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Resumen

Rojas-Araya, D.; Montero, A.; Leon, D.; Romero, J.: Prevalencia de fasciolosis en bo-
vinos de Costa Rica (2014). Comparacion de cuatro técnicas diagndosticas. Rev. vet. 27: 2,
80-85, 2016. Se realiz6 un estudio transversal con el objetivo de determinar la prevalencia de

fasciolosis en bovinos sacrificados en mataderos de Costa Rica y comparar cuatro técnicas

diagnosticas disponibles (inspeccion macroscopica de higados, sedimentacion estandar de

heces, deteccion de coproantigeno en heces y sedimentacion estandar del liquido de la vesi-
cula biliar). Se trabajo con dos estratos de probabilidad de infeccion (alto y bajo). Tomando en

cuenta todas las técnicas diagnosticas, se encontraron 11 muestras positivas del estrato de alta

probabilidad [prevalencia 4,3% (intervalo de confianza IC del 95%:1,8-6,7)] y 1 del estrato de

baja probabilidad [prevalencia 0,5% (IC 95%: 0,0-1,4)]. Al comparar los métodos diagndsticos,
tomando el decomiso de higados como método de referencia, se obtuvieron valores de sensibi-
lidad y especificidad de 40 y 100% para la sedimentacion estandar de heces, 50 y 100% para

la deteccion de coproantigeno en heces (ELISA), y 70 y 99,8% para la sedimentacion estandar
del liquido de la vesicula biliar, respectivamente. Se concluye que la inspeccién macroscopica

de higados en los mataderos es una buena herramienta de vigilancia de la enfermedad y que

esta parasitosis se distribuye de manera heterogénea en el pais.
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Abstract

Rojas-Araya, D.; Montero, A.; Leon, D.; Romero, J.: Prevalence of fasciolosis in cattle
of Costa Rica (2014). Comparison of four techniques for its diagnosis. Rev. vet. 27: 2, 80-
85, 2016. A cross-sectional study was done to determine the prevalence of fasciolosis in
cattle slaughtered in abattoirs of Costa Rica and to compare 4 different diagnostic techniques
(macroscopic examination of the livers, standard sedimentation of stool, standard sedimen-
tation of the fluid of the gallbladder, and detection of copro-antigen in fecal samples. The
sample was divided into two strata of probability of infection (high and low). Considering all
the techniques, 11 positive samples from the stratum of high probability were found [preva-
lence 4.3% (confidence interval CI 95%: 1.8-6.7)] and 1 of the stratum of low probability
[prevalence 0.5% (CI 95%: 0.0-1.4)]. When comparing all diagnostic methods, considering
the liver condemnation as the reference method, values of sensitivity and specificity respec-
tively of 40 and 100% for the standard sedimentation of stool, 70 and 99.8% for the standard
sedimentation of the fluid of the gallbladder and 50 and 100% for the ELISA that detects
copro-antigen in feces were obtained. It is concluded that the macroscopic examination of
livers in slaughterhouses is a good tool for the monitoring of the disease and that this parasite
is distributed heterogencously in the country.

Key words: cattle, Fasciola hepatica, prevalence, diagnostic efficiency.

INTRODUCCION medad tiene una distribucién cosmopolita y es respon-
sable de provocar cuantiosas pérdidas econdomicas .

Fasciola hepatica es un parasito natural de los ru- El diagnoéstico tradicional de esta parasitosis se basa
miantes y el agente causal de la fasciolosis. Esta enfer- en la observacion de huevecillos del parasito en las he-
ces del animal infectado. Sin embargo, muchos paises
Recibido: 7 marzo 2016 / Aceptado: 4 julio 2016 efectuan el registro de la infeccion en sus bovinos a tra-
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vés de la inspeccion post-mortem de las visceras en los
mataderos y del decomiso de higados infectados con
ejemplares adultos del parasito ?7.

La inspeccion post-mortem del liquido de la vesi-
cula biliar en busqueda de huevecillos, también ha sido
empleada como método diagnostico, mediante técnicas
de sedimentacion **. Alternativamente, pueden utili-
zarse pruebas inmunoldgicas, ya sea para la deteccion
de productos metabolicos del trematodo localizado en
los ductos biliares, los cuales son liberados y expulsa-
dos en las heces, o bien para la busqueda de anticuer-
pos contra el parasito en sangre o leche »°.

Los datos sobre prevalencia de fasciolosis en Amé-
rica Latina varian en funcion del método diagndstico
utilizado, época del afio y localidad evaluada. En dicha
zona, la distribucion del parasito es amplia, habiendo
sido reportado en México, Costa Rica, Colombia, Ve-
nezuela, Brasil, Peru, Bolivia, Argentina, Chile, Ecua-
dor, Uruguay y Paraguay; asi también en algunas islas
caribefias como Cuba, Puerto Rico, Republica Domini-
cana, Santa Lucia, Jamaica, Guadalupe y Martinica **.

En Costa Rica se reconoce la presencia de este pa-
rasito en las provincias de Cartago y Limon 247 10:15.21
Estimaciones realizadas en fincas han sefialado tasas
de infeccion del 17% 5, 42% 'y 11% *en ganado bovi-
no. En tres mataderos del area metropolitana de Costa
Rica, la prevalencia estimada a partir de registros de
decomiso de higados infectados con el parasito (2000-
2006) fue de un 0,8% 2.

Debido a la escasez de datos acerca de la prevalen-
cia de este parasito en diferentes zonas de Costa Rica,
el objetivo de la investigacion fue determinar tal pre-
valencia en reses provenientes de diversas regiones, asi
como contrastar los resultados de diferentes técnicas
diagnosticas en reses infectadas naturalmente, y com-
pararlas con la herramienta de vigilancia disponible en
Costa Rica que es el registro oficial de decomisos de
higados infectados en mataderos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd6 un estudio observacional transversal,
para determinar la prevalencia de Fasciola hepatica
en el hato bovino nacional sacrificado en tres de los
cuatro mataderos de clase A de Costa Rica. Se utili-
z6 un muestreo estratificado debido a que los estudios
llevados a cabo en el pais y la experiencia obtenida por
los veterinarios regentes de los mataderos, sefialan que
la infeccion por F. hepatica no es uniforme en el pais.

Los mataderos de clase A se utilizaron como si-
tios de colecta de las muestras debido a que del total
de reses sacrificadas en el pais, un 82% de las mismas
se procesan en estos tres mataderos de clase A 3, los
cuales cumplen con las regulaciones nacionales y sa-
crifican hembras y machos provenientes de todo el pais.

Se trabajo con la hipotesis de que el ganado bovino
que proviene de las regiones Huetar Atlantica (HA) y
Central Metropolitana (CM) es el mas expuesto al pa-
rasito (estrato de alta probabilidad EAP), y que el resto
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de las regiones son de baja probabilidad para adquirir
la infeccion (estrato de baja probabilidad EBP): reses
provenientes de las regiones Central Occidente (CO),
Central Sur (CS), Chorotega (CH), Pacifico Central
(PC), Brunca (B) y Huetar Norte (HN).

El tamafio de la muestra por estrato se calculo con
el programa WinEpiscope, sobre una poblacion de
1.972.882 cabezas de ganado, que constituyen aproxi-
madamente el hato nacional. Para poder estimar una
prevalencia de hasta 25% en el EAP, con un nivel de
confianza del 95% y un error aceptado entre 5-6% se
tomo una muestra de 260 individuos. En el EBP, para
poder calcular una prevalencia no mayor al 5%, con un
nivel de confianza del 95% y un margen de error del
3%, se tomo6 una muestra de 205 individuos. Ambos
estratos sumaron una muestra total de 465 reses.

El numero total de reses a evaluar por estrato se
distribuy6 en proporcion al nimero de cabezas de ga-
nado por region que constituya ese estrato '8 . Especi-
ficamente, del estrato de alta probabilidad se tomaron
185 de la region HA y 75 de CM. Del estrato de baja
probabilidad 12 de la region CO, 9 de CS, 55 de CH, 18
de PC, 33 de By 78 de HN.

Los mataderos fueron visitados durante los meses
de setiembre y octubre del 2014. Las reses fueron esco-
gidas al azar, segun su zona de procedencia. Las guias
de movilizacion y la lista de inspeccion ante mortem de
bovinos (documentos oficiales del Servicio Nacional de
Salud Animal, SENASA) se utilizaron para obtener la
informacion sobre el sexo y la region de procedencia de
cada animal. Se excluyeron del estudio reses menores a
6 meses o que provinieran de otros paises.

A cada res escogida se le inspeccion6 el higa-
do, se colect6 liquido de la vesicula biliar y se tomo
una muestra de heces. Cada una de las tres muestras
se transportd a 4°C y se proceso en el Laboratorio de
Helmintologia Médica de la Universidad de Costa Rica.
Tales muestras fueron colectadas post-mortem, para no
interferir con el funcionamiento de la planta de sacrifi-
cio ni infringir lesiones al animal.

La inspeccion macroscopica inicial de los higados
se hizo directamente en la planta de sacrificio, y con-
sisti6 en la revision visual y mecanica de los conductos
hepaticos en busqueda de las calcificaciones tipicas
asociadas con la enfermedad, asi como la presencia
del parasito. Aquellos higados que presentaron para-
sitos fueron transportados al laboratorio, donde los
conductos hepaticos fueron escindidos para recuperar
mas parasitos adultos. Para el analisis de las vesiculas
biliares, se tom6 una muestra de 40 ml de bilis previa-
mente agitada y se utiliz6 un método de sedimentacion
estandar 2.

En el caso de las muestras de heces, se recolectaron
50 g de cada res. A partir de la misma se efectud la
deteccion del coproantigeno de F. hepatica por medio
de un ELISA y se realiz6 una técnica de sedimentacion
estandar utilizando 4 g de heces '*. Para la deteccion
de coproantigeno de F. hepatica en heces, las muestras
fueron preservadas a temperatura de -20°C hasta su
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analisis * y luego procesadas seglin las especificaciones
del fabricante, por medio de un ELISA indirecto tipo
sandwich que detecta coproantigenos de F. hepatica
(Bio-X Bovine Fasciola Hepatica Antigen Elisa Kit®,
Bio-X Diagnostics, Bélgica) ¢ .

Los datos y caracteristicas demograficas fueron ta-
bulados en una hoja de Microsoft Excel e importados
al programa estadistico /BM SPSS Statistics 22 para su
analisis. Se calcul6 la prevalencia estimada de la en-
fermedad, con sus intervalos de confianza al 95% (IC
95%), tanto a nivel global como por estrato, y para cada
tipo de método diagndstico. La prueba de Chi-cuadra-
do (y?) se realiz6 para determinar la asociacion entre la
infeccion y las variables sexo y region de procedencia
del animal (asociacion estadisticamente significativa si
p<0,05).

Para cada técnica diagnostica se calculo su sensibi-
lidad, especificidad y valor predictivo positivo y nega-
tivo, utilizando la inspeccion macroscopica de los higa-
dos como método de referencia. Adicionalmente, para
evaluar la concordancia entre las pruebas, se calcul6 el
indice de kappa. Este indice fue catalogado de acuerdo
a la valoracion propuesta por Landis y Koch "7 si el
valor es menor a 0,00 el grado de acuerdo es “sin acuer-
do”, entre 0,00-0,20 es “insignificante”, entre 0,21-0,40
es “mediano”, entre 0,41-0,60 es “moderado”, entre
0,61-0,80 es “sustancial” y entre 0,81-1,00 es “casi per-
fecto”. Todos los estimadores se calcularon al 95% de
confianza, utilizando el programa Win Episcope.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se muestrearon 73 reses de las 75 propuestas para
la region CM del estrato de alta probabilidad, por lo
cual en definitiva se trabajo con un total de 258 reses
para el EAP y un total de 463 muestras para ambos
estratos. Del total de reses muestreadas, 294 (63%) fue-
ron hembras; aspecto que concuerda parcialmente con
el hecho de que en el inventario total del ganado en el
pais (2012), se reportd un 71,5% de hembras '*. Debido
a ello es dable esperar que al final de la cadena produc-
tiva también se registre mayor cantidad de hembras en
los establecimientos de sacrificio.

La prevalencia del parasito varié de acuerdo a la
zona de probabilidad de la que provenia la res, al sexo
del animal y al método empleado para el diagnostico.
Tomando en cuenta todas las técnicas diagndsticas, se
encontraron 12 muestras positivas, 11 de reses prove-
nientes del estrato de alta probabilidad [prevalencia de
4,3% (IC 95%: 1,8- 6,7)] y 1 en el estrato de baja pro-
babilidad [prevalencia de 0,5% (IC 95%: 0,0-1,4)]. Esto
revel6 una diferencia estadisticamente significativa (p:
0,004) por estrato de procedencia de las reses.

La distribucion por regiones dentro de los estratos
fue de 6 reses positivas dentro de la region CM (5 en
HA y 1 en B). Este hallazgo coincide con lo encontrado
en otras investigaciones realizadas en el pais, donde se
reporto la presencia del parasito en la zona de Cartago
y Limon, provincias que constituyen casi la totalidad
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de las regiones CM y HA, respectivamente. En un es-
tudio llevado a cabo en bovinos durante 1976 y 1977
en Turrialba, se report6 una frecuencia del parasito del
3,4% !, valor cercano al encontrado en este estudio.

Frecuencias mas altas se hallaron a nivel nacional
al evaluar fincas especificas con presencia del parasito,
como un caso en el cual se reportd 17% de infeccion
por F. hepatica en bovinos de carne de una finca en
Agua Caliente de Cartago * ; u otro donde se encontrd
un 42% de infeccion en bovinos de leche en fincas de
Santa Cruz, canton de Turrialba '° . De igual forma, en
una finca en Siquirres de Limon, otros investigadores
encontraron que durante agosto de 2005 a agosto de
2006, la prevalencia de fasciolosis determinada por la
presencia de huevecillos en heces, fue del 11,3% * .

Es importante considerar que en estos parasitos de
ciclo complejo, las condiciones climaticas y la época
del afio en que se realice el muestreo pueden incidir en
los resultados obtenidos. El cumulo de datos sobre F.
hepatica en el pais sefiala que es posible que haya re-
giones donde probablemente su presencia se beneficie
por condiciones ambientales favorables al desarrolle
del ciclo, tales como precipitaciones pluviales, carac-
teristicas del suelo, luz y temperatura, que permitan la
sobrevivencia y tasa reproductiva del hospedero inter-
mediario y de las formas evolutivas de vida libre del
parasito.

En Costa Rica, tanto la Provincia de Limon (region
HA), como la parte oriental de la Provincia de Cartago
(de Turrialba hacia el Este y parte de la region CM),
forman parte de la region climatoldgica conocida como

“Region Caribe”. En esta zona de clima tropical htime-
do %%, la precipitacion promedio es cercana a los 3300
mm anuales y se reconoce como una region sin periodo
seco definido, cuya temperatura promedio es alrededor
de 24-26°C '%. Es posible que estas condiciones am-
bientales favorezcan a los hospederos intermediarios
y promuevan el desarrollo del ciclo del parasito, sin
embargo, hace falta investigar mas sobre las plantas y
moluscos hospederos involucrados en estos sitios y los
factores ecoldgicos asociados a los mismos.

Un posible sesgo en este estudio fue que de la re-
gion central metropolitana se muestrearon al azar so-
lamente 3 reses provenientes del canton de Turrialba.
Esta condicion puede haber respondido a la presencia
de un matadero que haya captado las reses de la zona y
que, ademas, ésta es un area dedicada principalmente
a la produccion de ganado lechero, por lo que la regu-
laridad con la que sacrifican reses es menor en compa-
racion a otras zonas '*. Se resalta esta particularidad
debido a que, anteriormente, muchos de los estudios
efectuados en el pais sobre este parasito se llevaron a
cabo en Turrialba, y es una zona que se ha reportado
como endémica para la enfermedad. Este matadero no
se contemplo dentro de los muestreos debido a que no
es de clase A y por legislacion nacional, no cuenta con
un veterinario regente ni inspectores de SENASA.

Por otra parte, el hallazgo de una res con F. hepati-
ca proveniente de la region Brunca podria ser reflejo de
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la movilizacion interna de ganado
bovino que se da dentro del pais 3,
ya que segun informacion emanada
de entidades oficiales, la mayor im-
portacion de reses a nivel nacional
a la region Brunca proviene de las
regiones PC y CM, siendo esta 1l-
tima uno de los sitios con presencia
evidenciada del parasito.

Desde el punto de vista de la sa-
lud publica, los casos de fasciolosis
en seres humanos se relacionan con
las zonas donde la enfermedad en
bovinos es comun. En este estudio,
el hallazgo del parasito en reses de
determinadas zonas del pais, con-
cuerda con los pocos casos publica-
dos en Costa Rica de la enfermedad
en personas, los cuales han sido San
Ramon de Tres Rios, Santa Teresa
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Tabla 1. Prevalencia de F. hepatica segiin método diagnostico en tres ma-
taderos clase A (EAP).

prueba diagnostica condicion cantidad (%) prevalencia EAP

inspeccion higado decomisados 10 (2,2) 3,9(1,5-6,2)
no decomisados 453 (97,8)

SE liquido VB presencia huevecillos 8 (1,7) 3,1(1,0-5,2)
ausencia huevecillos 455 (98,3)

coproantigeno heces  positivo 5(1,1) 1,9 (0,3 - 3,6)
negativo 457 (98,9)

SE heces presencia huevecillos 4(0,9) 1,5 (0,0 - 3,1)
ausencia huevecillos 459 (99,1)
total 463 (100)

SE: sedimentacion estandar. VB: vesicula biliar. El denominador empleado para
el calculo de prevalencia es 258, que es el nimero de reses muestreadas en el
EAP. No se incluye la tinica muestra positiva por técnica de ELISA del estrato de
baja probabilidad.

Tabla 2. Comparacion de la concordancia entre pruebas diagnosticas
(coeficiente kappa) para detectar F. hepatica.

de Capellades de Cartago y Turrial-

4,915 Qi ; _ S inspeccion SE de ELISA SE de
ba . Sin embargo,.es 1mport§n prueba diagndstica del higado liquido VB coproantig. heces
te mencionar que el sistema nacio- - — -
nal de salud carece, en general, de lsn];p;m;}on.gel\l;]fado 0177 1 . ;
métodos diagndsticos especificos y ELT Zlqul ° ) ’ | 1 .
de rutina para esta parasitosis y su SA coproantigeno 0,66 0.6 .

SE de heces 0,57 0,66 0,44 1

hallazgo en la mayoria de los casos
es casual, principalmente durante
intervenciones quirurgicas de vias
biliares.

Con respecto al sexo de los animales, de las 12
muestras positivas por al menos alguna de las técni-
cas diagnosticas, 11 reses fueron hembras y solo en un
macho se reporto la infeccion (p: 0,015), aspecto que
coincide con lo reportado en otras investigaciones rea-
lizadas en diferentes paises ' 2*y en donde se aso-
cia con los sistemas de produccion, debido a un mayor
tiempo de permanencia de las hembras en pastos, por
las practicas asociadas a la cria de bovinos y produc-
cion lechera y por ende mas probabilidad de exponerse
a plantas con la metacercaria >.

En cuanto a la comparacion de los métodos diag-
noésticos empleados y la prevalencia encontrada con
cada uno de ellos, de las muestras positivas provenien-
tes del EAP (IC 95%) surge que la mayoria de hallazgos
positivos ocurrieron al utilizar la inspecciéon macrosco-
pica del higado y la menor cantidad de muestras positi-
vas se encontraron al analizar las muestras de heces por
sedimentacion estandar (Tabla 1).

La matriz de concordancia entre los diferentes mé-
todos diagnoésticos empleados, que evidencia el coefi-
ciente kappa, reveld que todas las pruebas tuvieron un
valor de coeficiente kappa mayor a 0, es decir que la
concordancia observada no es la que se espera por cau-
sa exclusiva del azar 7. El mayor valor de coeficiente
kappa se obtuvo al comparar la inspecciéon macrosco-
pica de higados y el analisis de la vesicula biliar, grado
de acuerdo entre pruebas catalogado “acuerdo sustan-
cial” 7 (Tabla 2).

SE: sedimentacion estandar. VB: vesicula biliar.

La comparacion entre pruebas, utilizando el de-
comiso de higados en los establecimientos como mé-
todo de referencia, permitiéo comparar la herramienta
diagnostica utilizada actualmente en el pais con otras
usualmente empleadas en otros contextos (Tabla 3).

Esta comparacion es importante porque en Costa
Rica, al igual que en muchos paises, se lleva el registro
de la infeccion de F. hepatica en sus bovinos a través
de la inspeccion post-mortem de las visceras en los
mataderos y el decomiso de higados infectados con el
parasito. En este estudio, a diferencia de otras investi-
gaciones %%’ la inspeccion del higado resulto ser sen-
sible y concordante con lo encontrado al usar los otros
métodos.

La inspeccion post-mortem del liquido de la vesi-
cula biliar fue la técnica que present6 la mayor concor-
dancia con el decomiso de higados. Aunque la sensibi-
lidad obtenida en este caso fue menor a la reportada por
otros investigadores 2, se destaca su alta especificidad
y practicidad en comparacion con la busqueda de los
huevecillos en las heces, ya que su colecta y procesa-
miento es mas sencillo.

La observacion de huevecillos del parasito en las
heces del animal infectado reportd valores bajos de
sensibilidad que podrian aumentarse analizando mayor
cantidad de heces y efectuando analisis por triplica-
do *; sin embargo, ain solamente procesando 4 g de
una muestra, es altamente laboriosa en su montaje y
analisis 2. Con respecto a la prueba inmunologica que
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Tabla 3. Comparacion de métodos diagnoésticos de
F. hepatica y valores de sensibilidad, especificidad y
predictibilidad con respecto al método de referencia
(decomiso de higado).

total

método a comparar decomisos -

decomisado  no decom.
SE liquido VB
presencia huevecillos 7 1 8
ausencia huevecillos 3 452 455
total 10 453 463
sensibilidad (%) 70,0
especificidad (%) 99,8
valor predic. + (%) 87,5
valor predic. neg. (%) 99,3
Coproantigeno ELISA
muestras heces posit. 5 0 5
muestras heces negat. 5 453 458
total 10 453 463
sensibilidad (%) 50,0
especificidad (%) 100,0
valor predic. + (%) 100,0
valor predic. - (%) 98,9
SE de heces
presencia huevecillos 4 0 4
ausencia huevecillos 6 453 459
total 10 453 463
sensibilidad (%) 40,0
especificidad (%) 100,0
valor predic. + (%) 100,0
valor predic. - (%) 98,7

SE: sedimentacion estandar. VB: vesicula biliar. Valor pre-
dictivo: confianza del 95%.

detecta productos metabolicos liberados por el trema-
todo y expulsados en las heces ?, tiene como ventaja
ser rapida, facil y capaz de detectar antigenos en heces
antes del periodo prepatente ?; sin embargo, en este
estudio, la sensibilidad comparada con la inspeccion
macroscopica del higado fue de un 50%.

Otros estudios bajo condiciones experimentales de
infeccion controlada han reportado valores de sensibi-
lidad y especificidad de 94% y 100% *°, y de 94% y
93% ! al utilizarse en bovinos con infeccion natural.
Una particularidad aqui observada fue que de las 12
muestras positivas por al menos uno de los métodos,
6 muestras resultaron positivas por este método segin
el punto de corte estipulado por la casa comercial; sin
embargo, 3 muestras mas presentaron valores de absor-
bancia mayores al resto de las muestras negativas pero
ligeramente por debajo del punto de corte, y por ende
se reportaron como negativas. Estas 3 muestras fueron
positivas también por al menos otros dos métodos mas,
razon por la que no se sospecha de su positividad y se
cree que es posible que revalorando el punto de corte
de la prueba éstas hubiesen dado positivas. Resultados
similares fueron obtenidos en otras investigaciones 8.

Se concluye que la metodologia utilizada en los ma-
taderos clase A de Costa Rica para registrar la presen-

ciade F. hepatica es valida, y que esto puede responder
a la adecuada capacitacion técnica de los veterinarios
e inspectores intervinientes. Por otra parte, surge que
la fasciolosis debe considerarse como enfermedad prio-
ritaria en algunas regiones del pais y encararse el ras-
treo de fincas problema para controlarla, distribuyendo
adecuadamente los recursos y acciones para contener
y eliminar los riesgos potenciales a la salud humana y
animal, asi como reducir las pérdidas econdmicas aso-
ciadas con esta parasitosis.
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