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1. RESUMEN:

Segun la Organizaciéon Mundial de Salud (OMS) la forma mas eficaz para reducir los
casos de rabia anuales en humanos es a través de vacunaciones en perros y gatos,
dado que el 90 % de los mismos son debido a mordeduras de perros infectados con
el virus. En paises de la region, donde se ha evaluado el nivel de proteccion de
perros vacunados contra el virus de la rabia, se han encontrado variaciones
importantes. Los objetivos de este trabajo fue evaluar la respuesta inmune humoral
contra la rabia en perros con algun tipo de estrés (bioldégico, quirdrgico o
farmacolégico) o inmunoestimulados farmacolégicamente. Para esto se evalud el
titulo de anticuerpos anti-rdbicos en perros inmunizados a campo con vacunas
polivalentes (Grupo 1) y monovalentes (Grupo 2), que fueron inmunizados al
momento de la castracion quirargica (Grupo 3), que estaban en tratamiento con
corticoides durante la inmunizacion (Grupo 4) y que habian sido inmunoestimulados
al momento de la primo vacunacion (Grupo 5). En términos generales los resultados
obtenidos indican que en todos los casos, la mayoria de los animales pudieron
superar el limite minimo de anticuerpos para estar protegido segun la OMS
(0.5Ul/ml). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en el empleo de
vacunas monovalentes vs polivalentes, en el uso de corticoides al momento de la
inmunizaciéon y en la vacunacion durante la castracion quirdrgica. Esta investigacion
deja de manifiesto que es viable la vacunacion en caninos contra la rabia en
determinadas situaciones estresantes para los animales, aunque la respuesta
inmune sea significativamente menor.



2 .SUMMARY

According to the World Health Organization (WHO) the most effective way to
reduce the number of annual cases of human rabies, is through vaccination of
dogs and cats, since 90% of the cases are due to bites of dogs infected with the
virus. The level of protection of dogs vaccinated against rabies virus was found to
have significant variations in countries of the region. The objectives of this study
were to evaluate the humoral immune response against rabies virus in dogs with
some type of stress (biological, surgical or pharmacological) or pharmacologically
immune-stimulated. The rabies antibodies titers were evaluated in dogs
immunized with polyvalent vaccines (Group 1) monovalent (Group 2), animals
immunized at the time of surgical castration (Group 3), dogs treated with
corticosteroids during immunization (Group 4) and immune-stimulated at the time
of the first vaccination (Group 5). Results indicate that the majority of the animals
had protective antibody titers higher than the WHO threshold (0.5Ul/ml).
However, significant differences were found in the groups of polyvalent vs
monovalent vaccines, the use of corticosteroids at the time of immunization and
vaccination during surgical castration. This research shows that it is feasible to
vaccinate canines against rabies, in certain stressful situations, but the immune
response is significantly lower.



2. INTRODUCCION

La rabia es una grave enfermedad zoondtica que causa dentro de otros sintomas
encefalitis mortal. La mortalidad humana por rabia se estima en 55.000 muertes por
afio en todo el mundo, y méas del 95% de las muertes humanas por rabia son
causadas por perros rabiosos (Acha y Szyfres 2003; Knobel y col., 2005).

En América Latina la rabia sigue siendo uno de los problemas mas importantes de
salud publica. Aunque en muchas zonas urbanas se ha interrumpido la circulacion
del virus de la rabia en perros con medidas de control apropiadas, incluida la
vacunacion masiva, las zonas endémicas persisten en varios paises debido a las
deficiencias en la vacunacion y las malas condiciones sociales y ambientales en que
viven las personas (Belotto y col., 2005).

Aunque la vacunacion de perros es considerada como una parte importante de los
programas de control de la rabia en muchos paises en desarrollo (Meslin y col.,
1994), existen algunas controversias en cuanto a la calidad de la respuesta inmune
inducida por algunas marcas de vacunas y la duracion Oque la misma induce en los
animales vacunados (Minke y col., 2009; Moreno y col., 2012).

En Uruguay, la vacunacion en caninos se realiza parcialmente, ya que no es
obligatoria, lo que pone en riesgo la proteccion de todos los animales susceptibles a
la enfermedad, implicando un potencial riesgo para la Salud Publica (Moreno y col.,
2012). Por otro lado, no existen controles oficiales sobre el status inmunitario de la
poblacién canina vacunada ni sobre las vacunas, de forma que no se conoce si los
animales vacunados, estan protegidos de una posible exposicién al virus o si son
necesarias revacunaciones para garantizar esa proteccion. Al ser esta una
enfermedad reemergente en Uruguay (Gonzalez y col., 2009), el riesgo de contagio
en los caninos, es posible.

En un trabajo realizado por Moreno y col. (2012) en una poblacion canina de
Montevideo y Canelones (Uruguay), se determiné mediante la técnica de Elisa, que
apenas el 36% de los animales que estaban vacunados, tenian niveles de proteccion
contra el virus de la rabia. Esto demuestra que existen factores tanto del animal
como de las vacunas en si, que influyen en la respuesta a la vacunacion y que
deben ser estudiados detalladamente. A raiz de esa investigacion, se puede concluir
gue las autoridades sanitarias deberian profundizar la profilaxis contra este virus en
caninos, estimulando u obligando a la vacunaciéon de los animales. En este sentido,
esta tesis tuvo como uno de sus obijetivos, evaluar la viabilidad de que se puedan
vacunar los caninos durante la cirugia realizada en las campafias de castracion
masiva. Partiendo de la base que la cirugia genera estrés para los animales
(Miyamoto y col., 1994), es necesario comprobar si ese estrés es suficientemente
alto como para disminuir la calidad de la respuesta inmune en los animales
vacunados durante la anestesia posquirurgica.



Ademas se evalué como responden los animales segun la formulacion de la vacuna
(monovalentes vs polivalente) y si los animales responden diferente bajo un efecto
inmnunomodulador (depresor o estimulante). Para esto se utilizaron un grupo de
animales sometidos a un tratamiento médico con corticosteroides y un grupo con un
tratamiento inmunoestimulante con una formulacién comercial utilizada para tal fin.



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. DESCRIPCION DEL AGENTE

La rabia es una enfermedad virales, causada por virus neurotrépicos del género
Lyssavirus, familia Rhabdoviridae, orden Mononegavirales (Meslin y col., 1994). El
virus tiene forma de bala, el genoma es ARN monocatenario no segmentado de
polaridad negativa. Posee una nucleocapside helicoidal con una envoltura de bicapa
lipidica (Acha y Szyfres, 2003), y una longitud de unos 100-300 nm y 75 nm de
diametro (Meslin y col., 1994). En la superficie de la envoltura sobresalen
proyecciones en forma de espiculas de naturaleza glicoprotéica (Acha y Szyfres,
2003) (Fig 1). Inicialmente se considerd que todos los virus aislados pertenecian a
un tipo antigénico comun, sin embargo técnicas con anticuerpos monoclonales
(ACM) producidos contra proteinas virales y técnicas de secuenciacion genética
proporcionaron evidencias de diferencias antigénicas y genéticas (variantes) entre
varios virus aislados de huéspedes animales domésticos y salvajes dentro de una
region geografica determinada (Smith y col., 1992; Smith y col., 1993).

En el género Lyssavirus se pueden distinguir siete lineas genéticas por pruebas de
proteccion cruzada y por analisis de biologia molecular (Fekadu y col., 1988; Baer,
1991; Bourhy y col., 1993): el virus de la rabia clasico (RABV, genotipo 1, serotipo
1), el virus del murciélago de Lagos (LBV, genotipo 2, serotipo 2), el virus Mokola
(MOKYV, genotipo 3, serotipo 3) y el virus Duvenhage (DUW, genotipo 4, serotipo 4).
Los lisavirus del murciélago europeo (EBLV), que se subdividen en dos biotipos
(EBLV1, genotipo 5 y EBLV2, genotipo 6), y el lisavirus del murciélago australiano
(ABLV, genotipo 7), aislado en Australia (Hooper y col., 1997), también son
miembros del género Lyssavirus, pero aun no se han clasificado en serotipos (OIE,
2011). Del punto de vista morfolégico, se han identificado 5 proteinas estructurales
en la particula viral: una ARN polimerasa (L), una nucleoproteina (N), una proteina
fosforilada (P), una proteina de la matriz (M) y una glicoproteina (G) (Fig 1)
(Dietzschold y col., 2008). De éstas, interesan especialmente 2: la nucleoproteina
(N) del ARN, que es un antigeno grupo - especifico y la glicoproteina (G) de las
proyecciones en la superficie del virion, que es la responsable de inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes (Acha y Szyfres, 2003). Las proteinas N, L
y P forman junto con el ARN el complejo ribonucleoproteico (RNP) (Dietzschold y
col., 2008).
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Figura 1. Diagrama del virion de Rhabdovirus. (Extraido de Lyles, D.S, Rupprecht,
C.E. (2007) Volume |. Rhabdoviridae. En: Fields Virology. 52 ed, Lippincott Williams
& Wilkins. P 1363-1408)

La proteina G es el antigeno de superficie principal, capaz de inducir y reaccionar
con anticuerpos neutralizantes (Cox y col., 1977; Dietzschold y col., 2008). Casi
todas las principales vacunas humanas y veterinarias se basan en los aspectos
funcionales de la proteina G, y el gen de la proteina G ha sido clonado y
secuenciado de un gran numero de Lissavirus (Anilionis y col., 1981; Yelverton y
col., 1983; Tordo y col., 1986; Conzelmann y col., 1990; Xianhe y col., 1993). Esta
glicoproteina de superficie es de los principales factores determinantes de la
neuropatogenicidad del virus de la rabia (Morimoto y col., 2000), ya que son las
responsables la union especifica a los receptores celulares (Finke y Conzelmann,
2005).

En cuanto a la resistencia fisico-quimica del virus, es estable entre pH = 3,0 y pH
= 11,0 y puede sobrevivir durante muchos afios a -70 °C o cuando se liofilizay se
mantiene de 0 a 4 °C. Se inactiva rapidamente por desecacion, exposicion a rayos
UV, a rayos X, a la luz del sol, a la tripsina, éter y detergentes. Compuesto de
amonio cuaternario (1:5000), 45-70% alcohol, el jabon al 1%, 7.5% de solucion de
yodo, también inactivan el virus (Lewis y Thacker, 1974; Nandi y Kumar, 2010).

El ciclo de replicacion de los Rhabdovirus es el tipico de la mayoria de los virus ARN
no segmentados de polaridad negativa (Lyles y Rupprecht, 2007).
La infeccion comienza con la unién del virus a un receptor celular. Aunque varias
moléculas de membrana de la superficie han sido propuestas como los receptores,
incluyendo el receptor nicotinico de la acetilcolina (Lentz y col., 1982) y otras
molécula de adhesién (Thoulouze y col., 1998; Tuffereau y col., 1998), todavia no
esta claro si estas moléculas desempefian un papel en la replicacion del virus de la
rabia (Dietzschold y col., 2008). En el lado viral, la proteina G juega un papel
crucial en la adsorcién del virus, y es la via mas probable de interaccion con
los supuestos receptores celulares que facilitan la adsorcion rapida (Dietzschold y
col., 2008).
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Después de la union al receptor, el virus es internalizado a través de la adsorcion
0 endocitosis mediada por estos receptores (Marsh y Helenius, 1989; Lewis y Lentz,
1998). El bajo pH del medio ambiente dentro del compartimiento
endosomal, provoca un cambio conformacional enla proteina G, que induce
la fusion de la membrana viral con la membrana del endosoma, liberando asi
el complejo RNP en el citoplasma (Gaudin y col., 1991).

Después de la fusion de la envoltura del virus con la membrana del endosoma, que
libera los componentes internos del virion en el citoplasma de la célula huésped, se
disocia de la nucleocapside la proteina M (Rigaut y col., 1991). Este paso es
necesario para que ocurra la sintesis de ARN viral, porque la proteina M inhibe la
transcripcion viral (Carroll y Wagner, 1979; Lyles y Rupprecht, 2007). El primer paso
de la biosintesis en el ciclo de replicacion es la transcripcion primaria, mediada por la
ARN polimerasa dependiente de ARN (Lyles y Rupprecht, 2007) (Fig 2).

Adsorption

Uncoating
Penetration Fu o with

endosome

le RNA
N, P, M, G, L mRNAs
Transcnptuon
Viral proteins + Parental genome
Transcnptnon *

[/ M Replication
%

Progeny genomes Antigenome
(+) strand

Assembly *

Figura 2. Diagrama del ciclo de replicacion de los Rhabdovirus. Las etapas
ilustradas son adsorcién y penetracion del virus por endocitosis, fusion de la
envoltura con las membranas endosomales, liberacion de la nucleocapside,
transcripcion primaria, replicacion del genoma para producir antigenomasy
genomas progenie, transcripcion secundaria y el montaje por gemacion de la
membrana plasmatica (Extraido de Lyles D.S, Rupprecht, C.E. (2007) Volume 1.
Rhabdoviridae. En: Fields Virology. 5% ed, Lippincott Williams & Wilkins. P 1363-
1408).

La sintesis de ARN sucede exclusivamente en el citoplasma. Una regulacion

precisa de la expresion de genesvirales y la replicacion del RNP son requisitos
clave de una infeccion con éxito (Finke y Conzelmann, 2005).
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La neuroinvasion, el neurotropismo y la neurovirulencia son las principales
caracteristicas que definen al virus de la rabia. La velocidad de adsorcion del virus,
la capacidad del virus para propagarse de forma eficiente a partir de célula a célula'y
la tasa de replicacion son los principales factores que determinan la patogenicidad
(Dietzschold y col., 2008). La eficiente propagacion neuronal del virus dentro del
Sistema Nervioso Central (SNC), requiere la integridad intacta de las estructuras del
mismo durante casi todo el ciclo de infeccion (Dietzschold y col., 2008).

3.2. EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD

Epidemiolégicamente la rabia se clasifica en tres tipos: urbana, silvestre y
desmodina. Aunque otros autores, simplifican esta clasificacion y hablan de dos
ciclos: el urbano y el silvestre (Favi y col., 1999). En la rabia urbana, que ocurre en
las ciudades, los involucrados son principalmente los perros y en segundo término
los gatos.

Es el tipo epidemiologico que mas exposiciones provoca en el hombre (Amasino y
col., 2002). En la rabia silvestre o salvaje, que ocurre en los bosques, zonas rurales,
estepas o selvas de acuerdo a la region, los animales involucrados son los zorros,
los zorrinos, mapaches, chacales, lobos, coaties, entre otros. En este caso, la
exposicion humana es cuantitativamente menor (Amasino y col., 2002). La rabia
desmodina, esta distribuida principalmente en América del Sur y Central llegando
hasta México y los transmisores son tres especies de murciélagos hematofagos:
Desmodus rotundus, Diphylla ecaudata y Diaemus youngii, aunque las dos ultimas
no tienen la importancia de la primera (De Diego, 1974). Este tipo de rabia afecta
principalmente a los bovinos, produciendo la rabia paresiante ya que comienza con
la sintomatologia de paresia y tambaleo del tren posterior, luego progresa a paralisis
y posteriormente afeccion completa del sistema nervioso central, produciéndose en
menor grado en los equinos, ovinos y esporadicamente en el hombre. En algunos
casos se comprobaron exposiciones humanas, favorecidas por habitos de dormir
fuera de las viviendas en zonas calurosas, como en las primeras descripciones de
rabia por vampiros en Trinidad (Hurst y Pawan, 1932).

La rabia esta presente en todos los continentes, excepto en la Antartida. Algunos
paises han puesto en practica medidas de vigilancia y control que les han permitido
erradicar la enfermedad. En otros paises, sin embargo, la enfermedad sigue siendo
endémica y sus principales hospedadores son los animales salvajes (OIE, 2011).
Hay rabia en mas de 150 paises vy territorios, pero mas del 95% de las muertes
humanas se registran en Asia y Africa. Una vez que aparecen los sintomas, la
enfermedad es casi siempre mortal (OMS, 2010).

Cada afio mueren de rabia mas de 55000 personas en todo el mundo y los perros
estan en el origen de mas del 95% de las muertes humanas por esta enfermedad. El
40% de las personas mordidas por animales presuntamente rabiosos son menores
de 15 afios. Cada afio mas de 15 millones de personas reciben profilaxis
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posexposicion para evitar la enfermedad y se calcula que esto ahorra 327000
muertes anuales (OMS, 2010). La rabia canina constituye una amenaza potencial
para mas de 3300 millones de personas en Asia y Africa. EI mayor riesgo lo corren
quienes viven en zonas rurales donde no hay disponibilidad o facilidad de acceso a
las vacunas e inmunoglobulinas humanas (OMS, 2010). La amenaza de la
transmision del virus de la rabia a los humanos a través de los perros aumenta
cuando la densidad de perros supera el umbral de densidaden el que se
mantiene la  rabia canina. Este umbral de densidad hasido estimado
en 4,5 perros/km2 (Knobel y col., 2005).

3.3. SITUACION EN LA REGION

Eliminar la rabia humana transmitida por perros en la Region de las Américas para el
afio 2005 fue una decision tomada por todos los Estados Miembros de la
Organizacién Panamericana de la Salud (OPS) en los afios ochenta. En los dos
decenios que han transcurrido, los resultados confirman los grandes esfuerzos
hechos por los paises (OPS, 2005).

Analizando la tendencia durante el periodo 1990-2003, se observa que la rabia
humana transmitida por las diferentes especies se redujo de 251 casos a 35 (86%)
(Fig 3). Por lo tanto se estima que, en promedio, cada afio dejaron de morir de rabia
18 personas en la Region (3= -17,5). Se puede observar ademas que la rabia
humana transmitida por perros fue la que basicamente presentd esa reduccion,
bajando de 152 a 27 casos anuales. En la rabia humana por animales silvestres, el
75% de los casos se debe a murciélagos, y aunque varido en namero, no presenté
una tendencia (OPS, 2005). De 1990 a 2003, el perro ha sido la fuente de infeccion
en el 65% de los casos humanos notificados en América latina (OPS, 2005).

1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003
Afios

—ill— Rabia humana total Rabia humana por perro
—— Rabia humana por animal silvestre Rabia humana por otra especie
—il— Rabia humana por esp. ignorada o sin informacion

Figura 3: Tendencia de la rabia humana por especie agresora, América Latina,
1990-2003 (Extraido de Organizacion Panamericana de la Salud, 2005.
Eliminacién de la rabia humana transmitida por perros en América Latina:
analisis de la situacion. Washington D.C. PAHO. p 1-71).
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Con respecto a la situacion de los paises mas cercanos, Brasil en el periodo de
1990 a 2003, disminuy6 el numero de casos de rabia humana transmitida por perros
considerablemente, pasando de 39 en 1990 a 14 en 2003. En ese periodo, el perro
fue el animal agresor en 80% de los casos de rabia humana, seguido del murciélago
en 6,5% de los casos. La rabia en éste pais no tiene una distribucién uniforme: la
mitad de los casos ocurren en la region nordeste y todo el sur del pais ha estado
exento de casos humanos desde hace mas de 15 afios (OPS, 2005).

Por su parte, en Argentina en el periodo de 1990 a 2003, la incidencia de la rabia
canina descendio de 57 casos en 1990 a 2 casos en 2001, con un maximo de 101
casos en 1993. En 2002 y 2003 el numero de casos se incrementd debido a la
reemergencia de la rabia canina en algunas ciudades de las provincias de Salta y
Jujuy en la frontera con Bolivia, donde se inform6 de 157 casos en 2003. En 1994,
ocurrié el Ultimo caso de rabia humana transmitida por perros en la provincia de
Tucuman (OPS, 2005).

En Santa Cruz (Bolivia), donde la rabia es endémica y se efectian campafias de
vacunacion gratuita, de 236 sueros analizados de perros vacunados, la proporcion
conun titulo de anticuerpos protectores (valor umbral de 0,5 Ul/ml)fue del
58% [95% intervalo de confianza (IC): 52-65] (Suzuki y col., 2008). Por su parte en
una investigacion en 1987 en Peru so6lo el 3% de 198 perros con 12 meses desde la
vacunacion tenian menos de 0,5 Ul / ml de anticuerpos neutralizantes contra la
rabia, el 87% tenian1,0 Ul /mlo mas. Estos datos demostraron excelentes
resultados obtenidos en condiciones de campo con la vacunacion (Chomel y col.,
1987). Sin embargo en otro trabajo realizado en el 2007 en el mismo pais, luego de
tres meses de una campafa de vacunacion antirrabica, 32% del total de canes
estuvieron protegidos adecuadamente, y el 56% del total no presentaron ningun
nivel de anticuerpos (Lopéz y col., 2007). Otros trabajos en Pera mostraron niveles
de proteccion que variaron entre el 52% y 67% (Rodriguez y Villanueva, 1993;
Valderrama y col., 2004). En Colombia investigaron la respuesta inmunoldgica en
192 caninos entre 3 y 18 meses de edad que recibieron Unicamente la primera dosis
de la vacuna antirrébica, encontrando sélo 24.5% de perros protegidos (Paéz y col.,
2007).

En Brasil (San Pablo y Paulinia), Almeida y col. (1997) analizaron 145 muestras de
canes durante una campafia de vacunacion (vacunados hacia un afio en otra
campafa). Luego de 30 dias analizaron 114 muestras de sangre de los 145 perros
anteriores. Los autores observaron que de los canes provenientes de San Pablo en
la primera muestra, el 26.2% estaba protegido. Porcentaje que aumento a 64.0% en
la segunda muestra extraida luego de 1 mes de la segunda vacunacion. En Paulinia
solo el 25.0% estaban protegidos en la primera muestra. El porcentaje aumentd a
72.7% en la segunda muestra. Por su parte en un estudio también realizado en
Brasil en Campo Grande (MS), de las muestras analizadas extraidas de 333 perros,
170 (51.1%) no estaban protegidos y el restante 48.9% (163 muestras) presentaban
niveles protectores (>0.5 Ul/ml) (Rigo y Honer, 2006).
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3.4. SITUACION EN EL URUGUAY

En Uruguay los primeros casos de rabia canina datan de 1807. Las efectivas
acciones de control desarrolladas por las autoridades sanitarias hicieron posible
declarar al pais libre de rabia en 1960 (OPS, 2005). Cuatro afios después sucede
una epidemia en el pais con 866 animales afectados (77 % en Montevideo) y 3
humanos. El Ultimo caso de rabia humana en Uruguay fue en 1966 y el Ultimo caso
de rabia canina ocurri6 en 1983 en Rocha (OPS, 2005). En el afio 2007, se
diagnosticé por primera vez rabia paresiante en herbivoros en el departamento de
Rivera, afectando en esa oportunidad a bovinos y equinos de la zona, y la fuente de
infeccién yacia en los murciélagos (Vitale y col., 2008). En el departamento de
Rivera, en el afio 2008 se hace el primer diagndéstico de Rabia en murciélagos no
hemat6fagos. Por su comportamiento migratorio y sinantropico, es probable que
éstos lleguen a estar en contacto con perros (Gonzalez y col., 2009).

Para reforzar las acciones de control, las autoridades nacionales crearon en 2001, a
través de decreto, la Comision Nacional de Vigilancia y Prevencion de la Rabia y de
los Accidentes por Mordedura de Animales. Con la finalidad de mejorar la vigilancia
de la rabia y la denuncia de los accidentes por mordedura, en la actualizacion del
Cddigo Nacional sobre Enfermedades y Eventos Sanitarios de Notificacion
Obligatoria, efectuada en el afio 2004, se han incluido como de notificacion
obligatoria tanto la rabia animal como las personas mordidas (OPS, 2005).

En el Uruguay, si bien se recomienda la vacunacion en perros y gatos a nivel
veterinario, la misma no es obligatoria, siendo esta una practica limitada que no
cubre a todos los animales que pudieran estar expuestos al virus, y las
revacunaciones en los animales vacunados pueden no realizarse en la forma que
corresponde. No existen controles oficiales que se realicen a los animales para
saber si realmente estan protegidos contra la enfermedad, no existiendo
antecedentes de estudios sobre la cobertura de vacunacion ni del estatus
inmunoldgico en las especies que configuran el mayor riesgo para la Salud Publica.

3.5. TRANSMISION DE LA ENFERMEDAD

Los huéspedes animales que mantienen el virus rabico en la naturaleza son los
carnivoros y los quirépteros. Los herbivoros y otros animales no mordedores, los
roedores y los lagomorfos no desempefian ningun papel como reservorios. El perro
es el principal vector de la rabia urbana y es el responsable de mas del 95% de
todos los casos de rabia humana en el mundo (Acha y Szyfres, 2003).

Aunque hay varias vias de trasmision del virus de la rabia, la infeccion natural con
mas frecuencia se produce a través de mordeduras (Dietzschold y col., 2008). La
infeccion se transmite de un perro a otro y del perro al hombre y a otros animales
domésticos por medio de ésta via. El virus aparece en saliva a los 2, 3y a hasta 13
dias antes del comienzo de la enfermedad y la eliminacién del agente por esa via
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puede continuar hasta la muerte del animal. No todos los perros infectados eliminan
el virus por saliva y en consecuencia algunas mordeduras no son infectantes. Se
estima que cerca del 60 al 75% de los perros rabiosos eliminan el virus por saliva
(Acha y Szyfres, 2003). El riesgo de transmision aumenta cuando la mordedura se
produce en la cara, el cuello o las manos y disminuye cuando se trata del tronco y
extremidades inferiores (Acha y Szyfres, 2003).

Se ha demostrado que el virus también puede penetrar por conjuntiva y otras
mucosas (Anderson y col., 1984). Pero los casos donde la fuente de infeccién fueron
abrasiones, rasgufios o lamedura de heridas y no mordeduras, son raros (Fishbein y
Robinson, 1993).

Han sido descritos casos donde la trasmision de la rabia ocurri6 a través del
contacto con carne de animales infectados (Crandell, 1991; Tariq, 1991). Por
ejemplo en China, existen casos de rabia humana reportados donde aparentemente
el virus fue contraido a partir de la ingestion de carne de perros infectados. Esta ruta
de trasmision ha sido documentada en animales anteriormente (Abdussalam y
Botton, 1974; Kureishi y col., 1992).

Finalmente, se ha sugerido la transmision del virus exhalado o excretado como
forma de propagacion entre animales en colonias de murciélagos (Huck y col., 1969;
Gibbons, 2002). Existen casos reportados de rabia en humanos trasmitidos por
aerosoles en accidentes de laboratorio (CDC, 1972; CDC, 1977) y en contacto con
grandes colonias de murciélagos (Constantine, 1962; Davis y col., 2007).

3.6. PATOGENIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA RABIA CANINA

La entrada del virus de la rabia se produce a través de heridas o por contacto directo
con las mucosas, no pudiendo atravesar la piel intacta (WHO 2004). El virus de la
rabia al ser inoculado por via subcutanea o intramuscular, como sucede en las
mordeduras, se replica en forma local en los miocitos que amplian la diseminacion a
las uniones neuromusculares y ejes neurotendinosos. Puede persistir y replicarse en
el sitio de la inoculacion durante un periodo variable de horas a semanas (Charlton y
Casey, 1979; Charlton y col., 1987; Green y Dreesen, 1993). Durante el periodo de
incubacion, el virus puede residir enla periferia, puede permanecer
secuestrado dentro de las neuronas o puede persistir en los macréfagos (Ray y col.,
1995).

Se disemina por flujo retrogrado (centripeto) del lugar de inoculacién al sistema
nervioso central por el axoplasma de los nervios periféricos (WHO 2004). El virus
puede replicarse en el tejido muscular (Murphy y col., 1973; Charlton y Casey, 1979;
Fekadu y col., 1992) antes de avanzar en el tejido nervioso periférico a través de las
conexiones neuromusculares. La mortalidad puede reducirse drasticamente cuando
los miembros infectados se cauterizan o son amputados (Baer y Cleary, 1972). Los
periodos de transporte al sistema periférico en los perros infectados y en humanos
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por lo general requieren un minimo de 21 dias, pero esto depende de la edad del
individuo mordido, grado de inervacion del sitio de la mordida, distancia del punto de
inoculacién a la médula espinal o al cerebro, cepa y cantidad de virus que se
introdujo, tratamiento posexposicion, etc (Green y Dreesen, 1993). Después de la
entrada al nervio periférico, el virus se mueve dentro de los axones hacia el SNC a
una tasa estimada de 3 mm/h (Murphy y col., 1973; Tsiang, 1978). Luego que el
virus inicia su avance en el sistema nervioso central, por lo general en médula
espinal, su progreso al cerebro es rapido. La diseminacion interneuronal
corresponde al avance de los signos clinicos (Green y Dreesen, 1993). El
neurotropismo es la principal caracteristica asociada a la infeccion natural, con la
replicacion viral casi exclusivamente restringida a las neuronas (Harrison y Murphy,
1978; Watson y col., 1981; Lentz y col., 1982). La infeccion se disemina y afecta las
neuronas contralaterales y asciende en forma bilateral en la médula espinal o tallo
cerebral al prosencéfalo, tal vez por la via del liquido cefalorraquideo (LCR)
(Schneider, 1975; Green y Dreesen, 1993). El dafio a las neuronas motoras causa
lesiones progresivas en los nervios motores bajos que a cambio producen la
pardlisis flacida tipica de la enfermedad y paralisis ascendente. La respuesta inmune
del huésped puede acentuar la inflamacion y degeneracion del tejido nervioso. Una
vez que el virus llega al cerebro, se extiende centrifugamente a una variedad de
organos.

La difusion a las glandulas salivales por los pares craneanos, representa la ultima
fase de la infeccion e indica dafio cerebral. Esto es importante para la transmision de
animal a animal y del animal al hombre. El virus puede encontrarse en las glandulas
salivales de la mayoria de los zorros, mapaches, zorrillosy los perros infectados
(Winkler, 1975; Charlton y col., 1984; Winkler y col., 1985; Baer y Wandeler, 1987,
Green y Dreesen, 1993). Gran parte de los virus se multiplican enlas células
acinares mucogénicasy se liberan en la saliva por el flujo de secrecion normal
(Murphy, 1985). En las glandulas salivales se han comprobado titulos viricos mas
altos que en el cerebro y también se han hallado titulos altos en los pulmones (Acha
y Szyfres, 2003). Esto indicaria que el agente puede multiplicarse fuera del sistema
nervioso central. En la mayoria de los casos, la eliminacion por la saliva se inicia con
el comienzo de la enfermedad, pero en muchas especies se ha comprobado la
aparicion del agente antes de que se manifestaran los sintomas clinicos. En perros
se pudo detectar el virus de 1 a 3 dias antes de manifestarse la enfermedad y en
algunos casos con 14 dias de anterioridad (Acha y Szyfres, 2003).

La infeccidn clinica por el virus de la rabia se divide en forma clasica en tres etapas
principales: prodrémica, furiosa y paralitica (Lackay y col., 2008). La fase prodrémica
en perros dura por lo general de 2 a 3 dias y se observa aprension, nerviosismo,
ansiedad, aislamiento y fiebre variable. Hay dilatacion pupilar con o sin pesadez
palpebral o reflejos cornéales (Green y Dreesen, 1993). En la etapa furiosa los
perros se muestran con un cambio de conducta: se esconden en rincones 0scuros o
muestran una agitaciéon inusitada y dan vueltas intranquilos. Los perros se vuelven
peligrosamente agresivos, con tendencia a morder objetos, animales y al hombre,
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incluso se muerden a si mismo infligiéndose graves heridas. La salivacion es
abundante ya que el animal no deglute la saliva debido a la paralisis de los musculos
de deglucién, y hay una alteracién del ladrido por la pardlisis parcial de las cuerdas
vocales, con un aullido ronco y prolongado (Acha y Szyfres, 2003). En la fase muda
o paralitica se observa pardlisis de los nervios motores posteriores que suele
progresar del sitio de la herida hasta afectar todo el SNC (Green y Dreesen, 1993).
El curso de la enfermedad se extiende de 1 a 11 dias. En la fase terminal de la
enfermedad, con frecuencia se pueden observar convulsiones generalizadas y luego
incoordinacion muscular y paralisis de los musculos del tronco y de las extremidades
(Acha y Szyfres, 2003). La clasificacién en prodrémica, furiosa y paralitica muchas
veces no se logra ver, ya que el progreso de la infeccién es variable y con frecuencia
se ven signos atipicos. No todos los animales sufren todas las etapas clinicas y se
describen infecciones subclinicas, cronicas y recuperaciones (Green y Dreesen,
1993).

3.7. IMPORTANCIA EN LA SALUD PUBLICA

Alrededor de 55000 personas mueren cada afio debido a la rabia urbana, y son mas
de 3 billones los que se encuentran en riesgo de infeccion con el virus en mas de
150 paises. Mas del 99% de todas las muertes humanas por rabia ocurren en paises
en desarrollo y la enfermedad no ha sido controlada en la mayoria de los paises
afectados. Un factor importante en el bajo nivel de compromiso politico para el
control de la rabia es una falta de datos precisos sobre el verdadero impacto de la
enfermedad en la salud publica. Se sabe que el nimero de muertes humanas
reportadas oficialmente en los paises en desarrollo subestima la verdadera
incidencia de la enfermedad (WHO 2004) al igual que los mas de 27000 casos de
rabia animal que se informan anualmente en el mundo. Se sabe que la cantidad
estimada de casos reales es mucho mayor (Zeidner, 1990).

La mayoria de las muertes humanas (mas del 90%) son debidas a transmision
desde perros infectados, siendo un 30-60% de las victimas de mordeduras de
perros, menores de 15 afios (OPS, 2005) y un 40% de los tratamientos profilacticos
posexposicion se administran a nifios de 5 a 14 afos, siendo en su mayoria varones
(OMS, 2010). A pesar del desenlace fatal de la enfermedad, la rabia se mantiene en
las ciudades por la presencia de una porcion importante de perros susceptibles. La
gran densidad de perros y su alta reproduccién anual son factores importantes en
las epizootias de rabia canina en América Latina (Acha y Szyfres, 2003).

La rabia canina constituye una amenaza potencial para mas de 3300 millones de
personas en Asia y Africa. El mayor riesgo lo corren quienes viven en zonas rurales
donde no hay disponibilidad o facilidad de acceso a las vacunas e inmunoglobulinas
humanas. Los pobres corren mayor riesgo, puesto que el costo medio de la profilaxis
posexposicion tras el contacto con un animal presuntamente rabioso, es de US$ 40
en Africa y US$ 49 en Asia, donde los ingresos diarios medios son de
aproximadamente US$ 1-2 por persona. Se calcula que la rabia causa 20000

muertes al afio en la India (esto significa, aproximadamente 2 de cada 100000
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personas en riesgo); en Africa, la cifra correspondiente es de 24000
(aproximadamente 4 de cada 100000 personas en riesgo) (OMS, 2010).

También estan en riesgo todas las personas con exposicion continua o frecuente o
con un aumento de la probabilidad de exposicién debido a la naturaleza de su
ocupacion o lugar de residencia. Los viajeros que pasen mucho tiempo al aire libre
en zonas rurales de alto riesgo donde el acceso inmediato a la atencion médica
apropiada sea limitado, también se deben considerar en riesgo, con independencia
de la duracion de la estancia. Los nifios que viven en zonas afectadas por la rabia o
las visitan corren un riesgo especialmente alto (OMS, 2010).

Debido al alto costo de las vacunas derivadas de cultivo celular, muchos paises
todavia utilizan las vacunas producidas en ovejas y cabras o ratén lactante. La
estabilidad y el bajo costo de produccion en masa de nuevas tecnologias, como las
vacunas de ADN, hacen que esta pueda ser ideal para los paises en desarrollo
(Lodmell y col., 1999).

3.8. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD

El diagnostico de la rabia sobre la base de criterios clinicos por si sola es dificil y
poco fiable, excepto en humanos cuando existen signos clinicos especificos como
hidro o aerofobia (Rupprecht y Hemachudha, 2004). Algunos cambios caracteristicos
en el SNC incluyen la formacion de cuerpos de inclusion en el citoplasma de las
neuronas (Negri, 1903). Estos cuerpos de inclusion son llamados Corpusculos de
Negriy son masas eosinofilicas que miden de 1la 30 nmde diametro. Los
corpusculos de Negri pueden ser no muy evidentes, y pueden confundirse con otras
inclusiones.

Para aislar el virus de la rabia se recomienda usar células de neuroblastoma murino
(Zanoni y col., 1990), que son mas susceptibles que cualquier otro tipo de células. El
aislamiento en este tipo de células es por lo menos tan eficiente como la inoculaciéon
de ratones y el resultado puede obtenerse en 2 dias en lugar de 10 a 15 dias
necesarios en la inoculacion de ratones (Rudd y Trimarchi, 1989; Acha y Szyfres,
2003). Una vez aislado se puede tipificar con anticuerpos monoclonales (Acha y
Szyfres, 2003). La prueba de eleccibn para el diagndstico de rabia es la
inmunofluorescencia directa en tejidos nerviosos, que resulta rapida, muy sensible y
especifica (Acha y Szyfres, 2003; Lackay y col., 2008; OIE, 2011). Se aflade una
gota de inmunoglobulina purificada, previamente conjugada con isotiocianato de
fluoresceina, a un frotis de tejido cerebral fijado con acetona, a ser posible hecho de
varias partes del tronco encefalico. La inmunofluorescencia proporciona un
diagndstico fiable en el 98—100% de los casos si se usa un conjugado potente (OIE,
2011). Una ventaja de esta prueba es que también se puede realizar mientras el
paciente o animal rabioso esta aun con vida, para esto se utilizan frotis de
impresiones cornéales, raspado de mucosa lingual, tejido bulbar de foliculos pilosos
y corte cutaneos congelados. Sin embargo la sensibilidad de esta prueba en estas
condiciones es limitada. Aunque el resultado positivo confirma el diagndstico, un
resultado negativo no excluye la posibilidad de la infeccion (Acha y Szyfres, 2003).
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La inoculacion intracerebral de ratones para aislar el virus sigue siendo una de las
pruebas més utiles para el diagndstico de la rabia en muchos paises. Se inoculan
intracerebralmente ratones recién nacidos o de 3—4 semanas con un inéculo de
muestra similar y se mantienen en observacion durante 28 dias. Para cualquier ratén
gue muera entre los 5 y los 28 dias después de la inoculacion debe confirmarse la
causa mediante inmunofluorescencia (OIE, 2011). Se recomienda el empleo de
ratones lactantes, ya que son mas sensibles que los animales de mayor edad (Acha
y Szyfres, 2003). La inoculacibn de los ratones con tejido fresco o fresco
homogeneizado es una prueba para confirmar la rabia pero no se usa de rutina en
casos sospechosos (Green y Dreesen, 1993). Esta prueba rinde los mejores
resultados si se combina con la inmunofluorescencia (Acha y Szyfres, 2003). La
OMS y la OIE recomiendan la inoculacion de ratones como confirmacion de
resultados negativos (Koprowski, 1973; Webster y col., 1976; OIE, 2011).

Recientemente se ha desarrollado un test rapido y directo de inmunohistoquimica,
gue es similar a la prueba de inmunofluorescencia directa. Se usan impresiones de
cerebro que son fijadas al 10% de formalina. La sensibilidad y especificidad de esta
prueba es equivalente a la inmunofluorescencia directa (Lembo y col., 2006).

Por otro lado en los paises en desarrollo sigue siendo util el examen microscopico
de los corpusculos de Negri para el diagndstico. Es un procedimiento simple, rapido
y economico, aunque es el método menos sensible. La deteccion de los corpusculos
de Negri mediante las tinciones de Sellers, May-Grinwald, Mann u otra técnica,
asegura el diagndstico, pero no se puede excluir la posibilidad de la infeccidon
cuando no se encuentran esas inclusiones (Acha y Szyfres, 2003). Su
importancia ha disminuido con el advenimiento de nuevas técnicas diagnosticas de
anticuerpos fluorescentes especificas o técnicas de inmunohistoquimica (Knipe y
Howley, 2007).

La reaccion en cadena de la polimerasa transcriptasa reversa (RT-PCR) es un
nuevo método desarrollado para el diagnostico de rabia (Sacramento y col., 1991;
Paéz y col., 2002; WHO 2007). RT-PCR es usado cuando las muestras son de
tamafo pequefo, por ejemplo de saliva y fluido espinal. El ARN viral es amplificado
con primers usualmente disefiados para el gen N, el gen mas conservado en el virus
de la rabia (Lackay y col., 2008). Esta prueba es tan rapida como la
inmunofluorescencia directa y es tan sensible como la inoculacién viral (Macedo y
col., 2006). Si este método se combina con la secuenciacion, se puede utilizar para
la diferenciacion de las variantes del virus de diferentes especies animales
(Sacramento y col., 1991; Tordo y Sacramento, 1996; Crepin y col., 1998).

Las pruebas de neutralizacion de los virus en cultivos celulares son las prescritas
para el comercio internacional y las mas utilizadas para evaluar la respuesta a la
vacunacion de animales. La determinacién de anticuerpos neutralizantes se realiza
mediante la técnica de Inhibicion de Focos Fluorescente (RFFIT) que consiste
brevemente en hacer diluciones seriadas de los sueros 1:5 a 1:625 y enfrentarlos a
una dosis de virus constante. Luego de una incubacion, se agregan una suspension
de células y se incuba a 37 °C. Luego las células son tefiidas por la técnica de
inmunofluorescencia directa y observadas al microscopio de fluorescencia. Los
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resultados se expresan en Unidades Internacionales o en unidades equivalentes
relativas a un antisuero estandar internacional (OIE, 2011).

Por ultimo, el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), es otra técnica
que fue desarrollada inicialmente para la valoracion de anticuerpos. La técnica fue
aplicada luego a la cuantificacién del antigeno de la rabia (WHO, 2005). ELISA es
una prueba rapida (aproximadamente 4 horas) que no requiere utilizar virus vivos
para determinar si los perros y gatos vacunados presentan seroconversion. La
sensibilidad y especificidad de cualquiera de los kits usados deberia determinarse
por comparacion con los métodos de neutralizacién virica. ElI ELISA se acepta como
prueba prescrita para el desplazamiento internacional de perros y gatos con tal de
gue se emplee un kit que haya sido validado y aceptado por el Registro de la OIE
como adecuado a esos propositos (OIE, 2011). Estas técnicas son también Utiles
para el seguimiento en las campafias de vacunacién en poblaciones de animales
silvestres siempre que el kit empleado se haya validado para la especie silvestre
estudiada (OIE, 2011).

En cuanto al tratamiento, la administracion eficaz de inmunoglobulinas poco después
de la exposicion (en los dias siguientes, y cuanto antes mejor), puede prevenir la
aparicion de sintomas y la muerte. La prevencion posexposicion consiste en el
tratamiento local de la herida, la administracion de inmunoglobulina antirrabica (si
esta indicada) y la vacunacion inmediata (Johnson y col., 2010).

Un medio de proteccion eficaz consiste en eliminar el virus de la rabia del lugar de la
infeccion con métodos quimicos o fisicos. Por consiguiente, resulta muy importante
proceder rapidamente al tratamiento local de todas las mordeduras y arafiazos que
puedan estar contaminados por el virus de la rabia. Los primeros auxilios
recomendados consisten en el lavado inmediato y concienzudo de la herida durante
un minimo de 15 minutos con agua y jabdn, detergente, povidona yodada u otras
sustancias que inactiven al virus de la rabia (OMS, 2010).

3.9. RESPUESTA INMUNE DEL HOSPEDADOR

La virulencia del virus de la rabia depende de varios factores, tales como su
capacidad para evitar la muerte prematura de las neuronas infectadas y su
propiedad de evadir la respuesta inmune (Chopy y col., 2011).

Diferentes mecanismos han sido propuestos para explicar una deficiente respuesta
inmune (Johnson y col., 2010). El bajo nivel de respuesta que a menudo se ve en
victimas de la rabia es desconcertante, ya que no se puede explicar por una débil
inmunogenicidad de los antigenos. De hecho, la proteina G y la nucleocapside son
potentes antigenos cuando se administra por via parenteral (Dietzschold y col.,
2003). La infeccidén en el SNC induce inmunosupresion (Wiktor y col., 1977; Torres-
Anjel y col., 1988; Camelo y col., 2001), limitando la infiltracién de linfocitos T hacia
el sistema nervioso (Roy y Hooper, 2008) y la hermeticidad de la barrera
hematoencefalica permanece cerrada (Phares y col., 2006; Roy y Hooper, 2007).
Estas son algunas de las explicaciones para el bajo grado de respuesta inmune
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frente a la rabia en pacientes humanos o animales. Ademas se ha propuesto que el
virus de la rabia utiliza una estrategia que incluye la destruccion de células T CD8
migratorias a través de la sobre expresion de proteinas inmunoevasivas como B7-H1
(Baloul y col., 2004; Lafon, 2004; Lafon, 2008). La B7-H1 (también conocida como
PD-1 ligando y CD274) es interferén (IFN) inducible y se expresa por lo general por
las células inmunes, que contribuye a la proliferacion, la produccion de citoquinas y
la actividad citolitica (Schreiner, 2004; Greenwald y col., 2005; Chopy y col., 2011).

Durante su migracion por el sistema nervioso, el virus de la rabia activa el sensor
inmune innato RIG-lI y probablemente también el MDA-5 (Hornung, 2006; Faul,
2010), induciendo la produccion de IFN tipo | y respuestas inflamatorias en las
células infectadas, lo que podria ser responsable de un ambiente desfavorable para
el virus y desencadenar una respuesta inmune eficiente (Faul, 2010). Como la
mayoria de los virus, la rabia ha desarrollado una estrategia para contrarrestar el
efecto antiviral del IFN tipo | (Ito, 2010; Masatani, 2010). A pesar de todos estos
mecanismos y de la respuesta inmune generada, el virus infecta con éxito el sistema
nervioso (Chopy y col., 2011).

El virus de la rabia es conocido por su marcada sensibilidad al IFN y por lo
tanto debe codificar los mecanismos que impiden la expresion del
mismo. Recientemente se a atribuido esto a la actividad de la proteina P (Brzozka y
col., 2005; Finke y Conzelmann, 2005). Hay muy poca informacion disponible sobre
la respuesta inmune en los animales infectados de forma natural (Nandi y Kumar,
2010). No es seqguro si la saliva del animal rabioso juega un papel inmunomodulador
gue permite al virus eludir la respuesta inmune del huésped, pero las glandulas
salivales y homogeneizados de cerebro han demostrado ser inmunosupresores
(Nandi y Kumar, 2010).

Los estudios experimentales han demostrado que la respuesta inmune y la
inmunosupresion son posibles en gran medida influenciada por la cepa, la dosis y
via de inoculaciéon (Nandi y Kumar, 2010). En ratones que fueron expuestos a la
infeccion, los anticuerpos especificos del virus se detectaron por primera vez a los 4
a 6 dias después de la infeccién experimental, alcanzando los niveles maximos dos
semanas después de la infeccion (Lodmell y Ewalt, 2004). En humanos la respuesta
inmune no es detectable hasta 7-10 dias después de la aparicion de los signos
clinicos (Hattwig y Gregg, 1975). En los animales que sobreviven a la infeccion los
titulos de anticuerpos se mantienen altos, mientras que en los ratones que murieron
se aprecia una deplecion de células By T en el bazo y en el timo (Tuffereau y col.,
1989; Nandi y Kumar, 2010).

La infeccion experimental en ratones transgénicos (deficientes en células T) ha
demostrado que la rama celular del sistema inmune es muy importante. Lo mismo
sucede tras la vacunaciéon en el hombre, a través de ensayos de proliferaciéon de
linfocitos in vitro (Woldehiwet, 2002). La respuesta inmune mediada por células, se
puede detectar durante un periodo prolongado después de la vacunacion (Nandi y

23



Kumar, 2010). Los linfocitos T citotoxicos y células T helper especificos para
epitopes de la glicoproteina viral o ribonucleoproteina del virus, se han detectado en
la sangre periférica de animales infectados y en seres humanos vacunados (Nandi y
Kumar, 2010). Los ratones que son naturalmente resistentes a los virus de la rabia,
se vuelven susceptibles si hay un agotamiento de las células CD4+, pero la
deplecién de las células CD8+, no muestra ningun efecto (Perry y Lodmell, 1991).

Los anticuerpos inducidos por la vacunacion, especialmente aquellos con actividad
neutralizante, desempefian un papel destacado en la defensa inmune contra la
infeccién (Hooper y col., 1998). En raras ocasiones la inmunidad también puede
ser adquirida de forma natural después de multiples exposiciones al virus (Follmann
y col., 1994). La proteina G representa el tnico antigeno que induce y reacciona
con anticuerpos neutralizantes del virus y es capaz de conferir inmunidad frente
a un desafio letal de la infeccion (Cox y col., 1977; Dietzschold y col., 2008). La
capacidad de inducir anticuerpos depende de la estructura intacta secundaria y
terciaria de la proteina G (Dietzschold y col., 1982; Wunner y col., 1985).

Por otro lado, el complejo RNP demostro ser el antigeno capaz de inducir una
respuesta de células T CD4+ que pueden aumentar la produccion de anticuerpos
neutralizantes a través del reconocimiento de antigenos intraestructurales. El
complejo RNP desempeiia un rol importante en el establecimiento de la memoria
inmunoldgica y la inmunidad de larga duracién (Dietzschold y col., 2008). Un
hallazgo interesantes es que las células T citotOxicas no parecen desempefar un
papel en la proteccion y la realidad puede ser perjudicial para el huésped (Johnson y
col., 2010).

3.10. VACUNACION Y NIVELES DE ANTICUERPOS PROTECTORES

La vacunacion es la estrategia de control mas importante para interrumpir la
circulacion del virus en la poblacion canina (OPS, 2005). Muchas vacunas eficaces
contra la rabia canina se encuentran disponibles y la observacion empiricay de
modelos de transmision de la rabia indican que puede ser erradicada si el 70% de la
poblacién de perros fue vacunada varias veces (Coleman y Die, 1996; Kayali y col.,
2003). La rabia canina, y en consecuencia la exposicion humana a la rabia, puede
controlarse mediante la vacunacion masiva del reservorio animal cuando los duefios
de los perros estan dispuestos a cooperar. Sin embargo, los perros inaccesibles sin
duefios, reducen la cobertura de vacunacion lograda en las campafas de
vacunacion parenteral (Kayali y col., 2003). La eliminacion de estos animales para
reducir la poblacion de vectores, ya no se recomienda como una estrategia contra la
rabia por la OMS (WHO, 1992; Kayali y col., 2003), debido a que disminuye la
inmunidad de grupo (Matter y col., 1995). En América Latina se vacunan anualmente
cerca de 44 millones de perros (en 2003 se vacunaron 43.616.634 perros). Gran
parte de este niumero de animales vacunados corresponde al Brasil (17 millones) y
México (16 millones), que son los paises con mayor poblacién canina en la region y
tienen excelentes coberturas vacunales (Fig 4). La recomendacion establecida en
los afios ochenta por el Programa Regional para la Eliminacion de la Rabia era
vacunar a 80% de la poblacién canina estimada (OPS, 2005).
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" A UNIDADES SIN CIRCULACION DE V1 Y V2 POR MAS DE 10 ANOS
\ O UNIDADES CON CASOS CANINOS

80 - 100%
79 - 60%
B 59-40%
B <%
NO VACUNAN
SIN INFORMACION

Figura 4: Cobertura de la vacuna en América Latina 2001-2003. (Extraido de
Organizacion Panamericana de la Salud, 2005. Eliminacion de la rabia humana
transmitida por perros en América Latina: analisis de la situacion. Washington D.C.
PAHO. p 1-71)

El virus de la rabia ha sido agrupado en virus calle y en virus fijo. El virus calle es
derivado del que existe en la naturaleza, en los casos de origen natural y el virus fijo
son cepas del virus que ha sido adaptado por varios pasajes intracerebrales en
conejos de laboratorio. Las cepas de virus fijo son las utilizadas en la produccion de
vacunas (Nandi y Kumar, 2010). Las vacunas convencionales utilizadas actualmente
parala vacunacion de seres humanos, animales domésticos y animales de vida
libre se derivan del virus fijo de genotipo 1 y del serotipo 1. Esas vacunas ofrecen
una proteccion excelente contra el virus dela rabia clasico, pero no puede
conferir una buena proteccion contra el serotipo 2, 3, 4 y 6 (Hanlon y col., 2005;
Nandi y Kumar, 2010).

Los principios que rigen la preparacion de las vacunas inactivadas contra la rabia
son idénticos a los vigentes para las que se usan en humanos o en animales,
aunque en las vacunas para animales se puede afadir adyuvantes (OIE, 2011).
También resultan eficaces las vacunas recombinantes (por ejemplo, glicoproteina
recombinante del virus de la rabia expresada en poxvirus) (Kieny y col., 1984;
Brochier y col., 1991). Las vacunas vivas y las recombinantes son eficaces en los
animales por via oral y pueden distribuirse en cebos para inmunizar animales
salvajes (o domésticos). Las mismas deben proporcionar una proteccion inmunitaria
durante al menos 1 afio (OIE, 2011).
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Para evaluar la respuesta inmune generada por estas vacunas, las técnicas mas
empleadas actualmente son la Rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) y
algunos kits comerciales de ELISA, avalados por la OIE. Segun recomendaciones de
la OMS, se considera que un titulo minimo de anticuerpos de 0,5 Ul por ml
representa un nivel de inmunidad que se corresponde con la capacidad de
proteccién frente a la infeccion por la rabia (WHO, 1985; OIE, 2011). Se recomienda
vacunar al animal cuando es jovenpero con nomenos de 3
meses de edad en el caso de los perros (Nandi y Kumar, 2010). La vacunacién
primaria puede serde una sola inyeccion (vacunas vivas atenuadas) o dos
inoculaciones de 1 mes de separacion. Luego las vacunas son de periodicidad
anual, semestral o administradas cada 3 afios para aumentar su inmunidad en
funcion de la eficacia de la vacuna (Hanlon y col., 2005).

En Uruguay las vacunas de rabia autorizadas en caninos y felinos son inactivadas,
por razones de seguridad. Estas pueden adquirirse en el mercado interno como
vacunas monovalentes o como vacunas polivalentes. Las vacunas monovalentes
contienen solo el virus inactivado de la rabia, mientras que las vacunas polivalentes
vienen con un componente liofilizado y otro en suspension, que al momento de
administrar, antes se debe reconstituir. EI componente liofilizado presenta cepas
atenuadas de hepatitis, Distemper y Parvovirus canino. El componente en
suspension contiene virus inactivado de rabia y algunos serovares de Leptospira.
Todas las marcas comerciales de vacunas utilizadas son elaboradas a partir de virus
inactivado de la Rabia, cepa Pasteur (V.P.) o cepa V.P-12. La mayoria son
propagadas en células BHK21, inactivadas con etilienimina binaria (BEI), purificadas
y concentradas por filtracion molecular y adsorbida en gel de hidréxido de Aluminio.
La dosis utilizada en cualquiera de ellas es de 1 ml por animal que equivale a una
potencia de 1 U.l por animal. La dosificacion varia si la vacuna es monovalente o
polivalente. Para las vacunas monovalentes se debe dar una dosis a las doce
semanas de edad de vida del animal. Revacunar a los 21 a 30 dias y luego cada un
afio. Para las vacunas polivalentes se administra el inyectable a partir de los tres
meses de edad y luego cada un afio se revacuna.

411 EFECTOS DE LOS CORTICOIDES SOBRE LA RESPUESTA INMUNE

Los glucocorticoides poseen una potente actividad antinflamatoria e
inmunosupresora, inhibiendo la produccion de factores proinflamatorios como las
prostaglandinas, tromboxanos y leucotrienos (Robinson y Badwey, 2002; Schwiebert
y col., 1996). Inhiben la migracion de leucocitos y la produccion de procolageno y
mucopolisacaridos en los fibroblastos y condrocitos, afectando asi el proceso de
reparacion tisular. Por el efecto en cascada de los glucocorticoides, ellos tienen la
capacidad de modular una amplia gama de procesos antiinflamatorios que son
independientes de la causa original. Sin embargo la inhibicion de estos procesos
inflamatorios, pueden también causar la supresion de las funciones inmunes. Esto
genera una preocupacion importante, ya que las enfermedades infecciosas se
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desarrollan mas frecuentemente durante tratamientos con glucocorticoides como
resultado de una inmunosupresiéon (Matsumoto y col., 2001).

Los corticoides reducen el namero de polimorfonucleares (PMNSs), linfocitos y
monocitos, y disminuyen la capacidad de liberar histamina por parte de los baséfilos
y mastocitos. Reducen también la actividad de los macréfagos y la liberacién de
metabolitos toxicos del oxigeno por lo macréfagos y neutréfilos, inhibiendo también
la sintesis y la secrecion de varias citoquinas como por ejemplo IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, factor de necrosis tumoral (TNF) y GM-CSF. Actdan tanto a nivel de
la respuesta inmune innata como la adaptativa, y tanto en la respuesta humoral y
celular (Schwiebert y col., 1996).

Los neutrdfilos son los leucocitos mas abundantes en sangre y su activa
participacion en la respuesta inmune innata es bien conocida. Sin embargo cuando
los glucocorticoides son usados como parte de una terapia farmacolégica, los
efectos inmunosupresores sobre los PMNs (estudiados tanto in vivo como in vitro)
son considerados indeseables (Yoshida y col., 1997). La accion supresora sobre
estas células varia segun el corticoide utilizado en la terapia farmacologica, pero
esencialmente se ha visto que puede actuar ya sea en el comportamiento migratorio
de los nedutrofilos (Aglas y col., 1997), en la expresion de moléculas de adhesion
(Burton y col., 1995), y en el reclutamiento o interaccion con células del endotelio
vascular (Vainer y Nielsen, 2000). Estos estudios estan basados en ensayos con
glucocorticoides, prednisolona, dexametasona y metil prednisolona, teniendo todos
efectos supresores sobre las funciones de los neutréfilos, dependiendo de la dosis
utilizada (Llewellyn-Jones y col., 1994).

412 EFECTO INMUNOESTIMULANTE DE Escherichia coli y Proponibacterium
granulosum

Los inmunoestimulantes son sustancia de origen biolégico o quimico usadas para
estimular la respuesta inmune. Los efectos buscados estan relacionados
principalmente en producir una respuesta inmune mas intensa y efectiva contra
patégenos. Se utilizan por ejemplo para incrementar la respuesta inmune especifica
celular y humoral, luego de la vacunacién contra agentes especificos. Ademas
también se ha utilizado para disminuir los efectos inmunosupresores producidos por
estrés o patdgenos que interfieren en el funcionamiento del sistema inmune o que
producen infeccién permanente (Quinn, 1990).

El mecanismo de accién de los inmunoestimulantes aun no estan del todo claro,
pero se han comprobado y propuesto varias hipétesis para explicar el
funcionamiento de algunas de estas sustancias. Varias formas de accién de los
inmunomoduladores, estan basadas en la alteracion que producen en la actividad de
las células inmunes, cambios en la expresion genética, procesamiento del RNA
mensajero, transporte intracelular de proteinas, sintesis proteica y la secrecién y
expresion de proteinas en la superficie celular lo cual induce cambios celulares que
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pueden influir en el inicio y regulacion de la respuesta inmune (Quinn, 1990; Pell y
Astonb, 1995). En muchos casos se ha observado que la accion de los
inmunomoduladores esta relacionada con el mecanismo y equilibrio del adenisina-
monofosfato ciclico (CAMP) y la guanina-mono fosfato ciclico (cGMP). Se ha
demostrado que el aumento de los niveles de ¢ AMP inhibe la funcién efectora de los
linfocitos lo que conlleva a una inmunosupresion, mientras que altos niveles de
cGMP promueve un incremento de la actividad de los linfocitos maduros lo que se
traduce en una inmunoestimulacién (Quinn, 1990).

El Propionibacterium granulosum vy los lipopolisacéridos (LPS), solo o combinados,
estan presentes en productos comerciales cuya accion sobre el sistema inmune ha
sido parcialmente estudiada (Gallego-Olivella y col., 1997). Estos compuestos se
han utilizado en especies como el cerdo, disminuyendo los efectos adversos de la
inmunodepresion causada por enfermedades viricas como la enfermedad de
Aujesky y la Peste porcina clésica, asi como para reducir las lesiones, morbilidad y
mortalidad causada por la neumonia enzodtica porcina (Markowska-Daniel y col.,
1993).

El LPS esta compuesto por una cadena de oligosacaridos — polisacaridos y el lipido
A, los cuales son, estructuralmente, similar en todas las especies de bacterias gram
negativas (Sunwoo y col., 1996). Diversos autores han comprobado los efectos que
el LPS produce sobre el sistema inmunitario. Sus efectos inmunoestimulantes
dependen basicamente del lipido A, el cual esta constituido por una estructura de
monosacaridos y disacaridos asi como de acidos grasos (Alving, 1993). El LPS
aplicado parenteralmente, deja rapidamente el torrente sanguineo y se acumula en
los macrofagos donde se unen a su receptor, CD14. Luego se produce la
fosforilacion y activacion de determinada proteina kinasa, asi como el aumento en
los mecanismos de transduccion de sefial, lo que produce la estimulacién de las
funciones de los macrofagos y la secrecion de citoquinas por parte de éstos (Alving,
1993). En medicina humana se ha utilizado el lipido A como adyuvante para
incrementar la respuesta inmune frente a al toxina del colera, Herpes simplex, virus
de Epstein Barr, Plassmodium falciparum y enseria meningitidis (Alving, 1993).
Dentro de los efectos que el LPS produce sobre el sistema inmune, se observa entre
otras cosas que induce la activacién de neutrofilos, macrofagos y células T; actua
como mitdégeno policlonal sobre las células B; estimula la produccion de proteinas de
fase aguda y varias citoquinas (ej. IL-1, TNF-a, factor estimulador de colonias
granulocitos-macréfagos - GM-CSF); activa la expresion de moléculas de adhesion |
(ICAM-I) por parte de macroéfagos, linfocitos, células NK vy fibroblastos duodenales
(Pang y col., 1994;Norimatsu y col., 1995; Singh y col., 2000).

Por otro lado, se ha visto que Propionibacterium granulosum (bacteria gram
positiva), también tiene un efecto inmunoestimulante sobre el sistema inmune,
principalmente participando en la activacion de macréfagos, aumentando el nimero
de fagocitos en bazo, pulmones, higado y nédulos linfaticos. Ademas mejora el
procesamiento y presentacién de antigenos, incrementando la respuesta humoral
tanto dependiente como independiente de los linfocitos T, traduciéndose en un
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aumento significativo de los titulos de anticuerpos, cuando son utilizados como
adyuvante (Roszkowski y col., 1990).

Finalmente, el efecto de la asociacion de LPS - Propionilbacterium granulosum, ha
sido observado tanto in vivo como in vitro en especies como ratones, cerdos y
humanos, generando una respuesta inmune significativamente mayor tanto a nivel
de produccion de citoquinas, como de inmunoglobulinas y en la proliferacion de
linfocitos T y B (Gallego-Olivella 'y col., 1997; Erazo y col., 2001).

4.13 INTERFERENCIA DE LA CIRUGIA SOBRE LAS FUNCIONES DEL SISTEMA
INMUNE

Varias investigaciones han confirmado la induccion de inmunosupresién por la
anestesia general y cirugias tanto en animales como en el hombre (Felsburg y col.,
1986; Nakama y col.,, 1990). La excesiva respuesta inflamatoria, junto con una
evidente deficiencia de la respuesta inmune mediada por células siguiendo una
cirugia importante, parece ser la responsable del incremento de las subsecuentes
sepsis encontrada en los pacientes (Angele y Faist, 2002). En vista de esto, la
mayoria de las investigaciones médico-cientificas se han dirigido hacia la evaluacion
de la progresion e inter-relacion de mediadores que se activan o suprimen después
de una cirugia (Angele y Faist, 2002). En la mayoria de los estudios clinicos
realizados, las alteraciones en los parametros inmunes de pacientes siguiendo una
cirugia, han sido evaluadas basandose en las funciones de células de sangre
periférica y niveles plasmaticos de varios mediadores (Angele y Faist, 2002).

En este sentido, se ha observado una falta de reactividad de monocitos circulantes
estimulados con bacterias o endotoxinas luego de la realizacion de cirugias en
pacientes sanos. Esta alteracion de las funciones de los monocitos, ha sido
observada durante al menos tres a cinco dias luego del acto quirdrgico (Haupt y col.,
1998). En contraste, otros estudios han demostrado un aumento de la secrecion de
IL-18 e IL-10 por monocitos estimulados con endotoxinas luego de la cirugia. Las
diferencias en la severidad del trauma quirdrgico, podrian explicar esos resultados
divergentes (Angele y Faist, 2002). En cuanto a la presentacion de antigenos
ejercidas por estas células en el contexto de una respuesta inmune, las
investigaciones realizadas sugieren que existe una depresion en la capacidad de
macrofagos de cumplir esta funcion siguiendo una injuria o cirugia mayor. Esto
consecuentemente provoca ademas una disminucién de la inmunidad mediada por
células, incrementando la susceptibilidad a la infeccion (Angele y Faist, 2002).

Por otro lado, en lo que se refiere a la funcién de los linfocitos T, se han realizado
ensayos tanto in vivo como in vitro, donde se ha observado alteracién en la habilidad
de los linfocitos T para responder contra mitdgenos como Concavalina A y
fitohemaglutinina (Ayala y col., 1994). Se ha observado ademas, que el grado de
depresion de esos linfocitos, estd correlacionada con la complejidad de la cirugia
(Angele y Faist, 2002).
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En lo que se refiere a la funcion de los linfocitos B, se ha observado una significativa
disminucion en la produccion de anticuerpos luego de una cirugia traumatica y
pérdida de sangre (Abraham y Freitas, 1989). En este sentido, una disminucion de
los niveles de inmunoglobulinas en suero, ha sido detectada durante al menos 3 dias
luego de la cirugia (Abraham y Freitas, 1989). Una explicacion de esta deficiente
respuesta de las células B, podria deberse a la disminucién de la produccion de IL-2
por parte de los linfocitos T, que también se ven comprometidos por el acto
quirargico. Como se sabe, las citoquinas de las células T son prerrequisitos para una
adecuada proliferacion de linfocitos B y secrecion de inmunoglobulinas (Angele y
Faist, 2002).

Basado en estos antecedentes, donde se observa un compromiso de la respuesta
inmune en animales sometidos a cirugias, se podria pensar que la vacunacién
durante esta practica en animales, se traduce en fallas en la respuesta
inmunolégica. En este sentido, Miyamoto y col (1994) evaluaron los efectos en la
respuesta inmune pre y post quirdrgica, de vacunas comerciales para caninos contra
varios patogenos. Mediante blastogénesis y deteccion de anticuerpos en suero,
observaron que la cirugia en los animales no alteré significativamente los
parametros inmunolégicos analizados, obteniendo un nivel de proteccion aceptable
en la respuesta inmune contra Parvovirus canino y Distemper canino.

Por otro lado, Taura y col. (1995) sugieren que la vacunacion de perros
inmediatamente antes de la cirugia, posiblemente impida una inmunosupresion
postquirdrgica observada en perros no vacunados, y observan diferencias en cuanto
al protocolo anestésico utilizado, detectando una mayor depresion de la
inmunocompetencia en animales anestesiados con halotano mas que con
Isofluorano.

Mas recientemente, en un trabajo realizado en gatos, que habian sido vacunados
contra la Panleucopenia felina, herpesvirus felino, calicivirus felino y rabia, antes,
durante y luego de la castracion, no se encontraron diferencias significativas en los
titulos de anticuerpos detectados. La esterilizacion realizada durante o cerca de la
vacunacion no perjudicé las respuestas de anticuerpos de los animales. Por lo tanto,
los autores sugieren que los gatos pueden ser vacunados en el periodo
perioperatorio cuando sea necesario, sin que exista interferencia en la calidad de la
respuesta inmune esperada (Reese y col., 2008).
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5. HIPOTESIS

5.1 No existen diferencias significativas del punto de vista de la proteccion obtenida
en perros luego de la vacunacién contra la rabia utilizando vacunas mono y
polivalentes.

5.2 Es eficaz la vacunacion de caninos contra el virus de la rabia durante la
castracion quirurgica.

5.3 El tratamiento con dosis altas de Triamcinolona acetonido en perros, interfiere
en la vacunacién contra la rabia.

5.4 El uso de un inmunoestimulante comercial utilizado para pequefios animales y
que estd basado en células inactivadas de Propionibacterium granulosum vy
Lipopolisacarido de E. coli, produce una respuesta significativamente mejor al ser
aplicado al momento de la vacunacion contra el virus de la rabia.

6. OBJETIVOS
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6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluacion de la respuesta inmune en perros vacunados contra el virus de la rabia
bajo diferentes condiciones inmunoldgicas.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Comparar la respuesta humoral protectora en perros inmunizados contra la rabia con
vacunas mono Yy polivalentes

Determinar la respuesta humoral protectora en animales inmunizados contra la rabia
gue fueron sometidos a cirugia al momento de la vacunacion

Determinar la respuesta humoral protectora en animales vacunados contra la rabia y
tratados simultaneamente con inmunomoduladores.

7. MATERIALES Y METODOS
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7.1. Seleccidn de los animales

Se utilizaron un total de 35 caninos cruzas, clinicamente sanos, ambos sexos, de
entre 1 y 6 afios de edad, desparasitados 15 dias previos al experimento y que no
tenian antecedentes de vacunacion contra el virus de la rabia.

7.2. Drogas vy vacunas utilizadas

Para este experimento se utilizaron marcas de productos reconocidos y disponibles
en plaza. Las vacunas monovalentes utilizadas (vacuna A y vacuna B), contenian
Unicamente el virus de la rabia inactivado (cepa Pasteur originalmente aislada en el
afo 1882). Por otro lado la vacuna C, contenian cepas atenuadas de Parvovirus
canino, Distemper canino, Adenovirus canino y Parainfluenza y la cepa inactivada de
Coronavirus canino. La vacuna B y C pertenecian a una misma marca comercial y
estan indicadas por el fabricante para ser utilizada por separado (vacuna B) o juntas
con la fraccion polivalente (vacuna B y C). En este caso, se utilizé la vacunaBy C
inyectadas en distintos sitios, pero al mismo tiempo en el animal, utilizando la dosis
recomendada por el fabricante y se denominé a ese grupo como “vacuna
polivalente”.

La droga inmunosupresora utilizada en este experimento fue una marca comercial
basada en Triamcinolona acetonido a razén de 0,22mg/kg via subcutanea. La misma
se administro 7 dias previos a cada inmunizacion (dia -7 y dia 23).

El inmunoestimulante utilizado, estaba formulado con extractos de células
inactivadas de Propionibacterium granulosum y Lipopolisacarido de E. coli, y se
administré la cantidad recomendada por el fabricante, en una unica dosis en el
mismo dia que se realiz6 la primovacunacion.

7.3. Variables estudiadas y grupos de ensayos

- Grupo 1 - ocho (8) caninos inmunizados con una vacuna comercial polivalente.
- Grupo 2 - siete (7) caninos inmunizados con una vacuna comercial monovalente.

- Grupo 3 - ocho (8) caninos inmunizados durante la castracion quirdrgica con una
vacuna comercial polivalente.

- Grupo 4 - seis (6) caninos inmunizados con una vacuna comercial monovalente y
sometido a un tratamiento médico con una dosis Unica de 0,22mg/kg de
Triamcinolona acetonido (corticosteroides) 7 dias previos a cada inmunizacion via
subcutanea.

- Grupo 5 - seis (6) caninos inmunizados con una vacuna comercial monovalente y
sometido a un tratamiento médico con 2 ml de un inmunoestimulante comercial
basado en células inactivadas de Propionibacterium granulosum y Lipopolisacarido
de E. coli, aplicado al momento de la primera inmunizacion via subcutanea.

7.4. Plan de inmunizaciéon y toma de muestras
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Los animales del grupo 1, 2, 4 y 5 recibieron dos dosis de vacuna por la via
subcutidnea en un intervalo de 30 dias:

Dia 0 — Primovacunacién

Dia 30 — Revacunacion

El grupo 3 recibié una Unica dosis de vacuna comercial polivalente al momento de la
cirugia (vacunacion intra operatoria)

Se colectaron muestras de sangre sin anticoagulante de la vena cefalica con
mariposas 21G de todos los animales los dias 0, 30, 60 y 120. Las mismas fueron
colocadas en tubos secos y enviadas al laboratorio refrigeradas. Posteriormente,
fueron centrifugadas durante 10 minutos a 1600 g y luego almacenadas a — 20°C
hasta su procesamiento.

Ademas se tomaron muestras de sangre con EDTA el dia 0 en todos los grupos para
evaluar el estado de salud de los animales al inicio del experimento y el dia -7
coincidiendo con los dias que se administraron Triamcinolona acetonido en los
animales del grupo 4. Las muestras fueron procesadas en el laboratorio de analisis
clinicos de la Facultad de Veterinaria realizando recuento diferencial de glébulos
blancos en equipo automatizado con sistema laser (HumaCount — Human
Diagnostics Worldwide) y recuento diferencial mediante frotis sanguineo.

7.5. Rapid fluorescent focus inhibition test (RFFIT) para la deteccidn de anticuerpos
anti-rabicos.

La titulacidon de los anticuerpos anti rabicos fueron realizados en el Instituto Pasteur
de Sao Paulo (Laboratorio de Referencia en la region). La técnica se realiz6
siguiendo las recomendaciones de la OIE (2011). Brevemente, se incubaron los
sueros problemas con 100 FFDs, (dosis formadora de focos en 50% de cultivos) de
virus rabico durante 90 minutos a 37 °C con atmosfera controlada (5% CO,).
Posteriormente se sembraron 2,5 x 10* células/pocillo de la linea BHK (células de
rifdbn de hamster neonato) en placas de 96 pocillos y se incubaron en igual
condiciones por 20hs. Luego se fijaron las células con acetona y se realizé la
Inmunofluorescencia con anticuerpos anti-lgG de perro conjugados a FTIC
(Isotiocianato de Fluoresceina). La reaccion se visualizé en microscopio invertido de
Fluorescencia a 200X y los resultados se expresaron en Unidades Internacionales o
relativas a un antisuero estandar internacional (OIE, 2011).

7.6. Andlisis estadistico de los datos

Los datos fueron analizados mediante un disefio completamente al azar. Los datos
son reportados mediante su media * error estandar (SEM).Para determinar el nivel
de proteccion (>0,5 Ul/ml) y las diferencias entre titulos de anticuerpos entre grupos
en cada dia en particular, se utilizd el Test exacto de Fisher y el Test de Mann
Whitney, respectivamente. El nivel de significancia en ambos test fue de un 95%.

7.7. Comisién de bioética
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El protocolo de experimentacién animal fue aprobado por el consejo de Facultad de
Veterinaria en diciembre de 2013 (expediente numero: 111130-002157-13).

8. RESULTADOS
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- Estado de salud de los animales al inicio del experimento.

Se trabaj6o con un total de 35 animales clinicamente sanos y con buen estado fisico.
Ademés se les realizé a todos al inicio del experimento un hemograma para
corroborar los valores de células sanguineas. En el grupo 4, se tomé ademéas una
muestra de sangre el dia -7, previa la administracion del corticoide. Los promedios
de todos los grupos se pueden observar en la tabla 1.

Tabla 1. Promedio de los valores del hemograma de los animales de los distintos
grupos al inicio del experimento.

Hematocrito Leucocitos Linfocitos Monocitos Eosinéfilos Neutroéfilos

Grupo Dia (%) (10°/1) (%) (%) (%) (%)
1 0 44 13 17 1 2 82

2 0 42 11 20 2 4 75

3 0 31 19 34 1 9 51

4 T 40 15 18 2 2 79

0 43 12 15 4 2 81

5 0 44 12 40 1 3 57

Grupo 1 — Animales inmunizados con vacuna polivalente, Grupo 2 — Animales
inmunizados con vacuna monovalente, Grupo 3 — Animales inmunizados con vacuna
polivalente durante la cirugia, Grupo 4 — Animales inmunizados con vacuna
monovalente durante tratamiento con corticoides, Grupo 5 — Animales inmunizados
con vacuna monovalente e inmunoestimulado al momento de la primovacunacion.
En los animales del grupo 4, se tomaron ademas muestras de sangre para
hemograma los dias -7 previo a la administracion de Triamncinolona acetonido.

- Comparacion de la respuesta inmune en perros inmunizados con vacuna
monovalente vs polivalente.

Para evaluar las diferencias en la respuesta inmune con la utilizacion de vacunas
mono o polivalentes, se dividieron 15 perros en dos grupos distintos: Grupo 1
(vacuna polivalente) = 8 animales y Grupo 2 (vacuna monovalente) = 7 animales. Al
dia 0, los titulos de anticuerpos por la técnica de RFFIT fueron en promedio
0,030.01 Ul/ml (Grupo 1) y 0,02+0.01 Ul/ml (Grupo 2).

En cuanto a los titulos de anticuerpos, en el grupo 1, todos los animales (8/8)
superaron el minimo necesario considerado protector (0,5Ul/ml) al dia 30 post
primovacunacion, con un promedio de 1,75+0.18 Ul/ml. Al dia 60 (32 dias post
revacunacion), el promedio del titulo de anticuerpos en el grupo 1 fue de 2,88+0.73
Ul/ml, habiendo un animal que no superé el nivel minimo exigido para estar
protegido. Finalmente a los 120 dias de la primera vacunacion y 90 dias de la
revacunacion, el promedio del titulo de anticuerpos de este grupo fue de 0,55+0.24
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Ul/ml, habiendo cuatro de siete animales que el titulo de anticuerpos no superé el
minimo para estar protegido.

En el grupo 2, que fueron inmunizados con vacunas monovalentes, al dia 30 post
primovacunacion, el promedio del titulo de anticuerpos fue de 15,97+5.37 Ul/ml,
teniendo todos los animales titulos de anticuerpos superiores a 0,5Ul/ml. En el dia
60 (30 dias post revacunacién), el promedio del titulo de anticuerpos del grupo fue
de 45.45+8.64 Ul/ml y el total de animales superaron 0,5Ul/ml. Finalmente en el dia
120, el promedio del grupo fue de 3,89+0.99 Ul/ml y todos los animales superaron
0,5Ul/ml.

Si bien, no se alcanz6 a demostrar diferencias entre los grupos 1 y 2 en superar el
nivel minimo de proteccion (>0,5 Ul/ml), los titulos de anticuerpos del grupo
monovalente fueron significativamente superiores al grupo polivalente los dias 30, 60
y 120 (P<0,05) (Fig. 5).

Vacuna

60 a Monovalente
Vacuna

40 Polivalente

Titulo anticuerpos antirabicos
(Ul/m 1)

Tiempo (dias)

Fig 5. Titulo de anticuerpos anti-rabicos en caninos inmunizados con vacunas
monovalentes (azul) y vacunas polivalentes (rojo).

- Efecto de la administracién de corticoides previa inmunizacién con vacuna
monovalente contra rabia.

Para determinar si dosis altas de Triamcinolona acetonido, afecta la respuesta a la
vacunacion contra la rabia en perros, se administré 0,22mg/kg a 6 perros a los 7
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dias previo a la primer inmunizacion y 7 dias previos a la revacunacion por via
subcutanea.

Al dia 0, el promedio del titulo de anticuerpos de los animales fue de 0,04+0,01
Ul/ml. Al dia 30 post primovacunacion, todos los animales superaron el nivel minimo
de proteccion y el promedio del grupo fue de 1,41+0.18 Ul/ml. En el dia 60 (30 dias
post revacunacion), el promedio del titulo de anticuerpos del grupo fue de
13,72+4,14 Ul/ml, superando todos los animales (6/6), el minimo exigido para estar
protegido. Finalmente al dia 120, el promedio del grupo fue de 0,21+0,06 Ul/ml, y en
el total de los animales (n=6) los titulos de anticuerpos no superaron 0,5Ul/ml.

Si bien, Unicamente se alcanzaron diferencias a los 120 dias entre los grupos 4 y 2
en superar el nivel minimo de proteccion (>0,5 Ul/ml), los titulos de anticuerpos del
grupo 2 (monovalente) fueron estadisticamente superiores al grupo 4 (con
administracion de corticoides) los dias 60 y 120 (Fig. 6).

Vacuna Monovalente
+ corticoide
= Vacuna Monovalente

Vacuna Monovalente

+ Inmunoestimulante

Titulo anticuerpos antirabicos
(Ul/ml)

Tiempo (dias)

Fig 6. Efecto del tratamiento inmunosupresor e inmunoestimulante en la
respuesta inmune humoral contra la rabia. ElI grupo inmunoestimulado (rojo)
se analiz6 hasta el dia 60.

- Efecto de la utilizaci6bn de un inmunoestimulante comercial administrado
junto con una vacuna monovalente contra rabia.

Se utiliz6 un inmunoestimulante comercial basado en células inactivadas de
Propionibacterium granulosum y Lipopolisacarido de E. coli, administrandose una
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Gnica dosis al momento de la primovacunacion. Al dia 0, el promedio del titulo de
anticuerpos del grupo fue de 0,09U1/mI+0,04 Ul/ml. Al dia 30, el promedio del grupo
fue de 35,58%6,83 Ul/ml y todos los animales (6/6) superaron 0,5Ul/ml. Luego, en el
dia 60, el promedio del titulo de anticuerpos del grupo fue de 50,51+7,30 Ul/ml,
manteniéndose todos con niveles de proteccion. No se obtuvieron muestras para
analizar al dia 120 en este grupo de animales.

Si bien se pudo observar que los titulos de anticuerpos del grupo 5 fueron superiores
al del grupo 2 (vacuna monovalente sin inmunoestimulacion), estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas (Fig. 2).

- Interferencia de la cirugia en la respuesta a la inmunizacion con vacuna
polivalente.

Se evalud la respuesta a la vacunacion contra rabia en perros sometidos (grupo 3) o
no (grupo 1) a una intervencion quirdrgica (esterilizacion) al momento de la
inmunizacién con una unica dosis de vacuna polivalente.

Al comparar los resultados del titulo de anticuerpos del grupo 3 (inmunizados
durante la cirugia) y el grupo 1 (inmunizado sin cirugia), los promedios al dia 30
fueron de 0,83+0,17 Ul/ml y 1,75+0,18 Ul/ml respectivamente. Si bien, no se
alcanzaron diferencias a los 30 dias entre grupos en superar el nivel minimo de
proteccion (>0,5Ul/ml), los titulos de anticuerpos del grupo polivalente fueron
estadisticamente superiores al grupo sometido a cirugia al dia 30 (Fig. 7).

25-

Titulo anticuerpos anti rabicos
(Ul/ml)

@“”@
ﬁiﬁ
q n

Fig 7. Titulos de anticuerpos contra la rabia al dia 30 post vacunacion en
perros inmunizados durante la castracion quirdrgica.

39



- Nivel de proteccion alcanzado en los titulos de anticuerpos en los distintos
grupos de ensayo.

Si bien se evidenciaron diferencias significativas en los titulos de anticuerpos entre
algunos grupos de ensayo, el nivel de proteccion fue suficiente en la mayoria de los
animales de todos los grupos experimentales en el dia 30 post vacunacion (Tabla 3).
No se evidenciaron diferencias significativas en el nivel de proteccion, entre los
grupos comparables segun el tratamiento utilizado.

En el dia 60, los grupos 1, 2, 4 y 5, que habian recibido una segunda dosis de
vacuna al dia 30, el nivel de proteccion fue entre 87 y 100 % segun el grupo
experimental analizado. En el grupo 3, que solo habian recibido una Unica dosis de
vacuna al momento de la castracion quirlrgica, el nivel de proteccion al dia 60 fue
de 0%.

Tabla 2. Nivel de proteccidn contra la rabia en caninos inmunizados bajo distintas
situaciones de inmunomodulacion.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5
Dia ne % ne % n° % n° % n° %
0 0/8 0% or7 0% 0/8 0% 0/6 0% 0/6 0%

30 8/8 100% mr 100% 6/7 85% 5/5 100% 6/6 100%
60 7/8 87% mr 100% 0/8 0% 6/6 100% 5/5 100%
120 3/7 42% 717 100% Nd Nd 0/6 0% Nd Nd

Grupo 1 — Animales inmunizados con vacuna polivalente, Grupo 2 — Animales
inmunizados con vacuna monovalente, Grupo 3 — Animales inmunizados con vacuna
polivalente durante la cirugia, Grupo 4 - Animales inmunizados con vacuna
monovalente durante tratamiento con corticoides, Grupo 5 — Animales inmunizados
con vacuna monovalente e inmunoestimulado al momento de la primovacunacion.
Nd = no determinado.
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9. DISCUSION

Esta tesis tuvo como objetivos principales, abordar algunos aspectos importantes y
de uso préactico para la medicina canina, en lo relacionado a la vacunacion contra la
rabia. Se evalu6 como incide la respuesta inmune contra esta enfermedad, bajo
distintas condiciones de inmunomodulacién. Desde hace mucho tiempo se sabe que
las respuestas inmunes en los animales pueden variar si se utlizan vacunas
polivalentes con cepas de virus vivos atenuados (Strasser y col.,, 2003), si la
administraciéon de las mismas se hace concomitantemente con drogas
inmunosupresoras (ej. corticoides) (Schwiebert y col., 1996) o inmunoestimulantes
(Gallego-Olivella y col., 1997; Erazo y col., 2001) o el estrés inmunolégico que
causan los procedimientos quirurgicos (Felsburg y col., 1986; Nakama y col., 1990;
Angele y Faist, 2002).

Al inicio del experimento se les realizé un hemograma a todos los animales, para
corroborar que se encontraban en condiciones saludables del punto de vista
inmunolégico. Aunque no se evaluo la actividad de cada célula en particular, se
determiné que se encontraban en niveles normales para la especie. Si bien algunos
valores estuvieron levemente fuera de los normales segun la literatura, esto pudo
haber sido debido al hecho de que el experimento fue realizado a campo, con las
posibles interferencias del medio ambiente sobre la salud de los animales. De todas
formas se pudo descartar leucopenias graves que pudieran interferir con la
inmunizacion o parasitosis intestinales (helmintiasis) reflejadas por eosindfilias
severas. La parasitosis, es una causa importante de falla en la vacunacion en perros
por la modulacion que induce estos patdgenos en la respuesta inmune de las células
T, principalmente hacia la poblacién Th2 (MojziSova y col., 2007). Cabe sefalar que
ademas de evaluar los niveles de eosinofilos en sangre, los animales habian sido
desparasitados farmacolégicamente 15 dias previos al inicio del experimento.
Finalmente, el nimero de neutrofilos nos podria estar indicando la presencia de
infecciones graves, sobre todo bacterianas. En este caso, no se observaron en
sangre valores llamativos de esta célula, lo que permite asumir que los animales se
encontraban inmunolégicamente aptos para el inicio del experimento. Por otro lado,
el grupo 4 que recibi6 una dosis alta de triamcinolona 7 dias previos a la
inmunizacién (dia -7), present6 un recuento de leucocitos apenas levemente inferior
al dia 0. Por lo tanto la aplicacion de la droga no indujo una leucopenia importante.
El mecanismo de accion de los corticoides no solo esta relacionado a la disminucién
de células circulantes en sangre, si no principalmente a la actividad de las mismas,
generando una modificacién de la actividad de algunas enzimas, reduciendo la
inflamacion al inhibir la liberacion de las hidrolasas de los leucocitos, previniendo la
acumulacién de macrofagos en los lugares de la infeccion interfiriendo con la
adhesion de los leucocitos a la pared de los capilares, asi como inhibiendo la
liberaciéon de histamina, kininas, leucotrienos y las prostaglandinas entre otras
funciones (Naray col., 1979).
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Al comparar la respuesta a la vacunacion de perros inmunizados con vacuna
monovalente vs vacuna polivalente, se pudo observar que al dia 30, 60 y 120 los
titulos de anticuerpos del grupo inmunizado con la vacuna monovalente fue
significativamente superior (P<0,05) al titulo del grupo inmunizado con la vacuna
polivalente. El 100% de los animales del grupo 2 (vacuna monovalente) estuvieron
protegidos los dias 30, 60 y 120. Sin embargo en el grupo 1 (vacuna polivalente) la
proteccién fue de 100%, 87% y 42% en los dias 30, 60 y 120 respectivamente (Tabla
2). Las diferencias encontradas entre ambos grupos (monovalente vs polivalente),
sobre todo en los dias 30 y 60, pueden obedecer a varias causas. Por un lado, la
inmunosupresion que causan algunos virus incluidos en la vacuna polivalente como
Distemper y Parvovirus canino. Se ha observado que estos virus, modulan la
respuesta inmune del hospedador, pudiendo interferir en la eficacia de las vacunas y
la proteccién inmunolégica obtenida (Strasser y col., 2003). Por otro lado, es
importante sefalar, que en este trabajo, la inmunizacién polivalente que se realizo,
era de una marca de vacuna, donde el componente contra la rabia, comercialmente
viene separado del resto de los demas antigenos, pudiendo ser administrado solo o
junto a la fraccion polivalente, pero en distintos puntos de inyeccion, como se realiz6
en este trabajo. No podemos determinar si las diferencias encontradas se deben a
un problema en la vacuna (vacuna B) independientemente de la administracion
conjunta con la polivalente (vacuna C). En un futuro, se deberia realizar otros
ensayos, donde se aplicara unicamente el componente rabia de la vacuna B, para
comparar con los niveles obtenidos en este trabajo y evaluar si la administracion de
ambas vacunas, genera un efecto negativo en la respuesta contra la rabia. Al
margen de esto, y del punto de vista practico, la aplicacion de ambas vacunas (rabia
y polivalente) al mismo tiempo, es utilizada a menudo en varios paises incluyendo
Uruguay, donde generalmente en la ultima dosis del plan de vacunacion, se incluye
la vacuna de rabia y en las revacunaciones anuales también. Con los resultados del
presente trabajo, se deja de manifiesto la posible interferencia que pudiera existir en
la respuesta inmune contra la rabia, en planes de vacunacion que se administra
junto con vacunas polivalentes. Mas ensayos son necesarios con un namero mayor
de animales, para corroborar estos resultados. Finalmente, en cuanto a la duracion
de la proteccion, en Uruguay y en varios paises, se recomienda la revacunacion
anual contra el virus de la rabia. En este trabajo se siguieron los animales hasta los
cuatro meses. En ese  momento, menos de la mitad de los animales del grupo 1
(polivalente) y la totalidad de los animales del grupo 2 (monovalente), estaban
protegidos. La duracion y la permanencia de los niveles protectores luego de los
cuatro meses (periodo que duré el experimento), deben ser evaluados y no pueden
ser extrapolados a partir de los resultados obtenidos en este trabajo.

Por otro lado, el efecto de los corticoides sobre las funciones del sistema inmune, ha
sido investigado en numerosos experimentos (Llewellyn-Jones y col., 1994; Burton y
col., 1995; Schwiebert y col., 1996; Aglas y col., 1997; Yoshida y col., 1997; Vainer y
Nielsen, 2000; Matsumoto y col., 2001; Robinson y Badwey, 2002). En este trabajo
se analizo la utilizacion de dosis altas de triamcinolona acetonida a razon de
0.22mg/kg aplicado 7 dias antes de cada inmunizacion. Este tipo de terapia se utiliza

en medicina canina en los casos de cuadros alérgicos importantes, donde se desea
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suprimir las funciones del sistema inmune para disminuir la sintomatologia clinica.
Por lo tanto, la vacunacion en los animales que estan siendo tratados con estas
drogas, no esta indicado. Sin embargo algunos autores han demostrado que
animales en tratamiento con altas dosis de Prednisolona son capaces de protegerse
frente al desafio con Distemper canino (Nara y col., 1979), lo que demuestra que no
siempre los tratamientos con corticosteroides impiden una respuesta a la vacunacién
satisfactoria. En el presente trabajo, todos los animales superaron el nivel minimo de
proteccién al dia 30 y 60 post vacunacién, aunque las diferencias encontradas en la
media del titulo de anticuerpos entre este grupo (tratado con triamcinolona) y el
grupo no tratado, fue significativamente diferente (P<0,05) (Fig. 6). Del punto de
vista de la proteccion contra la rabia, el efecto de los corticoides se observdé mas
claramente en el dia 120, cuando ya ningun animal tenia titulos mayores a 0.5Ul/ml.
Estos resultados sugieren que si deseamos vacunar contra la rabia animales que
estén siendo tratados con triamcinolona, se deberia hacer una tercera revacunacion
antes del dia 120.

El uso de inmunoestimulantes en medicina veterinaria con el fin de mejorar la
respuesta a la vacunacién, no es una practica habitual. La activacion de importantes
componentes del sistema inmune luego de la inyeccién de LPS + Propionibacterium
granulosum (inmunoestimulante utilizado en este trabajo), ha sido observado
anteriormente tanto a nivel de células T y B, como de citoquinas e inmunoglobulinas
(Gallego-Oilivella y col., 1997; Erazo y col., 2001). Con estos antecedentes es de
esperar, que el uso de inmunoestimulantes puede mejorar significativamente la
respuesta inmune contra la rabia. En este trabajo si bien en el dia 30 y 60 se
observaron mayores titulos de anticuerpos en los animales inmunoestimulados con
una unica dosis al momento de la primovacunacion, estas diferencias no fueron
significativas, lo que pone en duda la real importancia de este tratamiento para
mejorar los titulos protectores contra la rabia. Quizas la importancia de la
inmunoestimulacion, puede ser en el caso de vacunas con baja inmunogenicidad o
de animales inmunodeprimidos o inmunocomprometidos (Markowska-Daniel y col.,
1993). En este caso la vacuna monovalente generd una respuesta muy buena en
términos de titulos de anticuerpos anti-rabicos, siendo quizas poco probable que esa
respuesta aumentara significativamente por el uso de inmunoestimulantes. Se
deberia profundizar estos resultados, con la aplicacion de inmunoestimulantes
utilizando vacunas polivalentes, donde se observa una respuesta inmune
significativamente menor, causada quizds por la presencia de virus
inmunosupresores como se menciond anteriormente. La duracion de la inmunidad
en el grupo 5 (inmunoestimulados), lamentablemente no pudo ser analizada en el
dia 120. Esto podria generar una diferencia en la respuesta inmune comparada con
los animales no inmunoestimulados (grupo 2), teniendo en cuenta que la activaciéon
de linfocitos de memoria, podria estar incrementada en los animales
inmunoestimulados, lo que se traduciria en una respuesta mas prolongada en el
tiempo.

En cuanto a la vacunacién contra la rabia durante la cirugia, al dia 30 post
vacunacion, 6 de 7 animales (85%) superaron el nivel de anticuerpos minimo
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necesario para estar protegido (0,5Ul/ml), con una media de 0,83%0,17 Ul/ml. Sin
embargo, si se compara este valor con la media del titulo de anticuerpos de los
animales que no habian sido sometidos al estrés quirargico pero si fueron
vacunados con la misma vacuna (1,7+0,18 Ul/ml), este valor es significativamente
mas bajo (P<0,05). Estos resultados demuestran que, aunque en la literatura esta
demostrado que existe un compromiso inmunoldgico causado por el acto quirdrgico
tanto en componentes del sistema inmune innato como adaptativos (Abraham vy
Freitas, 1989, Ayala y col., 1994, Angele y Faist, 2002), la vacunacion contra la rabia
durante la castracién quirargica es eficaz y la gran mayoria de los animales
sobrepasan los niveles de anticuerpos considerados suficientes para estar protegido.
Si bien Miyamoto y col (1994), habian demostrado la eficacia de la vacunacion en
perros sometidos a cirugias, ellos evaluaron la respuesta contra Parvovirus y
Distemper canino, y la vacunacion se habia realizado dentro de los 10 dias previos
hasta el tercer dia posterior a la cirugia. Por otro lado, Reese y col. (2008) evaluaron
la respuesta inmune a la vacunacion contra distintos patégenos incluyendo la rabia,
antes, durante y luego de la cirugia, pero este experimento se realizé en gatos, por
lo que la respuesta podria no ser extrapolable a la especie canina.

La importancia central de los resultados obtenidos sobre vacunacion contra rabia
durante cirugias, radica en la posibilidad de utilizar la vacunacion de perros (al
menos contra la rabia), durante las campafas de castracion masiva que realizan
varios paises, incluyendo a Uruguay. La Comision Nacional Honoraria de Zoonosis
del Ministerio de Salud Publica, podria en un futuro implementar la vacunacion
contra rabia junto con la castracion, teniendo en cuenta que esta es una de las
principales zoonosis que se transmiten del perro al hombre. Si bien Uruguay es libre
de rabia canina desde el afio 1983, la enfermedad en bovinos ha sido diagnosticada
en los dltimos afios en distintos departamentos, y ademas se ha detectado la
presencia de murciélagos positivos en la ciudad de Montevideo y Rivera (Gonzalez y
col., 2009). Esto demuestra que el virus esta circulando en nuestro pais, y la
exposicion de perros a esta enfermedad genera un problema grave para la salud
publica, teniendo en cuenta que mas del 90% de los casos de rabia en humanos, es
transmitida por perros rabiosos. Segun la OMS, la vacunacién de perros y gatos es
la forma mas eficaz de controlar la rabia urbana. Sin embargo en Uruguay, al no ser
obligatoria, la vacunacién se realiza parcialmente, lo que supone un bajo nivel de
proteccion en la poblacién canina susceptible. Sumado a esto, Moreno y col. (2012),
en un estudio realizado con perros vacunados de los departamentos de Montevideo
y Canelones, demostraron que apenas el 36% de los perros vacunados tenian
niveles suficientes de anticuerpos para estar protegidos frente a la exposicion del
virus. Si bien el trabajo no fue realizado con un muestreo estadisticamente
significativo para todos los perros de los departamentos analizados, los autores
alertan que la protecciéon inmunoldgica contra la rabia canina, puede no ser
suficiente en la actualidad. Esta realidad no solo pasa en Uruguay, ya que otros
paises de América latina donde se han realizado trabajos similares, también han
obtenido en algunos casos, bajos niveles de proteccién en poblaciones de perros
vacunados (Lopéz y col., 2007; Paéz y col., 2007; Suzuki y col., 2008).
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En cuanto la duracién de la inmunidad en los perros vacunados durante la cirugia,
en este trabajo se pudo observar que si bien al dia 30 post vacunacion, 6 de 7
animales tenian niveles de anticuerpos suficientes para estar protegido, al dia 60
ninguno sobrepasaba este limite de proteccién (0,5Ul/ml). Esto significa que si bien
la vacunacion fue eficaz durante la cirugia, es necesaria la revacunacion de estos
animales, para lograr una proteccibn mas prolongada en el tiempo. Ademas,
teniendo en cuenta que en este trabajo se evalud la respuesta a la inmunizacion de
caninos inmunolégicamente virgenes, se podria esperar mejores resultados en
titulos de anticuerpos luego de la vacunacién en los casos de animales que ya
hayan recibido vacunas anteriores contra la rabia, y por lo tanto tienen células de
memorias que inducirdn una mayor respuesta a la vacunacion. Finalmente,
investigaciones futuras deberian evaluar ademés la factibilidad de la vacunacion en
perros durante la cirugia contra otros patégenos de interés para la especie, como
pueden ser Parvovirus, Distemper, Coronavirus, Parainfluenza, Leptospirosis, entre
otros.
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10.CONCLUSIONES

La aplicacion de la vacuna contra la rabia en conjunto con otros antigenos,
generaron una respuesta inmune suficiente, pero significativamente menor
gue la vacuna monovalente utilizada.

Los titulos protectores en el grupo inmunizado con la vacuna monovalente, se
mantuvo en todos los animales hasta el dia 120 post vacunacién. En el grupo
inmunizado con vacuna polivalente, al dia 120, apenas un 42% de los
animales tenian titulos mayores o iguales a 0.5Ul/ml (protectores segun la
OMS).

La vacunacién durante la castracidbn quirargica, si bien disminuy6
significativamente la respuesta inmune contra la rabia, no impidié que los
animales respondieran contra la misma. El 85% de los animales, tenian
niveles protectores al dia 30 post vacunacion.

La vacunacion contra la rabia en perros que estaban siendo tratados con
triamcinolona acetonida, fue inhibida parcialmente, aunque se pudo observar
niveles de anticuerpos protectores en el 100% de los perros en los dias 30 y
60.

El uso de una dosis del inmunoestimulante comercial en el dia de la
primovacunacion no generé una respuesta inmune significativamente mas
alta en los animales. Sin embargo, la duracién en el tiempo de la misma no
pudo ser evaluado.
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