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REPORTE FINAL DE ESTUDIO (RF)

1. Titulo
Evaluacién comparativa de la eficacia y residualidad de una nueva formulacion
en base a la combinacion de fipronil 10%/pyriproxyfen 10% vy fipronil 10% de
aplicacion epicutanea en el control de pulgas en caninos.

2. Namero de Ensayo
NN-2005

3. Tipo de Estudio
Estudio de Investigacion.

4. Objetivo General
Comparar la eficacia y residualidad de una nueva formulacion en base a la
combinacion de fipronil 10% y pyriproxyfen 10% con una férmula en base a
fipronil 10% en una nueva presentacion “ pipeta de aplicacion epicutanea” en el
control de pulgas en caninos, bajo condiciones de infestacion natural y artificial.

5. Investigador Principal
Amanda Chavez V. Médico Veterinario del Laboratorio de Parasitologia de la
FMV-UNMSM.
Eva Casas A. Médico Veterinario del Laboratorio de Parasitologia de la FMV-
UNMSM.

6. Sponsor
Agrovet Market S.A.
Direccion: Av. Canada 3792-3798 San Luis, Lima 30, Peru.
Teléfono: (51) (1) 435 2323

6.1. Equipo de Trabajo
Jose Tang Ploog — Sub Gerente de Investigacién y Desarrollo.

7. Lugar de Estudio
La evaluacion se realizé en el albergue canino “Apareom”, ubicado en Mz. C
Lote 01 en el primer sector de Angamos, distrito de Ventanilla, provincia
constitucional del Callao. Con una temperatura promedio de 21°C y una
humedad promedio de 78%.

8. Antecedentes y Justificacion
Las pulgas constituyen uno de los ectoparésitos de mayor frecuencia en las
mascotas domesticas; asi también lo demuestran dos estudios realizados en
Lima Metropolitana durante la estacion de verano de 1997 en 400 caninos
provenientes de diversos distritos del cono sur; donde se hallé que la prevalencia
de ectoparasitos fue de 85.5%, ocuparon el primer lugar las pulgas, con una
frecuencia de: Ctenocephalides felis 53.5%, Ctenocephalides canis 10%, Pulex
irritans 21.5% y Echidnophaga gallinacea 13,3% (Liberato, 1998). Otro estudio
realizado durante la estacion de verano de 1999 en 400 caninos de ambos
sexos, provenientes de los distritos del cono norte, se hallé una prevalencia de
ectoparasitos del 98.8%, y donde también las pulgas ocupaban los primeros
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lugares (89%), mostrando una frecuencia similar Ctenocephalides felis 1.8%, C.
canis 37.8%, Pulex irritans y Echidnophaga gallinacea 2.5% (Estares, 1999).

Las pulgas son insectos hematéfagos que ocasionan anemia e hipoproteinemia,
ya que la hembra puede succionar hasta 13.6 uyl de sangré&,alodque
equivale al 15% de su peso corporal. También puede ocasionar diversos
trastornos fisiopatolégicos que cursan con disminucion del apetito y un mal
aprovechamiento de los alimentos, debido a la irritacion causada por su
picadura; haciendo que el animal se muestre inquieto, se rasque y deje de
alimentarse adecuadamente y consecuentemente retraso en el crecimiento,
mostrando un pelo deslucido. Ademés se sabe que la pulga para alimentarse
perfora la piel del hospedero e inserta la punta de su epifaringe para extraer la
sangre de los capilares, introduciendo saliva con efecto anticoagulante,
generando un proceso alérgico en la mayoria de perros, en algunos gatos v el
hombre, lo cual se conoce como “Dermatitis Alérgica por Picadura de Pulga”
(DAPP). Por lo demas, es importante no olvidar que la pulga es hospedero
intermediario de otros parasitos como el Dipylidium caninum, Dipetalonema
reconditum y vector de Yersinia pestis (Leguia, 2002).

Las pulgas se desarrollan mediante metamorfosis completa desde huevo a
adulto a través de mudas, pasando por tres estadios larvales y uno de pupa. Las
pulgas hembras depositan huevos en 24-48 horas de la primera ingesta de
sangre continuando hasta mas alla de los 100 dias. La produccion diaria de
huevos oscila entre los 40 y 50; siendo la postura en toda su vida de 2000
huevos. Las larvas eclosionan luego de 2 a 21 dias; son blancas y con pelos, no
poseen patas ni ojos pero si mandibulas y dependen de la disponibilidad de
alimento, humedad relativa y otros factores ambientales. En el medio ambiente
se alimenta de sangre seca, heces de pulgas secas y cualquier materia organica
en descomposicion. Luego de dos mudas la larva de tercer estadio empieza a
construir su capullo llamado pupa (Leguia, 2002).

La etapa de pupa dura aproximadamente una semana. El nuevo adulto puede
permanecer en el capullo por algun tiempo; frente a condiciones adversas puede
esperar hasta un afio sin salir. La emergencia o salida del adulto ocurre en
respuesta al estimulo visual, la presion aplicada al capullo, la deteccion de calor
corporal del hospedero, vibraciones o la presencia de diéxido de carbono en la
respiracion del hospedero. Este ciclo es variable pudiendo demorar tan solo 12
dias como 174 dias dependiendo de las condiciones de humedad y temperatura
del ambiente; bajo las condiciones ambientales de Lima, en verano el ciclo se
contempla entre 3 a 5 semanas.

El aspecto méas importante de este ciclo es que las pulgas adultas solo estan en
el animal para alimentarse, representando solo un 5% de los estadios de la
pulga; es decir, que la poblacién restante de pulgas consiste en 50% huevos,
35% larvas y 10% pupas se hallan en el medio ambiente. Por lo tanto, es
necesaria la adopcion de programas de prevencion y control para eliminar las
pulgas adultas y sus demas estadios.

Dentro de los programas de tratamiento y control que se cuentan en el mercado
existen diferentes tipos de pulguicidas de diversos grupos quimicos, cuyo éxito
depende del tratamiento simultaneo del animal como del medio ambiente. Dentro
de ellos se tienen; los érgano fosforados, carbamatos, piretroides, lactonas
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macrociclicas y fenilpirazoles, los cuales funcionan interfiriendo con el
metabolismo energético o en el sistema nervioso de los insectos.

Del grupo de los de fenilpirazoles, se conoce al fipronil insecticida topico que
actla sobre las pulgas adultas. El cual estd emparentado en el modo de accién
con las ivermectinas, en el sentido que actia como blogueante de los canales
del ion cloro regulados por el GABA en las membranas de las células nerviosas.
Normalmente el flujo del cloro esta regulado por el receptor de GABA que
permite la apertura del canal, provocando la hiperpolarizacion de las células
nerviosas con la consecuente disminucién de su actividad, su bloqueo anula el
efecto neurotransmisor del GABA, inhibiendo el flujo intracelular de aquel ion
conduciendo a la muerte del parasito por hiperexcitacion (Blagburn y Lindsay;
2001). El 100% de las pulgas adultas mueren en las primeras 24 horas. Una vez
aplicado, las pulgas seguiran siendo eliminadas durante unos 3 meses y
después de las 48 horas a partir de su aplicacién el animal puede ser bafiado
todas las veces que se quiera, pues el ingrediente activo se encuentra ya
incorporado a las secreciones sebaceas del animal y su lavado no altera la
eficacia (Sousa, 2003).

Buscando nuevos enfoques para el control de insectos (pulgas), utilizando
drogas que interfieran con sus sistemas y que representen seguridad para los
vertebrados se han realizado diversos estudios, acerca de los procesos de
desarrollo y muda de los insectos.

Observandose, que estan controlados basicamente por dos Hormonas: la
Ecdisona u hormona de la muda y la Hormona Juvenil (JH). Por lo cual se han
desarrollado:

e Los inhibidores del desarrollo de los insectos (IDIs) (lufenurén) que interfieren
con la formacion de una nueva cuticula, ocasionando rompimiento o mal
formaciones durante la muda de los insectos. Los IDIs, son inhibidores de la
quitina que hacen que las larvas no puedan salir del huevo. La quitina es una
sustancia que se encuentra solamente en los artropodos y hongos. Los IDIs,
se administra oralmente a los animales de compafia una vez al mes,
depositandose en la grasa de los mismos. Es liberada lenta pero
constantemente desde los tejidos grasos a la sangre, permitiendo asi que
existan niveles séricos efectivos durante las semanas posteriores a su
administracion. La hembra de la pulga ingiere la sustancia al alimentarse del
hospedero, incorporandose de esta manera el producto a los huevos.

e Otro grupo involucrado lo constituyen; los reguladores del crecimiento de los
insectos (IGRs) -metopreno, fenoxicarb, pyriproxifen- que interfieren con los
procesos crecimiento y desarrollo de los insectos, simulando la hormona
juvenil que producen los estadios inmaduros. Cuando el huevo y la larva se
exponen a estas formulaciones, ni el primero eclosionard ni el segundo
pasara a pupa causandoles deformidades y la muerte. Al simulara la hormona
juvenil de insectos, los productos que las contienen seran especificas para
insectos e inocuas para el hombre y sus animales de compafiia. La hormona
juvenil, actla en conjunto con la B-ecdisona, promueve la retencién de las
caracteristicas inmaduras (juveniles) de la larva retrasando la metamorfosis
hasta que el desarrollo larval sea completo. Ocurriendo, la metamorfosis al
estado adulto, cuando la hormona juvenil desaparece de la circulacién. De
esta manera, el desarrollo normal de un insecto depende de un ajuste preciso
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de las concentraciones de hormona juvenil en cada etapa. En los insectos
pueden encontrarse varios analogos de la hormona juvenil; todos poseen una
estructura de &cido graso modificado. Una perturbacién en la relacién entre
concentracion hormonal y estadio de desarrollo, lleva a un desarrollo anormal.
La hormona juvenil y sus analogos sintéticos son medios promisorios, no
toxicos y ecolégicamente sensibles para combatir a los insectos los cuales
son muy dificiles que desarrollen resistencia (Blagburn y Lindsay., 2001,
Leguia, 2002; Sousa, 2003).

Ante las obvias ventajas y el periodo residual que esta mostrando este nuevo
grupo de drogas, la combinaciéon de las dos moléculas que se encuentran
revolucionando el control de pulgas y que actian en forma complementaria,
sobre los estadios adultos (fipronil) y frente a las formas preadultas (el
pyriproxyfen) (IGRs), estable a la luz ultravioleta y capaz de unirse al pelo y piel
del animal tratado, se contempla como una gran alternativa comercial.

Ambos productos se vienen aplicando en forma de aspersion, sin embargo el
uso de pipetas, resultaria ser de mas facil aplicacion y con obvias ventajas con
relacién a los otros métodos de aplicacion, como son los bafios de inmersion,
aspersion o inyectables haciendo posible el establecimiento de programas de
control mas practicos, efectivos y basados en criterios epidemiol6gicos y sobre
todo por su inocuidad en los animales, en el hombre y en el medio ambiente.

9. Fecha de Estudio y duracién
El presente estudio se llevo a cabo entre los meses de Julio a Octubre del afio
2005 y tuvo una duracion total de 3 meses.

10. Materiales y Métodos

10.1. Disefio experimental
Mediante un disefio randomizado, caninos con una infestacion moderada de

pulgas (promedio: 132) se distribuyeron en cuatro grupos de animales. Cada
grupo tratado se mantuvo en sus respectivos corrales (aprox. 30 m2), que a su
vez contaban con un area comun de tierra para sus ejercicios y juegos. El grupo
control (no tratado) estuvo en un area de 500 m2. Adicionalmente, se contd con
un quinto grupo, formado por caninos con alta infestacién de pulgas (promedio:
285), que estuvieron en un corral sin &rea comun de ejercicios y juegos.

La distribucién de los grupos con carga moderada de pulgas fue:

-Grupo A: Controles no tratados.

-Grupo B: Tratados con una solucién comercial (Fipronex Duo Drop on ®),
compuesta por fipronil 10% y pyriproxyfen 10%.

-Grupo C: Tratados con una solucibn comercial (Fipronex Drop on ®),
compuesta por fipronil 10%.

-Grupo D: Tratados con una solucion comercial (FrontLine Top spot ®),
compuesta por fipronil 10%.

La distribucion de los grupos con carga alta de pulgas fue:

-Grupo E: Tratados con (Fipronex Duo Drop on ®), compuesta por fipronil 10% y
pyriproxyfen 10%.

Adaptado de Guia VICH GL9 — FDA SSA - F14 V02
03.07.12



AGROVETMARKET S.A.

) Animal health
Area de Investigacion y Desarrollo

agrevetma,rket Investigacion en Salud Animal
animalhealth Av. Canadd 3792 San Luis. Telf. 4352323 anexos 130 / 124 Fax. 4351833

10.2. Tamafio de muestra
Se trabaj6 con un total de 50 animales.

10.3. Seleccién de animales e identificacion
Para la evaluacion, se seleccionaron 50 caninos de edades y tamafios similares,

infestados naturalmente con pulgas (Ctenocephalides felis, Ct. canis y Pulex
irritans). Al examen clinico se determind la ocurrencia en algunos caninos con
alopecia, lesiones de dermatitis alérgica por picaduras de pulgas (DAPP) y
acarosis.

10.4. Manejo de los animales experimentales
Los animales en cuestion fueron alimentados con una dieta a base de alimento

casero y se les proporcioné agua ad libitum para su consumo.

10.5. Disposicion final de animales
Luego del estudio los animales siguieron con su vida normal en el albergue.

10.6. Tratamiento
-Grupo A: Controles no tratados.

- Grupo B: Tratados con una solucion comercial de fipronil 10% y pyriproxyfen
10% (Fipronex Duo Drop on ®).

-Grupo C: Tratados con una solucién comercial de fipronil 10% (Fipronex Drop
on ®).

-Grupo D: Tratados con una solucion comercial de fipronil 10% (FrontLine Top
spot ®).

-Grupo E: Tratados con una solucion comercial de fipronil 10% y pyriproxyfen
10% (Fipronex Duo Drop on®).

En todos los tratamientos se utilizé una Unica dosificacion, segun el peso vivo del
animal.

Hasta 10 kpv : una pipeta de 0.67 ml

De 11 a 20 kpv : una pipeta de 1.34 ml

e De 21 a 40 kpv : una pipeta de 2.68 ml

De 41 a 60 kpv : una pipeta de 4.02 ml

Los farmacos empleados fueron transportados, almacenados y administrados
siguiendo las indicaciones de sus respectivas casas productoras.

10.7. Procedimientos de estudio
Determinacion de la infestacion y eficacia de los tratamientos en los

caninos

El procedimiento para evaluar las pulgas presentes en cada uno de los grupos
se realizé mediante el método del peine fino. Para esto, se colocé a cada canino
dentro de una caja semiabierta y con fondo blanco, espolvoreandole
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metilcarbamato sobre el cuerpo, por tiempo de un minuto. De alli se procedi6 a
colectar las pulgas obtenidas con el peine fino, asi como las que caian en la caja
durante el manejo. Se cont6 la totalidad de pulgas presentes en 5 animales por
cada grupo del experimento.

La evaluacion de las pulgas presentes en el medio ambiente se realiz6 mediante
el recuento de todas las pulgas que pasaban sobre un papel blanco de 20 x 30
cm por espacio de 60 segundos. El papel se colocé en la parte central de cada
canil y cerca de las camas de los animales.

Infestacién artificial y natural

Los animales fueron expuestos a reinfestaciones artificiales para determinar el
poder residual del producto. Para esto, se les colocé semanalmente y hasta la
cuarta semana cerca de 30 pulgas por animal. Adema4s, se esparcieron pulgas y
sus huevos dentro de cada canil.

Los animales tratados de los grupos B, C y D, fueron llevados semanalmente al
area comun para que se reinfesten en forma natural, ya que esa area era
frecuentada por los caninos del grupo control.

El grupo control permanecié junto con los demas caninos no tratados del
albergue en el area libre (500 m2), donde se recibia periédicamente caninos
provenientes de la calle. Estos animales llegaban con infestaciones de pulgas de
diverso grado. Asi mismo, se observé la presencia de gatos que deambulaban
por el lugar. Esta situacion permitia que los caninos estuvieran constantemente
expuestos a reinfestaciones naturales.

Eficacia

Se determind el porcentaje promedio de pulgas vivas, tanto individualmente
como en forma colectiva. Ademas, se evalud la eficacia del tratamiento mediante
la siguiente férmula:

Eficacia = PPI — PPF 100%
ficacia = p] X ()
Donde: PPI= Poblacion inicial de pulgas

PPF= Poblacion final de pulgas

10.8. Métodos estadisticos
Se utilizé estadistica descriptiva para presentar los datos obtenidos.

11. Resultados
El Cuadro 1 muestra el porcentaje promedio de pulgas vivas en los grupos
experimentales, dos de ellos tratados por pipeta via epicutdnea con la
combinacién de fipronil/pyriproxyfen (Fipronex Duo drop on ®), y los otros dos
con fipronil 10% (Fipronex drop on ®; FrontLine Top spot ®), donde se observa
qgue la carga inicial promedio vari6 de 110 a 285 pulgas vivas por grupo de
evaluacion. A partir de los 7 dias post tratamiento se observo que casi todos los
grupos evaluados sufrieron una reduccién abrupta en el numero de pulgas hasta
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llegar a 1 6 2 pulgas, a excepcion del grupo FrontLine, Top spot, el cual
presentaba 26 pulgas, similar a lo observado en el grupo control. No obstante,
en las siguientes semanas, todos los grupos mantuvieron un nulo o bajo
promedio de pulgas.

Cuadro 1. Porcentaje promedio de pulgas vivas en 10 caninos tratados via
epicutanea (pipeta) con la combinacién de fipronil/pyriproxyfen; fipronil y
en el grupo control (no tratado), durante un periodo de 97 dias de
evaluacioén. Ventanilla, julio-octubre, 2005.

0 133 118 110 167 285
25 1 2 26 2
14 5 1 1 1 0
21 21 2 1 5 1
28 15 4 0 3 1
35 22 2 0 4 1
42 20 1 0 2 1
49 9 0 0 2 0
56 5 0 0 2 1
63 21 0 0 2 1
70 0 0 0 0 1
77 2 0 0 2 0
84 0 0 0 0 0
91 0 0 0 0 0
97 1 0 0 0 0

a = Moderada infestacion de pulgas
b = Alta infestacién de pulgas

El grupo Fipronex Drop on ® presenta una eficacia del 98.2% a los 7 dias post
tratamiento y de 100% a partir de los 28 dias post tratamiento hasta el final de la
evaluacion (Cuadro 2). Los resultados observados en los animales tratados con
FrontLine Top spot indican que en la primera semana posterior al tratamiento
solo se alcanza una efectividad del 84.4%, pero esta se incrementa hasta
alcanzar el 100% en el dia 84 post tratamiento, para mantenerse asi hasta el
final de la observacion.

El Fipronex Duo Drop on ®, administrada en animales con infestacion moderada,
mostré una eficacia que varié de 96.6 al 99.1% dentro de los primeros 42 dias
post tratamiento, siendo del 100% en etapas posteriores. En el caso de caninos
con alta infestacion de pulgas, la eficacia estuvo en niveles de 99.3 a 100%
dentro de los primeros 70 dias post tratamiento, subiendo al 100% hasta el
término de la evaluacion. Se debe resaltar que este grupo tuvo una carga inicial
de 285 pulgas por animal y que se hallaba en un corral donde el recuento de
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pulgas en el medio ambiente era muy elevado (11 pulgas promedio por minuto) y
gue incluso se podian observar en la ropa del personal que realizaba la
evaluacion, mientras que en los demds corrales no se registraron pulgas en el
medio ambiente o de solo una pulga por corral en dos corrales. Sin embargo, las
pulgas no volvieron a ser observadas en ninguno de los corrales evaluados a
partir del dia 49 post tratamiento.

Cuadro 2. Porcentaje promedio de la eficacia de una combinacion de fipronil/pyriproxyfen
y fipronil, epicutanea en el control de pulgas en 10 perros tratados
durante 97 dias posteriores al tratamiento.
Ventanilla, julio-octubre, 2005

0-7 99.1 98.2 84.4 99.3
0-14 99.1 99.0 99.4 100.0
0-21 98.3 99.0 97.0 99.6
0-28 96.6 100.0 98.2 99.6
0-35 98.3 100.0 97.6 99.6
0-42 99.1 100.0 98.8 99.6
0-49 100.0 100.0 98.8 100.0
0-56 100.0 100.0 98.8 99.6
0-63 100.0 100.0 98.8 99.6
0-70 100.0 100.0 100.0 99.6
0-77 100.0 100.0 98.8 100.0
0-84 100.0 100.0 100.0 100.0
0-91 100.0 100.0 100.0 100.0
0-97 100.0 100.0 100.0 100.0

a = Moderada infestacion de pulgas
b = Alta infestacién de pulgas

Una observacion que llamo la atencion fue la reduccion de la carga de pulgas
presentes en el grupo control a partir del dia 70 del inicio de la evaluacion (98 al
100%) toda vez que estos animales no recibieron tratamiento contra las pulgas.
Este efecto se podria explicar por el hecho de que el area ocupada por el grupo
control estaba ubicaba en forma anexa a los corrales de los caninos tratados;
siendo probable que tanto pelos y descamaciones cutaneas pueden haber sido
arrastrados al area del grupo control, ademas que los perros tratados eran
llevados semanalmente a un &rea comuan que también era utilizado por el grupo
control. Estudios realizados en pelos de animales impregnados con diferentes
dosis de pyriproxyfen demostraron que, aun en pequefias dosis, tiene efecto
ovicida en las hembras expuestas a esos pelos (Stanneck et al., 2002; Rust y
Dryden, 1997). Se conoce también que dentro de la biologia de la pulga, sus
larvas se alimentan de sangre seca, heces de pulgas ricas en sangre y de
cualquier materia organica en descomposicion -heces, pelos, etc.- (Leguia,
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2002). Esto hace suponer que la combinacién firponil/pyriproxyfen se queda
impregnada en los pelos, descamaciones de los animales tratados Yy
probablemente en las heces de pulgas tratadas, y estos residuos podrian actuar
controlando la poblacién de pulgas inmaduras existentes en el medio ambiente;
repercutiendo de esta manera en la reduccion de la carga de pulgas en el grupo
control.

Pocos trabajos de campo demuestran una combinacién de productos que actian
tanto contra las formas adultas como las inmaduras de la pulga. Asi,
recientemente se ha evaluado la combinacion fipronil 0.25% vy pyriproxyfen
0.25%, via aspersion, encontrando una efectividad del 98 al 100% con un efecto
residual de hasta 120 dias post tratamiento (Chavez y Casas, 2004). Otras
evaluaciones de ambos grupos quimicos han sido realizados en forma
independiente para el control de pulgas, ya sea sobre el animal o en aplicacién
sobre el medio ambiente como ocurre con el pyriproxyfen en aerosol el cual
alcanz6 un efecto residual de hasta 7 meses (Hinckle et al., 1995), mientras el
periodo residual reportado para el caso de aplicacion del Fipronil en caninos ha
sido de 90 dias (Dryden et al., 2000). Por otro lado, Kawada y Hirano (1996)
encontraron que se puede controlar larvas de pulgas hasta por 12 meses si se
aplica pyriproxyfen sobre el ambiente a dosis de 1 mg y 0.2. mg/m2 y hasta 3
meses cuando se usa la proporcién de 0.04 mg/ m2.

12. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran que las combinaciones de
fipronil/pyriproxyfen en pipeta Drop on, en infestacion alta y moderada de pulgas
desde los 7 a 97 dias post tratamiento, mostraron una eficacia del 99.3 al 100%
y del 96.6 al 100%, respectivamente; mientras que en los grupos tratados con
solo fipronil la eficacia observada vari6 desde 84 al 100%. El efecto residual
mostrado por la combinacion fipronil/pyriproxyfen Drop on al controlar la
poblacién de pulgas inmaduras existentes en el medio ambiente, repercutié en la
reduccién de la carga de pulgas del grupo control, donde la poblacién de pulgas
se redujo sin tratamiento alguno, hasta un 99% a los 97 dias de observacion.
Esto permite deducir que los grupos tratados Unicamente con fipronil 10% se
habrian beneficiado también por este efecto.
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