropsias evidenciaron que
todas las terneras sacrificadas tenfan fasciolas en sus
higados, lo que confirmé las ventajas de sensibilidad
del inmunodiagnéstico sobre la coprologia. Los anima-
les tratados una sola vez (G-3), tuvieron mas fasciolas
(21-135, X = 95) que los tratados 2 veces (2-12,X = 7)
e incluso que los no tratados (4-42, X = 18)

Infeccidén natural

Las novillas comenzaron a eliminar huevos de E
hepatica en agosto (Figura 5), mientras que los resultados
de ELISA ya mostraron que en febrero y marzo, 10%
tenian absorciones positivas. A partir de abril todas las
novillas fueron positivas por ELISA, mientras que, en
agosto, por coprologia sélo lo eran 60% y no fueron
todas positivas hasta noviembre.

Respecto del nivel de anticuerpos (Figura 5) se
confirmaron 2 maximos de los valores de absorcién
media, uno entre Marzoy mayoy otro en junioy agosto.
En todos los muestreos, las cifras de h.p.g. eliminadas
fueron muy pequeiias, no pudiendo establecer corre-
lacién estadistica entre las absorciones y las cifras de

h.p.g.

¢) Animales diagnosticados positivos tras el tratamiento a las 3 semanas posreinfeccién (G-2)

11 13 15 17 19 21
7 4 4 2 3 4
3 2 2 - 0

Discusién

En la mayoria de las terneras infectadas experi-
mentalmente se detectaron anticuerpos especificos por
ELISA ya a las 8 spi, lo que coincide con lo observado
por otros autores.>*% Con ELISA se detectaron los
animales positivos con 4 semanas de adelanto respecto
del diagnéstico coprolégico, aunque hubo algunas
excepciones porque en una de las terneras no se
detectaron anticuerpos hasta las 22 spi. Esto concuerda
con lo descrito por diversos autores,*®1%!! quienes
comprobaron algunos animales infectados de forma
natural y con coprologias positivas eran negativos por
ELISA.

La técnica ELISA resulté especialmente ventajosa
cuando se aplicé en animales reinfectados, puesto que
todas las terneras reinfectadas y no tratadas ya eran
positivas por ELISA a las 6 spr, lo que supuso un
adelanto de 8 semanas respecto del diagnéstico copro-
l6gico. Ademais, la eliminacién de huevos fue escasa y
los porcentajes de animales con coprologias positivas
variaron considerablemente en los diferentes mues-
treos, de modo que para que el diagnéstico coprolégico
sea fiable se requiere repetir los muestreos. Por el
contrario, la prevalencia de animales seropositivos fue
alta y constante, por lo que el inmunodiagnéstico
permite reducir el nimero de muestras necesarias a
tomar por rebafio.

En la bibliografia no se ha encontrado estudios que
comparen la sensibilidad de ELISA con la coprologia
en bovinos reinfectados experimentalmente; sin embar-
go, en rebafios infectados de forma natural por E
hepatica otros autores*'*'*!* habfan sefialado que ELISA

Ver. Méx., 29 (1) 1998 79



Semanas posreinfeccion

(5 Absordiones posi

100

80

[T

40

10t

20

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 24
Semanas posreinfeccion

Figura 4. Porcentaje de animales a-G-1y b G-3 diagnosticados por ELISA
y coprologfa durante las 24 siguientes a la reinfeccién experimental.

daba mayores indices de prevalencia; aunque no pudie-
ron constatar infecciones individuales de los animales.

Cuando se reinfectaron las terneras, los valores de
absorcién aumentaron poco, lo que coincide con lo
hallado por Boulard ¢t al.% y Clery et al.'* cuando
reinfectaron experimentalmente vacas previamente
infectadas de forma natural. Por el contrario, en las
terneras del G-3, tratadas a las 12 spi, y que cuando se
reinfectaron eran negativas por ELISAy coprologia, la
D.O. aumenté bruscamente; de ello se puede deducir
que, en animales previamente sensibilizados, el estable-
cimiento de nuevas infecciones representa incrementos
apreciables de la D.O. Ademds, en los animales del G-
3, el periodo de persistencia de los anticuerpos especi-
ficos (6 semanas) coincidié con el obtenido mediante
hemoaglutinacién pasiva por Levieux ¢t al.;'’® ademis,
se comprob6 mediante coprologia o necropsia que las
terneras de este grupo tenfan cargas parasitarias
mayores.

En algunos animales tratados a las 3 spiy 3 semanas
después de la reinfeccién (G-2), entre las 13 y 15 spt
los valores de absorcién fueron negativos. No obstante,

de los 3 animales sacrificados al final del estudio, los

dos que tenfan cargas parasitarias mayores (6 y 12 E
hepatica) mantuvieron valores de absorcién positivos,
mientras que el animal con D.O. negativa, tenia el
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ntmero més bajo (2) de fasciolas. El hecho de que las
absorciones se reduzcan hasta ser negativas cuando las
cargas parasitarias son muy bajas, podrfa explicarse si
se tiene en cuenta que segtin Hugheset al.,'® el estimulo
antigénico inducido por F hepatica disminuye cuando
ésta se establece definitivamente en los conductos
biliares.

En los animales con infeccién natural las cifras de
eliminacién de huevos fueron siempre bajas, siendo
muy similares a las halladas en animales de granjas de
la zona.'”'® Al comparar los resultados obtenidos por
coprologiay ELISA, con el Gltimo método se detectaron
titulos de anticuerpos positivos entre 4 y 6 meses antes
de la eliminacién de huevos.

Se debe sefialar que 70% de los animales tuvieron
absorciones positivas en marzo, 8 semanas después de
la probable ingestién de metacercarias, lo que coincide
con los resultados de las terneras infectadas experi-
mentalmente. Las absorciones superaron a las de las
terneras primoinfectadas, siendo similares a los encon-
trados después de la reinfeccién experimental, esto
Gltimo resulta légico, si se tiene en cuenta que en la
naturaleza los animales se reinfectan con metacercarias
de modo gradual y, por tanto, los valores de la D.O. se
mantienen altos en las infecciones naturales, mientras
que en terneros infectados experimentalmente una sola
vez y posteriormente estabulados, las D.O. descienden
a partir de las 28 spi.’

Al considerar el periodo de prepatencia deE hepatica,
los animales ya deberfan eliminar huevos a partir de
abril; pero como sélo alcanza el estado adulto un
pequefio porcentaje de las metacercarias ingeridas,'?
es probable que el nimero de adultos fuese muy
pequerio. Por el contrario, la alta sensibilidad de ELISA
permitié detectar un incremento de las absorciones
entre marzo y mayo. Probablemente, como conse-
cuencia de la mayor ingestién de metacercarias en
mayo, las cifras de D.O. aumentaron de nuevo a partir
de junio, lo que coincide con lo observado en diferentes
regiones de Espaiia.!820
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Figura 5. Evoluci6n anual de las cifras medias de densidad 6ptica
y h.p.g. en novillas infectadas de forma natural.



Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran
que la técnica inmunoenzimitica ELISA indirecta
(usando como antigeno los productos de excrecién-
secrecién deF hepatica) resulta mas tempranay sensible
que la coprologia en el diagnéstico de la fasciolosis
bovina experimental, sobre todo en animales reinfec-
tados con eliminacién muy escasa de huevos. Ademds,
a partir de la sexta spt, permite valorar la eficacia de
los tratamientos realizados durante el periodo de
prepatencia.

Por otra parte, con el umbral de positividad estableci-
do (punto de corte = 0.4), la técnica ELISA permite el
diagnéstico precoz y fiable de la fasciolosis bovina
adquirida de forma natural. Las infecciones por Oster-
tagia, Cooperia, Trichostrongylusy Moniezia, parédsitos muy
frecuentes en esta regién, no interfirieron en el diag-
néstico de fasciolosis.
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