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RESUMEN

La investigacion se llevd a cabo en el galpén de cuyes de la Facultad de
Ciencias Veterinarias y el Laboratorio de Parasitologia Veterinaria, de la
Universidad Nacional de Cajamarca, entre los meses de setiembre a
noviembre del afio dos mil diecisiete, con el objetivo de determinar la eficacia
de Closantel 10% en el control de Fasciola hepatica en conejos mediante la
técnica de sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel comparada a
la necropsia. Se utiliz6 20 conejos criollos, entre cuatro a seis meses de
edad, diferente sexo, positivos a F. hepatica, alimentados con concentrado
mas zanahoria y panca de choclo, crianza individual en cautiverio, sin
medicacion antiparasitaria por 60 dias. Se formé dos grupos de animales
homogéneos mediante el hpg, diez formaron el grupo control (no
dosificados) y diez el grupo tratados con Closantel. La dosis terapéutica fue
de 20 mg/kg pv via oral. Las heces fueron obtenidas individualmente de
cada conejo en aproximadamente 100 g, en el dia cero (pre dosificacion) y
en el dia 15 post dosificacion; el peso vivo fue calculado con una balanza
digital. En los resultados se determind que la eficacia del Closantel 10% en
dosis de 20 mg/kg pv mediante la técnica de sedimentacion natural
modificada por Rojas y Torrel fue de 99,83% y mediante la necropsia resultd
el 100%. Se concluye que la eficacia del Closantel en el control de F.
hepatica en conejos fue muy alta y que al ser comparadas ambas pruebas
de diagndstico en la eficacia del Closantel en conejos resultaron ser iguales
estadisticamente.

Palabras clave: Fasciola, conejo, Closantel, eficacia.



ABSTRACT

The research was carried out in the shed of guinea pigs of the Faculty of
Veterinary Sciences and the Laboratory of Veterinary Parasitology, of the
National University of Cajamarca, between the months of September to
November of the year two thousand and seventeen, in order to determine the
efficacy of Closantel 10% in the control of Fasciola hepatica in rabbits using
the natural sedimentation technique modified by Rojas and Torrel compared
to necropsy. Twenty Creole rabbits were used, between four to six months of
age, different sex, positive to F. hepatica, fed with concentrate plus carrot
and corn husk, individual breeding in captivity, without antiparasitic
medication for 60 days. Two groups of homogeneous animals were formed
by the epg, ten formed the control group (not dosed) and ten the group
treated with Closantel. The therapeutic dose was 20mg / kg pv orally. The
faeces were obtained individually from each rabbit in approximately 100g, on
day zero (pre-dosing) and on day 15 after dosing; the live weight was
calculated with a digital scale. In the results it was determined that the
efficacy of Closantel 10% in a dose of 20 mg / kgpv by means of the natural
sedimentation technique modified by Rojas and Torrel was 99.83% and by
necropsy it was 100%. It is concluded that the efficacy of Closantel in the
control of F. hepatica in rabbits was very high and that when both diagnostic
tests were compared in the efficacy of Closantel in rabbits, they were
statistically equal.

Key words: Fasciola, rabbit, Closantel, efficacy.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El conejo es un herbivoro capaz de aprovechar los forrajes, se distingue de
los demas mamiferos domésticos por su gran capacidad de transformacion
alimentaria. Su carne comparada con la de otras especies animales, es mas
rica en proteinas, en determinadas vitaminas y minerales y de un bajo
contenido graso, pero de una alta proporcion de acidos grasos esenciales
poliinsaturados (linoléico y linolénico). Sin embargo, las enfermedades
parasitarias entre las que puede ser mortal destaca la fasciolosis (Lebas et
al., 1996).

La Fasciolosis afecta a gran cantidad de animales herbivoros y omnivoros y

ocasionalmente al hombre (Olaechea, 2004).

En el valle de Cajamarca, la prevalencia de fasciolosis bovina en el ganado
de produccion lechera, oscila entre 43% + 5%, determinada mediante
diagndstico coproparasitolégico (Torrel et al., 2015), y mediante necropsia en
bovinos beneficiados en el Camal Municipal Provincial de Cajamarca, se
determind una frecuencia de 77,5% (Rojas et al., 2016). En conejos en la
campifia de Cajamarca, se estimd una incidencia de 46,89% mediante la

técnica de sedimentacion (Cusma, 1982).

Frente a este problema de la fasciolosis, los ganaderos en el valle de
Cajamarca dosifican con fasciolicidas como Unica alternativa de control, pero

sin conocer su eficacia.

De los métodos in vivo para determinar la eficacia antihelmintica, la prueba
de eleccidn es la prueba coprolégica utilizando la técnica de sedimentacion,

por ser econdmica, practica y no necesitar de un equipamiento sofisticado
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(Coles et al., 1992). Sin embargo, muestra como punto débil la falta de
fortaleza estadistica para contrarrestar ciertos desbalances debidos,
fundamentalmente, al numero de la muestra, la variabilidad de la infeccion
estimada a través huevos por gramo de heces (Suarez, 1997). En tanto que
el método in vivo mas confiable es la prueba de eficacia controlada o prueba
por necropsia, pero presenta dificultades por su alto costo al sacrificar
animales (Suarez, 1997, Cristel y Suarez, 2005).

En una investigacion se evalud la eficacia del Triclabendazol 10% mediante
la prueba coprolégica (sedimentacion) en bovinos positivos a Fasciola
hepatica con infeccién natural y mediante la prueba por necropsia en ovinos
positivos a F. hepatica con infeccidbn experimental con metacercarias
provenientes de los bovinos positivos con infeccion natural antes indicados.
En sus resultados obtuvieron una eficacia de 31,05% en la prueba
coprolégica en bovinos y 25,2% mediante necropsia en ovinos; ambos
experimentos se evaluaron en el dia 14 post dosificacion, la dosis utilizada
fue de 12 mg/kg pv en bovinos y de 10 mg/kg pv en ovinos (Ortiz, et al.,
2013). Como se puede apreciar en esta investigacion, existe una diferencia
numerica en la eficacia entre ambas pruebas, pero, esta comparacion no se

demostré en la misma especie animal.

En la presente investigacion, se evaluo la prueba coprologica haciendo uso
de la técnica de sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel y
mediante la prueba por necropsia, respectivamente; para determinar la

eficacia del Closantel 10% en conejos a dosis de 20 mg/kg pv.



1.1 OBJETIVO

Determinar la eficacia del Closantel 10% en dosis de 20 mg/kg pv en
conejos, frente a Fasciola hepatica mediante la técnica de sedimentacion
natural modificada por Rojas y Torrel (prueba coproldgica), comparado a

la necropsia.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En Perd, Cajamarca, (Ortiz et al., 2013) evaluaron la eficacia del
Triclabendazol 10% mediante la prueba coproldgica (sedimentacion) en
bovinos positivos a Fasciola hepatica con infeccion natural y mediante la
prueba por necropsia en ovinos positivos a F. hepatica con infeccion
experimental con metacercarias provenientes de los bovinos positivos
con infeccion natural antes indicados. Obtuvieron una eficacia de
31,05% en la prueba coprolégica en bovinos y una eficacia de 25,2%
mediante necropsia en ovinos; ambos experimentos se evaluaron en el
dia 14 post dosificacion, la dosis utilizada fue de 12mg/kg pv en bovinos
y de 10 mg/kg pv en ovinos.

Respecto a evaluacion del Closantel frente a F. hepatica en conejos, no

se cuenta con la informacion.

2.2 BASE TEORICA
2.2.1 FASCIOLOSIS
Definicion

La Fasciolosis es una enfermedad parasitaria que causa un
proceso cronico produciendo trastornos digestivos y de la
nutricion. El trematodo se localiza en el parénquima y conductos

biliares de bovinos, ovinos, caprinos, cerdos, equinos, conejos,
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venados, hombre y otros animales silvestres (Cordero et al., 1999;
Adams, 2003 ; Quiroz, 2003).

Etiologia

La fasciolosis es causada por Fasciola hepatica, trematodo de
cuerpo ancho y aplanado dorsoventralmente, mide 18-51mm x 4-
13mm. Tiene dos ventosas muy cercanas, la ventral es mas
grande que la oral. EIl tegumento esta cubierto por numerosas
espinas dirigidas hacia atras (Soulsby, 1987; Quiroz, 2003;
Cordero et al.,1999).

La resistencia natural de los hospedadores definitivos frente a la
infeccién es variable, éstos se clasifican en tres grupos: En el
primer grupo se encuentran los mas resistentes como el cerdo,
jabali, perro, gato; estos reaccionan rapidamente frente al
parasito, evitando su desarrollo; en el segundo grupo estan los
bovinos, los équidos y el hombre que reaccionan con retraso ante
el proceso ya implantado en el higado; y en el tercer grupo se
encuentran los mamiferos mas débiles como los ovinos, caprinos
y logomorfos (conejos), en los que existe alta productividad
parasitaria y una marcada patogenicidad (Cordero et al.,1999).

Clasificacion Taxondmica
Referido por (Soulsby, 1987):

Phylum: Platyhelminthes,
Clase: Trematoda,

Sub clase: Digenea,
Familia: Fasciolidae,
Género:  Fasciola,

Especie: hepatica



Ciclo biolégico

Los huevos producidos por las fasciolas adultas localizadas en los
conductos biliares pasan al duodeno con la bilis y salen del
huésped con las heces. Los huevos son elipsoidales,
operculados, amarillos y grandes, lleno de granulos finos y su
nacleo descentralizado; miden de 130 a 150 por 63 a 90 micras;
su céscara es relativamente delgada (Ueno y Gongalves, 1998;
Cordero et al., 1999; Urquhart et al., 2001; Quiroz, 2003).

Para que los huevos desarrollen es necesario un medio hidrico
como charcos, potreros inundables, canales de curso lento; etc. y
preferentemente estar fuera de las heces (Cordero et al., 1999;
Urquhart et al., 2001). EI tiempo de desarrollo y nacimiento del
miracidio depende en gran parte de la temperatura, a 26°C
eclosionan en nueve dias, abandona el huevo por el opérculo,
para su posterior desarrollo es necesario un huésped
intermediario debido a que no puede sobrevivir mas de 24 horas
en vida libre. La accion fototropica pasiva de la mancha ocular
atrae al miracidio a la superficie del agua; nada hasta que llega a

un caracol Lymnaea (Quiroz, 2003).

Los miracidios pierden los cilios cuando se introducen en el
caracol Lymnaea y se transforman en esporocistos. A los 15 dias
ya existe una generacion de redias, éstas se alimentan de los
tejidos del hepatopancreas. Las redias dan lugar a las cercarias
generalmente entre 8 a 10 semanas. Las cercarias se enquistan
sobre hierbas y plantas acuaticas o también en el agua, pierden la
cola y se rodean de una cubierta resistente. Esta fase, se
denomina metacercaria, que es la forma infectiva para los

hospedadores definitivos (Cordero et al., 1999).

Los vacunos se infectan durante el pastoreo, incluso en

estabulacion, mediante el agua de bebida o por la ingesta de
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henos o ensilados mal realizados. El desenquistamiento de la
metacercaria ocurre en dos fases: La primera fase o de activacion
se da en el rumen y es activada por una alta concentracion de
diéxido de carbono, ambiente reductor y temperatura de 39°C.
La segunda fase o emergencia se desarrolla en el intestino
delgado, por debajo de la desembocadura del conducto colédoco
y es desencadenada por la bilis y el propio parasito. Tras el
desenquistamiento las fasciolas jovenes atraviesan la pared
intestinal, pasan a la cavidad peritoneal y desde alli alcanzan el
higado. A las 90 horas comienzan la penetracion de la capsula de
Glisson, en este momento, miden de 1 a 2 mm. Luego emigra por
el parénquima hepéatico asentandose finalmente en los conductos
biliares a partir de los 40 dias, donde alcanzan la madurez

sexual (Cordero et al., 1999).

Algunas fasciolas se fecundan a si mismas, transfiriendo el cirro
los espermatozoides del vaso deferente a la abertura genital de
los organos femeninos del mismo individuo (autofecundacion).
Otras practican la fecundacion cruzada, insertandose el cirro de
un individuo dentro de la abertura genital del otro (Lapage, 1971).
Los primeros huevos aparecen en las heces del hospedador a
partir de 55 dias post infeccion (Cordero et al., 1999). En conejos,
56 dias post infeccion experimental con metacercarias (Quispe,
2000).

Epidemiologia

La fasciolosis es una enfermedad ampliamente distribuida en el
mundo. Su frecuencia varia de una region a otra y entre los
animales de un mismo rebafio segun la edad (Quiroz, 2003). Sin
embargo, los huevos inhiben su desarrollo por debajo de 10°C y
por encima de 30°C y mueren cuando su humedad superficial
desaparece (Nari y Fiel, 1995).
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En un area determinada, para que se establezca la enfermedad,
es necesaria la coincidencia del huésped intermediario y del
definitivo, con temperaturas (mayores de 10°C) y humedad
adecuadas para el desarrollo del miracidio y de los estadios
larvales en el caracol. En manejos extensivos, debido a las
caracteristicas topograficas, se pueden identificar los ambientes
en los potreros donde se dan las condiciones favorables para el
desarrollo del caracol y donde puede haber gran disponibilidad de

metacercarias (Fiel, 2005).
Patogenia y sintomas clinicos

La Fasciolosis hepética aguda y crénica estd producida por
diferentes estadios de Fasciola hepatica en el higado. La forma
aguda se puede presentar de 5-6 semanas post infeccion por la
ingesta de gran cantidad de metacercarias ocurriendo una
invasion rapida de fasciolas jovenes en el higado; lo cual ocasiona
una destruccion del parénquima hepatico que da lugar a una
insuficiencia hepética aguda, hepatitis traumatica hemorragica
aguda, hemorragia de la cavidad peritoneal, presencia de
exudado serofibrinoso y disminucion en la sintesis de albumina.
Las fasciolas inmaduras se alimentan de tejido hepatico pero
accidentalmente pueden ingerir una pequeia cantidad de sangre
lo que produce una anemia durante las 4 a 5 semanas de
infestacion (Quiroz, 2003).

La fasciolosis cronica se desarrolla lentamente debida a la
actividad de las fasciolas adultas en los conductos biliares, estas
producen colangitis hiperplastica, obstruccion biliar, destruccién
del tejido hepatico, fibrosis hepatica y anemia (Quiroz, 2003). La
presencia de pocas fasciolas exclusivamente en los conductos
biliares, no provoca una manifestacion importante, pero las
infestaciones masivas causan enfermedades que son

particularmente graves en los animales jévenes, pudiendo morir
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repentinamente por dafio hepatico o por invasion secundaria
clostridial. Si el animal sobrevive a las lesiones, la regeneracion
de higado se produce con produccion de tejido fibroso nuevo, con
distorsion del 6rgano por las multiples cicatrices. En este estado
puede aparecer anemia, debilidad, emaciacion y edemas
(submandibular, cuello, pecho y abdomen) (Fiel, 2005).

A la necropsia, los hallazgos son dependientes del numero de
parasitos y del tiempo de infeccion. Se pueden apreciar las
marcas de perforacién hepatica, inflamacion y focos hemorragicos
que muestran un cuadro de hepatitis aguda en infestaciones
recientes. En casos cronicos, los animales estan anémicos o
caquécticos, hay colecciones serosas en peritoneo y marcado
engrosamiento de los conductos biliares del higado con

alteraciones cirroticas (Fiel, 2005).
Diagndstico

El diagndstico se puede realizar por observacion de la
sintomatologia, la utilizacion de técnicas especificas
(biopatoldgicas, parasitolégicas e inmunoldgicas) y los hallazgos
de necropsia (Cordero et al., 1999). La técnica mas utilizada es la
parasitologica, utilizando el método de sedimentacion, haciendo
el recuento de huevos en la materia fecal (Nari y Fiel, 1995;
Kassai, 2002). Los métodos de sedimentacién se basan en la
mayor densidad de los huevos de los trematodos que los detritus
que se hallan en las heces, lo que permite concentrarlos en el
sedimento tras repetidos lavados. La adicion de un colorante de
contraste al sedimento permite destacar el color amarillo dorado
de los huevos (Cordero et al., 1999). La técnica de sedimentacion
natural modificada por Rojas y Torrel en bovinos tiene una
sensibilidad de 93%, especificidad de 91% (Rojas et al, 2013).
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Control

La erradicacion de F. hepatica de un establecimiento es
inalcanzable. Pero si es posible lograr un control de las
poblaciones de parasitos. Los programas de control ademas de la
utilizacion de drogas antihelminticas, esta basado en el manejo
como medidas complementarias, destinadas a prever o limitar el
contacto entre el parasito y su huésped definitivo o intermediario.
Una estrategia integral de control debe tender a reducir el nUmero
de F. hepatica en el huésped definitivo, para disminuir la
contaminacion de los caracoles y evitar la coincidencia huésped-

pardsito utilizando medidas de manejo (Nari y Fiel, 1995).

La forma méas importante y generalizada de profilaxis en todo el
mundo es la aplicacion estratégica de fasciolicidas que eliminan
los parasitos de los animales infectados y que también contribuye
a la reduccion de la contaminacion de los pastos. El drenaje de
las zonas encharcadas donde existen caracoles Lymnea puede
ser el método mas eficaz a largo plazo. La construccién de
bebederos adecuados alejaria a los animales de las zonas
hamedas. La rotacion de pastos o de hospedadores con el fin de

reducir el riesgo de infeccion (Cordero et al., 1999).
Tratamiento

El tratamiento para la fasciolosis hepatica tiene el objetivo de
destruir a las fasciolas inmaduras en migracion y a las fasciolas
adultas que se localizan en los conductos biliares. Para este fin
hay distintos productos como Clorsulén, Closantel, Nitroxinil,

Triclabendazol, Rafoxanide entre otros (Merck et al., 1988).
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2.2.2 CLOSANTEL

Descripcion

Su férmula quimica es: N-[5-cloro-4-[(4-clorofenil)cianometil]-2-
metilfenil]-2-hidroxi-3,5-diyodobenzamida (Adams, 2003).

Farmacocinética

El Closantel, se une en gran proporcion al 99% a las proteinas
del plasma, principalmente a la albumina, y tiene una prolongada
vida media terminal de 14,5 dias. Este perfil de persistencia se
cree que aumenta la eficacia contra Fasciola hepatica cuando las
formas recién maduras entran en el conducto biliar. El farmaco es
excretado principalmente 80% en las heces y menos del 0,5% en
la orina (Adams, 2003).

Farmacodinamica

El farmaco dafia el tegumento del parasito, causando erosiones
en las fasciolas adultas (Sumano y Ocampo, 2006). Bloquea las
rutas energéticas, en especial por desacoplar la fosforilacion
oxidativa por aumentar la permeabilidad de las mitocondrias de
los parasitos (Adams, 2003), causando graves trastornos en el
metabolismo del parasito, que muere en uno o dos dias. En las
fasciolas sobrevivientes maduras o inmaduras produce un efecto
atréfico que imposibilita sus funciones de crecimiento vy

reproduccion (Sumano y Ocampo, 2006).

Indicaciones y eficacia

El Closantel, es principalmente un trematocida para las ovejas y el
ganado vacuno. Su eficacia es de 100% contra las fasciolas
adultas con un sola dosis de 10 mg/kg pv por via oral y contra las
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inmaduras el 85% de eficacia (Sumano y Ocampo, 2006; Adams,
2003).

Dosificacion

En bovinos: 10 mg/kg pv por via oral (Sumano y Ocampo, 2006).
En conejos es de 20 mg/kg pv, via oral (Sumano y Ocampo, 2006;
Basso et al., 1987; Adams, 2003).

Toxicidad

En dosis cinco veces mayor que la terapéutica se observan
signos de toxicosis (Sumano y Ocampo, 2006). No afecta los
parametros reproductivos, puede administrarse a hembras en
cualquier etapa de gestacion y en animales muy debilitados
(Sumano, 1996; Adamas, 2003; Sumano y Ocampo, 2006).

Periodo de retiro

El periodo minimo de retiro es de 30 dias entre la ultima
administracion, tanto para el consumo de leche y carne (Sumano,
1996).

PRUEBAS DE DIAGNOSTICO PARA EVALUAR EFICACIA DE
Fasciola hepatica EN BOVINOS, referido por (Ueno vy
Goncalves, 1998):

Prueba coprolodgica

Para realizar esta prueba en Fasciola hepatica en bovinos se
recomienda usar entre 15-20 animales de un area contaminada
para la aplicacion del antihelmintico y el mismo numero como

grupo control. La seleccion de los animales debe ser aquellos
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que tienen mayor numero de huevos por gramo de heces (hpg),
determinados por los métodos de sedimentacion.

Siete dias antes o el mismo dia de la administracion del
antihelmintico, hacer un hpg, tanto del grupo a tratar como al
grupo control. Cuatro o cinco semanas post dosificacion, realizar

un nuevo hpg.

La evaluacion de la prueba coproldgica es determinada por la
comparacion del nimero de huevos encontrados en las heces de
los animales tratados, antes de la aplicaciéon antihelmintica y

después de cuatro semanas de la dosificacion.

Prueba de necropsia

Para la comprobacion de eficacia de un antihelmintico contra la
fasciolosis se usa la técnica de necropsia, ya que sus resultados
son MAas seguros, pero siempre debe tenerse en cuenta una alta
infeccion artificial a los animales con metacercarias de Fasciola en

igual niumero y los animales deben tener edades semejantes.

En el caso de fasciolosis bovina se necesita como minimo un
grupo de 6 animales tratados con antihelmintico y un grupo de 6
animales grupo no tratado (control), todos los animales sometidos
a las mismas condiciones de manejo y alimentacion. Los animales
deben colocarse en un lugar que garantice la no contaminacion

con el trematodo.

Después de aproximadamente 60 dias post infeccibn con
metacercarias de F. hepatica, comienzan aparecer los huevos de
adultos. Siete a diez dias después, se aplica el antihelmintico a
los animales del grupo a tratar, previamente debe de registrarse el

hpg pre dosificacion.
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Entre 5-7 dias pos dosificacion, realizar el hpg diariamente hasta
un dia de la necropsia. Este control coprolégico tiene la finalidad

de observar la fluctuacion de la produccion de huevos.

Luego, hacer la necropsia para detectar los parasitos que pueden
encontrarse en el higado. Esto se hace para comprobar la accion
antihelmintica sobre las formas adultas y ver su accion letal de los

parasitos.



CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion del trabajo de investigacion

El presente trabajo de investigacion se realizdé en las instalaciones de
animales menores (galpon de cuyes) de la Facultad de Ciencias

Veterinarias, Ciudad Universitaria (Anexo 1, Fig. 1) y en el Laboratorio

de Parasitologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias de

Universidad Nacional de Cajamarca. Presenta

caracteristicas geograficas y climatoldgicas (*):

Altitud

Latitud sur

Longitud Oeste

Clima

Temperatura promedio anual
Temperatura minima promedio anual
Temperatura maxima promedio anual
Precipitacion pluvial anual

Humedad relativa promedio anual

Presiéon barométrica

: 2 536 msnm
17010

. 78°30°

: Templado seco
: 15,6°C

: 8,3°C

:22,6°C

:522,8 mm

: 63,9 %

: 740,5 milibares.

(*) Fuente: Servicio Nacional de Meteorologia e Hidrologia SENAHMI, Cajamarca. 2016.

las siguientes
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3.2.Materiales y equipos

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Material biolégico

Se utiliz6 20 conejos positivos a Fasciola hepatica, mediante
infeccion artificial, crianza en jaulas, condiciones similares de
manejo y alimentaciéon. Homogenizados con hpg entre grupos
(Anexo 1, Fig. 2).

Material Farmacoldgico

Closantel al 10 %, Suspension, via oral.

Material de campo

v' Mandil.

v’ Bolsas de polietileno.

v' Jabon.

v Planilla para registro de datos.

v’ Boligrafos.

v' Camara fotografica.

v" Lapiceros de tinta indeleble.

v/ Jaulas de fierro con malla metalica 2m de longitud x 0,70 m
ancho x 0,50 m altura, dividido en cuatro divisiones con similar
medida.

v' Comederos de arcilla.

v' Bebederos de polietileno.

v" Alimento (concentrado, zanahoria y panca de choclo).

v' Balde plastico de 20 litros de capacidad.

v Mantas de rafia para colectar muestra de heces.

v/ Balanza digital.

v' Mascarillas.

v Bolsa de malla de pescador.
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3.2.4. Material y equipo de laboratorio

v" Mortero de madera.

v’ Balanza de precision.

v' Vasos plasticos de 400 mL de capacidad.

v Vasos de vidrio conico de 250 mL de capacidad.

v Embudo con malla metalica de 80 hilos /pul.

v Placas Petri de 10 centimetros de didmetro, marcadas con
lineas paralelas de 1 centimetro de separacion.

v' Estereoscopio con luz incorporada.

v’ Batidora eléctrica de uso domeéstico.

v’ Estilete (aguja N° 22 x ¥z pulg.).

v’ Lapiz de tinta indeleble.

v Baguetas y cucharitas.

v' Guantes quirudrgicos.

v' Mandil.

v’ Papel toalla.

v" Lugol parasitoldgico fuerte (5 g yodo metalico + 10 g yoduro de
potasio; en 100 mL de agua).

v' Estuche de diseccion (tijera recta, mango y navaja de bisturi,
pinzas diente raton y de punta roma).

v Bandeja de porcelana color blanco.

v/ Tapers con tapa rosca circulares de 50 mL de capacidad.

v Placas Petri.

v" Cuchillo.

v" Frasco de boca ancha.

v Alcohol de 96°.
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3.3.Metodologia
La investigacion tiene un disefio experimental, comparativo y analitico.

Pruebas de diagnéstico para la evaluacion de la eficacia del
Closantel frente a Fasciola hepatica en conejos:

La eficacia del Closantel frente a F. hepatica fue evaluada mediante la
prueba de sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel y la
prueba por necropsia, en el dia 15 post dosificacion con Closantel 10%
en dosis de 20 mg/kg de peso vivo. Estas pruebas fueron adaptadas del
protocolo para bovinos que reporta (Ueno y Gongalves, 1998); que a

continuacion se indica:
Prueba coproldgica

Para llevar a cabo esta técnica, se utilizo la técnica de sedimentacion
natural modificada por Rojas y Torrel (Rojas et al., 2013), que se
fundamenta en la sedimentacion de huevos en 1 g de heces. Para lo
cual se obtuvo muestra de heces de cada conejo para determinar el

namero de huevos por gramo de heces (hpg).
Prueba por necropsia

Esta técnica se realizé sacrificando a los 10 conejos que conforman el
grupo control y los 10 del grupo tratados. De cada animal se obtuvo el
higado para determinar cuantas fasciolas adultas se encontraron en los
animales no dosificados (grupo control) y cuantas fasciolas en los

higados de los animales tratados con Closantel.

La investigacion se desarroll6 haciendo trabajo de campo y de

laboratorio, de la siguiente manera:



19

3.3.1. Trabajo de campo

v' Cada animal fue identificado por el color y cédigo de jaula
donde fueron alojados individualmente.

v' La alimentacion diaria fue a base de 125 g de concentrado
para conejos mas una zanahoria mediana y pancas de choclo,
para asegurar la no reinfeccidbn parasitaria por Fasciola
hepatica.

v" En el dia cero pre dosificacion se obtuvo muestra de heces de
cada animal (Anexo 1, Fig. 4) y después de obtener el hpg de
cada animal se formé dos grupos homogéneos mediante hpg
y sometida al analisis estadistico (Anexo 4, prueba T Student)
donde no hubo diferencia significativa (p>0,05). Diez conejos
formaron el grupo control (no dosificado), y diez el grupo

dosificado con Closantel :
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Tabla 01. Homogenizacion de carga parasitaria (hpg) en el

dia cero.
GRUPO CLOSANTEL GRUPO CONTROL
Animales | Caddigo hpg Animales | Cadigo hpg
de jaula de jaula
(N°) (N°) (N°) (N°) Dia 0
Dia O
1 01 80 1 06 131
2 02 131 2 07 103
3 03 131 3 08 16
4 05 8 4 11 65
5 09 36 5 12 210
6 10 179 6 13 7
7 14 77 7 16 44
8 17 10 8 21 12
9 18 139 9 22 133
10 23 6 10 24 76
Total h.p.g. 797 797
P>0,05

En el dia cero, se dosificé a los 10 animales que conformaron
el grupo tratado con Closantel 10% en dosis de 20 mg/kg pv
via oral. Previamente los animales fueron pesados
individualmente (Anexo 1, Figs. 3y 5).

Al dia 15 post dosificacion, se obtuvo muestra de heces de
cada animal y se realizé la cuantificacion de huevos por
gramo de heces mediante la técnica de sedimentacién natural
modificada por Rojas y Torrel que en vacunos tiene una
sensibilidad de 93% y una especificidad de 92% (Anexo 2,
Figs. 6-12).
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v' El recojo de la muestra de heces fue por la mafana en
aproximadamente 100 g, para esto, en la tarde del dia anterior
se colocé una manta debajo del piso de la jaula con malla
metélica. Cada muestra fue almacenada en una bolsa de
polietileno e identificada con su codigo de jaula de cada
conejo con lapicero de tinta indeleble (Anexo 1, Fig.4).

Inmediatamente después, en este mismo dia, se realizo la
necropsia a todos los animales con la finalidad de obtener el
higado para colectar y contar el numero de fasciolas adultas
tanto del grupo control como del grupo tratado con Closantel
(Anexo 2, Figs. 13 a 15).

3.3.2. Trabajo de laboratorio

En el laboratorio se realiz6 la prueba coprolégica para
determinar la eficacia de Closantel mediante la técnica de
Sedimentacién Natural modificada por Rojas y Torrel (Rojas
et al., 2013) y la prueba por necropsia mediante el conteo

de fasciolas adultas.

Prueba coprolégica

Técnica de Sedimentacion Natural modificada por Rojas y
Torrel (Rojas et al., 2013).

Protocolo:

v' A toda la muestra de heces (aproximadamente 100 g), en un
mortero de madera desmenuzar unos 50 g y luego en un vaso

de plastico de 400 mL de capacidad, pesar 1 g de heces.
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v/ Agregar aproximadamente 200 mL de agua de cafio,
homogenizar la muestra con un agitador eléctrico (batidora de
mano), por un tiempo aproximado de 10 segundos.

v/ Pasar por un embudo con malla metalica de 80 hilos por
pulgada hacia otro vaso de vidrio de forma cénica de 250 mL
de capacidad, agregar mas agua de cafio hasta llenar a 1 cm
del borde del vaso.

v Dejar reposar por 5 minutos.

v' Decantar el sobrenadante dejando aproximadamente 15 mL de
sedimento en el vaso.

v’ Trasladar el sedimento a una placa petri con rayas paralelas a
10 mm de distancia entre ellas.

v' Colocar 3 gotas de lugol fuerte, esperar 5 minutos para
colorear los huevos.

v Observar el sedimento en el estereoscopio a 16 aumentos. Es
necesario separar las fibras vegetales con un estilete (aguja N°

22 x Y% pulgada) para mejor observacion.
Calculo del hpg

Para la determinacion del numero de huevos por gramo de heces
(hpg), se contd el namero total de huevos encontrados en toda el

area de la placa Petri.

Necropsia
Protocolo:

En el dia 15 post dosificacion, los 20 conejos fueron sacrificados,
eviscerados con la finalidad de obtener el higado, en este 6érgano
se practicd cortes longitudinales en los conductos biliares para
obtener las fasciolas adultas. Estas, fueron colectadas, contadas y
almacenadas en un tapers pequefio con tapa rosca conteniendo

alcohol comercial de 96°.
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Determinacion de la eficacia del Closantel mediante la prueba
coprolégica (Técnica de sedimentacidon natural modificada

por Rojas y Torrel).

Los datos obtenidos de hpg grupo control y grupo dosificado con
Closantel fueron sometidos al analisis mediante la aplicacion de la

férmula que a continuacion indica (Ueno y Gongalves, 1998):

E = —A-B 4100

Donde:

E: Porcentaje de eficacia.

A: NUumero de huevos encontrados en el grupo control.
B: NUumero de huevos encontrados en el grupo tratado al dia 15

post dosificacion (p.d.).

Determinacion de la eficacia del Closantel mediante la prueba

por necropsia

La eficacia obtenida por necropsia fue calculada mediante la

siguiente formula:

C-T
E= — x 100
C

Donde:

E= Porcentaje de eficacia.
C= Promedio de fasciolas adultas en el grupo control.
T= Promedio de fasciolas adultas en el grupo tratado.

Fuente: (Kassai, 2002).
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3.3.5. Registro de datos

Todos los datos obtenidos fueron registrados en un

formato (Anexo 3, Cuadros 3y 4).

3.3.6 Analisis estadistico (Anexo 4)
Se aplico:

v' Prueba de T Student de muestras independientes, para la
homogenizacion de carga parasitaria medida en hpg en
dos grupos de conejos positivos a F. hepatica (grupo
Control y grupo Closantel), en el dia cero de la dosificacion

con Closantel.

v" Prueba Z de proporciones, para el resultado de eficacia del
Closantel en el control de F. hepatica mediante prueba

coproldgica y prueba por necropsia.

v' Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon, para
comparar el resultado de eficacia del Closantel frente a F.
hepatica mediante prueba coprolégica y prueba por

necropsia.



CAPITULO IV

RESULTADOS

Cuadro 1. Eficacia de Closantel 10% a dosis de 20 mg/kg pv en el control
de Fasciola hepatica en conejos evaluada mediante la técnica de
sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel en el dia 15

post dosificacion (p.d.) Cajamarca, 2017

Animales hpg dia 15 p.d. hpg dia 15 p.d.

168
286
68
184
206
14
85
7
99
89

© 00 N O o b~ W N P
O O O o o o o +r +—» O

[EEN
o

Total: 1206 2

Eficacia: 99,83%
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Cuadro 2. Eficacia de Closantel 10% a dosis de 20 mg/kg pv en el control
de Fasciola hepatica en conejos evaluada mediante la prueba

por necropsia, dia 15 post dosificacion. Cajamarca, 2017

Animales Grupo control Grupo Closantel
Fasciolas adultas Fasciolas adultas
(N%) (N°) (N°)

1 6 0

2 10 0

3 3 0

4 4 0

5 3 0

6 1 0

7 2 0

8 1 0

9 3 0

10 3 0

Total: 36 0

Promedio: 3,6 0

Eficacia: 100%




CAPITULO V

DISCUSION

Los resultados obtenidos en la presente investigacion muestran que
la eficacia del Closantel en el control de Fasciola hepatica en conejos
obtenida mediante la técnica de sedimentacién natural modificada por Rojas
y Torrel fue de 99,83% y mediante la necropsia fue de 100% (Cuadros 1y
2), estadisticamente no hay diferencia significativa (p>0,05), lo cual indica
gue ambas pruebas de evaluacion de eficacia de un fasciolicida en conejos
son similares y probablemente también ocurra en otras especies animales.
Esto se debe a que la técnica de sedimentacion natural modificada por Rojas
y Torrel tiene una alta sensibilidad (93%) y una alta especificidad (92%) en
bovinos (Rojas et al, 2013). En los conejos evaluados en esta investigacion,
todos los que dieron positivos a la presencia de huevos también salieron
positivos a la presencia de fasciolas adultas en el grupo control (no
dosificados), sin embargo, de los 10 conejos que formaron el grupo tratado
con Closantel, dos conejos salieron positivos a la presencia de huevos en
heces (1 hpg), pero, en la necropsia resultdé con ausencia de fasciolas
adultas en conductos biliares y al evaluar la bilis en la vesicula biliar aun
habian huevos de F. hepatica, pero infértiles a la incubacién in vitro, esto
nos hace pensar que para evaluar un fasciolicida post dosificacion deberia
transcurrir entre cuatro a cinco semanas como lo indica (Ueno y Gongalves,
1998).

Nuestro resultado concuerda con (Coles et al., 1992), quienes indican que
de los métodos in vivo para determinar la eficacia antihelmintica, la prueba
de eleccion es la prueba coproldgica por sedimentacion por ser econémica,
practica y no necesitar de un equipamiento sofisticado y también concuerda

con (Suarez, 1997; Cristel y Suéarez, 2005), quienes mencionan que la
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prueba por necropsia es el método in vivo mas confiable para determinar la
eficacia de un fasciolicida, pero presenta dificultades por su alto costo al

sacrificar animales.

En cuanto a la eficacia del Closantel en el control de F. hepatica en conejos,
no se tiene informacién; tampoco se tiene reportes acerca de la comparacion
de la técnica de sedimentacién natural modificada por Rojas y Torrel
comparada a la necropsia. Por tanto, no es posible continuar analizando

nuestros resultados debido a que este tema investigacion aun es escasa.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES

Se concluye que:

La eficacia del Closantel en el control de Fasciola hepatica en conejos fue
muy alta, 99,83% obtenida mediante técnica de sedimentacion natural
modificada por Rojas y Torrel y de 100% obtenida mediante necropsia, y que
al ser comparadas ambas pruebas de diagnéstico en la eficacia del

Closantel en conejos resultaron ser iguales estadisticamente (p>0,05).
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ANEXO

Anexo 1. Figuras que registran la localizacion del trabajo de tesis y la
metodologia utilizada en campo

Fig. 1. Galpon de cuyes- Facultad de CC. Vet. Fig. 2. Material biolégico: 20 conejos criados en jaulas

Fig. 3. Pesando conejos con balanza digital Fig. 4. Obtencién muestra de heces

Fig. 5. Dosificacion



Anexo 2. Metodologia en laboratorio: Prueba coproldgica y necropsia
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Fig. 8. Batiendo las heces en el agua

Fig. 10. Sedimentacion de las muestras

Fig. 11. Colocando lugol fuerte



Fig. 13. Apertura del abdomen

Fig. 14. Fasciolas adultas en conducto biliar
en grupo control

Fig. 15. Ausencia de Fasc. adultas en
conducto hiliar en grupo tratado con Closantel
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Anexo 3. Registro de datos obtenidos
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Cuadro 3. Datos obtenidos del grupo Control
Muestra Caodigo Dia 0 Dia 15 | Fasciolas | Peso Dosis
de jaula Pre post adultas Vivo
dosif. dosif. | obtenidas
en
necropsia
(N°) (N°) (hpg) (hpg) (N°) (kg) (mL)
1 06 131 168 6 3.06 No
2 07 103 286 10 3.02 No
3 08 16 68 3 3.15 No
4 11 65 184 4 3.48 No
5 12 210 206 3 3.33 No
6 13 7 14 1 3.43 No
7 16 44 85 2 3.68 No
8 21 12 7 1 3.93 No
9 22 133 99 3 3.46 No
10 24 76 89 3 3.46 No
Total
HPG 797 1206 36
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Cuadro 4. Datos obtenidos del grupo tratados con Closantel 10% en dosis
de 20 mg/kgpv. Grupo Closantel
Muestra Cddigo Dia 0 Dia 15 | Fasciolas | Peso | Dosis
de jaula Pre post adultas
dosif. dosif. | obtenidas
en
necropsia
(N°) (N°) (hpg) (hpg) (N°) (kg) (mL)
1 01 80 0 0 3.56 0.7
2 02 131 1 0 3.00 0.6
3 03 131 1 0 3.17 0.7
4 04 8 0 0 2.76 0.6
5 05 36 0 0 3.37 0.7
6 09 179 0 0 3.52 0.7
7 10 77 0 0 3.82 0.8
8 17 10 0 0 2.74 0.6
9 18 139 0 0 3.24 0.7
10 23 6 0 0 2.72 0.6
797 2 0
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Anexo 4. Andlisis estadistico
“ Prueba de T Student de muestras independientes para la homogenizacion

de huevos por gramo de heces (hpg) pre dosificacion en el grupo Control
y grupo tratado con Closantel (dia cero).

Formulacién de hipétesis:

Ho: El nimero de hpg en el dia cero en conejos infestados con
metacercaria de F. hepatica son similares en ambos grupos (Grupo
Control y grupo Closantel).

Ha: El nimero de hpg en el dia cero en conejos infestados con
metacercaria de F. hepatica no son similares en ambos grupos (Grupo
Control y grupo Closantel).

Nivel de significancia 5% = 0,05

Desviacion  Error tip. de la
Grupos N Media tip. media

h.p.g. Grupo Control 10 79,70 65,34022 20,66239

Grupo Closantel 10 79,70 63,23510 19,99669

Prueba de muestras independientes

Prueba de
Levene para la
igualdad de
varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de
) ’ confianza para la
Sig. Error tip. diferencia
(bilateral | Diferencia dela
F Sig. t gl ) de medias | diferencia | Inferior Superior
Se han 0,00 | 0,966 0,000 18,00 1,000 0,000 28,754 -60,410 60,410
asumido
varianzas 2 0
iguales
hpg
No se 0,000 | 17,98 1,000 0,000 28,754 -60,415 60,415
han
asumido 1
varianzas
iguales
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Interpretacion: El nivel de significancia (1,0) es mayor a 0,05 entonces
nos quedamos con la hipétesis nula es decir que el nimero de huevos por
gramo de heces (hpg) en el dia cero en conejos infectados
experimentalmente con metacercarias de Fasciola hepatica son similares

en ambos grupos (Control y tratados con Closantel).
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¢ Prueba de Z para los resultados de la eficacia del Closantel 10% en dosis
de 20 mg/kg pv frente a F. hepatica en conejos, mediante la técnica de

sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel.

Hipotesis
Ho:La Eficacia del Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso
corporal en conejos afectados con F. hepatica, es igual o mayor al

95% expresada a travées de la prueba Coprologica (técnica de

sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel).

Ha:La Eficacia del Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso
corporal en conejos afectados con F. hepatica, es menor al 95%
expresada a traves de la prueba Coprologica (técnica de

sedimentacion natural modificada por Rojas y Torrel).

Ho =>0.95 Ha<0.95

X
H_po

Po (1_ Po
n

Z=

Donde
X =Ocurrencias
n = observaiones

X :
— = proporcion delamuestra
n

p, = proporcion propuesta
po(l_ po)

= desviacion estandar dela proporcion
n
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Reemplazando:

,_09983-095 __o
0.95(0.05)
| 1206

Interpretacion: El valor de Z (7,70) es mayor a -1,96 entonces
aceptamos la hipétesis nula en lo concluimos que la eficacia del
Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso corporal en conejos
afectados con Fasciola hepatica, es igual o mayor al 95% expresada a
través de la prueba Coprolégica (Técnica de sedimentacion natural

modificada por Rojas y Torrel).
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“ Prueba de Z para los resultados de la eficacia del Closantel 10% en dosis
de 20 mg/kg pv frente a F. hepatica en conejos, mediante la prueba por

necropsia.

Hipdtesis:
Ho: La Eficacia del Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso

corporal en conejos afectados con F. hepatica, es igual o mayor al

95% expresada a través de la Necropsia.

Ha:La Eficacia del Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso
corporal en conejos afectados con F. hepatica, es menor al 95%

expresada a traves de la necropsia.

Ho =0.95 Ha<0.95

X =Ocurrencias
n = observaiones

X .
— = proporcion delamuestra
n

P, = Proporcion propuesta
(P2 Bo) [1r:p°j = desviacion estdndar dela proporcion

Reemplazando

;. 1-095 o0

~ /0.95(0.05)
| 36
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Interpretacion: El valor de Z (1,37) es mayor a -1,96 entonces
aceptamos la hipétesis nula en lo concluimos que la eficacia del
Closantel al 10% en dosis de 20 mg/kg de peso corporal en conejos
infectados con Fasciola hepatica experimentalmente, es igual o mayor al

95% expresada a través de la necropsia.
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+«» Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon para comparar el recuento
de huevos por gramo de heces mediante la técnica de sedimentacién
natural modificada por Rojas y Torrel (Prueba coproldgica) versus conteo

de fasciolas adultas obtenidas mediante la necropsia.
Hipotesis:

Hipotesis planteada. La eficacia del Closantel 10% en dosis de 20
mg/kg pv en conejos, obtenida mediante la prueba coproldgica, es igual a

la eficacia obtenida mediante necropsia.

Hipdtesis alternativa. La eficacia del Closantel 10% en dosis de 20
mg/kg pv en conejos, obtenida mediante la prueba coprologica, es

diferente a la eficacia obtenida mediante necropsia.
Nivel de significancia: 5% = 0,05
Eleccion de la prueba Wilcoxon

Toma de decision: p>0,05 entonces rechazamos la hipotesis nula y nos

guedamos con la hipétesis del investigador.

Rangos
Rango
N promedio Suma de rangos
Necropsia Rangos 02 0,00 0,00
- Conteo negativos
de Huevos Rangos 20 1,50 3,00
positivos
Empates 58¢
Total 60

a. Necropsia < Conteo de Huevos
b. Necropsia > Conteo de Huevos
c. Necropsia = Conteo de Huevos
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Estadisticos de contraste

Necropsia - Conteo de

Huevos
Z -1,3422
Sig. asintot. 0,180

(bilateral)

a. Basado en los rangos negativos.
b. Prueba de los rangos con signo de Wilcoxon

Interpretacion: El nivel de significancia (0,18) es mayor a 0,05 entonces
nos quedamos con la hipotesis nula es decir que el método para el
diagnéstico de la eficacia del Closantel al 10% mediante el conteo de

huevos es la misma que el método de la necropsia.



	ACTA Taculí.pdf (p.1)
	Tesis completa Walter Taculí.pdf (p.2-58)

