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Resumen

Segun la 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 estos animales, mayoritariamente caninos,
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 impor-
tantes. El objetivo de este trabajo fue evaluar la respuesta
inmune humoral contra la rabia en perros con algtn tipo de
“modulacion inmunoloégica” inducida experimentalmente.
Para esto se inmunizaron cinco grupos de perros con vacunas
polivalentes (Grupo 1), monovalentes (Grupo 2), inmuniza-
dos durante la castracion quirtrgica (Grupo 3), que estaban
en tratamiento con Triamcinolona acetonido (corticoides)
durante la inmunizacion (Grupo 4) o que fueron vacunados
simultaneamente con un inmunoestimulante comercial (Gru-
po 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 protegidos
segun la OMS (0.5UI/ml). Sin embargo, se encontraron di-
ferencias significativas (p<0.05) en el uso de vacunas mono
o polivalente, el uso de corticoides al momento de la inmu-
nizacién y en la vacunacion durante la castracion quirtrgica.
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Summary

According to WHO the most effective way to reduce the in-
cidence of annual human rabies, is through vaccination of
dogs and cats, since 90% of human cases are due to bites
mainly from canines infected with the virus. The level of
protection of dogs vaccinated against rabies varies signifi-
cantly between countries of the region. The objective of this
study was to evaluate the humoral immune response against
rabies, in dogs with some kind of “immune modulation”
experimentally induced. Dogs were immunized with poly-
valent (Group 1), monovalent (Group 2) vaccines, and im-
munized during surgical castration (Group 3), dogs treated
with triamcinolone acetonide (steroids) during immunization
(Group 4) or vaccinated simultaneously with a commercial
immunostimulant (Group 5). The results indicate that in all
cases, the majority of animals could exceed the minimum
limit of antibodies to be protected according to the WHO
(0.5UI / ml). However, significant differences (p <0.05) in
the use of mono- or polyvalent vaccines, the use of cortico-
steroids at the time of immunization and vaccination during
surgical castration was found.

Keywords:
rhabdoviridae, protection, canines, vaccines.



Introduccion

La rabia es una grave enfermedad zoondtica que causa en-
cefalitis mortal. La mortalidad humana por rabia se estima
en 55.000 muertes por afio en todo el mundo, y mas del 95%
de las muertes humanas por rabia son causadas por perros
rabiosos (Belotto y col., 2005).

En América Latina el nimero de casos de rabia en perros dis-
minuy¢ significativamente, habiendo casos puntuales regis-
trados en la actualidad; sin embargo y a pesar de eso, la rabia
sigue siendo uno de los problemas mas importantes de salud
publica en este continente. Las regiones que tuvieron mejores
logros en el control de la rabia canina, alcanzaron este sta-
tus por la implementacion de correctos y eficaces programas
de vigilancia y control. Una de las principales medidas de
control en este sentido, es la vacunacion masiva y el control
poblacional de perros. Aunque en muchas zonas urbanas se
ha interrumpido la circulacion del virus de la rabia en per-
ros, las zonas endémicas persisten en varios paises debido a
las deficiencias en la vacunacion y las condiciones sociales y
ambientales en que viven las personas (Meslin y col., 1994;
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, existen algunas controversias
en cuanto a la calidad de la respuesta inmune inducida por
algunas marcas de vacunas y la duracion de la misma en

los animales vacunados. En un trabajo previo realizado en
Uruguay, se determin6 que apenas un 36% de perros con
historia de vacunacion reciente, tenian niveles de protec-
cion contra el virus de la rabia (Moreno y col., 2012). En
este sentido, y con el proposito de buscar alternativas para
mejorar la proteccion inmunoldgica de la poblacion canina,
se evalu6 en el presente trabajo la viabilidad de vacunar
caninos durante la cirugia realizada en las campafias de cas-
tracion masiva. Partiendo de la base que la cirugia genera
estrés para los animales (Nakama y col., 1990), 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
evalu6 como responden los animales segun la formulacion
de la vacuna (monovalente vs polivalente) y si los animales
responden diferente cuando la vacuna es administrada pre-
vio o junto con inmnunomoduladores comerciales (depreso-
res o estimulantes).

Materiales y métodos

Seleccion de los animales

Se utilizaron un total de 33 caninos cruzas, clinicamente sa-
nos, ambos sexos, de entre 1 y 6 afios de edad, desparasitados
15 dias previos al experimento, sin antecedentes de vacuna-
cion contra el virus de la rabia y seronegativos al inicio del
experimento por la técnica de Rapid fluorescent focus inhibi-
tion test (RFFIT).

El protocolo de experimentacion animal fue aprobado por la
Facultad de Veterinaria — UdelaR — Uruguay, en diciembre de
2013 (Exp. N°: 111130-002157-13).

Vacunas y drogas utilizadas
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Para este experimento se utilizaron tres vacunas de marcas
diferentes:

Vacuna A - monovalente conteniendo unicamente el virus de
la rabia inactivado (cepa Pasteur originalmente aislada en el
aflo 1882).

Vacuna B* - monovalente conteniendo Uinicamente el virus
de la rabia inactivado (cepa Pasteur originalmente aislada
en el ano 1882).

Vacuna C* - polivalente conteniendo cepas atenuadas de
Parvovirus canino, Distemper canino, Adenovirus canino y
Parainfluenza y la cepa inactivada de Coronavirus canino.
*Las vacunas B y C pertenecian a una misma marca comer-
cial y estan indicadas por el fabricante para ser utilizada por
separado (vacuna B) o juntas con la fraccion polivalente (va-
cuna B y C). En este caso, se utilizo la vacuna B y C inyec-
tadas en distintos sitios, pero al mismo tiempo en el animal,
utilizando la dosis recomendada por el fabricante y se deno-
mino a ese grupo como “vacuna polivalente”.

Tratamiento con droga inmunosupresora — marca comercial
basada en Triamcinolona acetonido a razén de 0,22mg/kg via
subcutanea. La misma se administré 7 dias previos a cada
inmunizacion (dia -7 y dia 21).

Tratamiento inmunoestimulante — extractos de células inacti-
vadas de Propionibacterium granulosum y Lipopolisacarido
de E. coli, y se administr6 la cantidad recomendada por el
fabricante, en una tinica dosis en el mismo dia que se realizd
la primovacunacion (dia 0).

Variables estudiadas y grupos de ensayos

- Grupo 1 - siete (7) caninos inmunizados con vacuna poliva-
lente (B y C simultdneamente).

- Grupo 2 - siete (7) caninos inmunizados con vacuna mo-
novalente (A).

- Grupo 3 - siete (7) caninos inmunizados durante la castra-
cién quirtirgica con vacuna polivalente (B y C simultanea-
mente).

- Grupo 4 - seis (6) caninos inmunizados con la vacuna mo-
novalente (A) y sometido a un tratamiento con droga inmu-
nosupresora de acuerdo a lo descrito anteriormente.

- Grupo 5 - seis (6) caninos inmunizados con la vacuna mo-
novalente (A) y sometido a un tratamiento inmunoestimulan-
te de acuerdo a lo descrito anteriormente.

Plan de inmunizacion y toma de muestras

Los animales del grupo 1, 2, 4 y 5 recibieron dos dosis de
vacuna por la via subcutanea en un intervalo de 30 dias:

Dia 0 — Primovacunacion

Dia 30 — Revacunacion

El grupo 3 recibi6 una tnica dosis de la vacuna B y C al mo-
mento de la cirugia (vacunacion intra operatoria)

Se colectaron muestras de sangre sin anticoagulante de la
vena cetalica con mariposas 21G de todos los animales los
dias 0, 30, 60 y 120. Las mismas fueron colocadas en tubos

secos. centrifugadas durante 10 minutos a 1600 g v luego
almacenadas a — 20°C hasta su procesamiento.

Deteccion y cuantificacion de anticuerpos anti-rabicos

Para este experimento se utilizo la técnica de Rapid fluo-
rescent focus inhibition test (RFFIT) para la identificacion
de anticuerpos anti-rabicos, realizada en el Instituto Pasteur
de Sao Paulo (Laboratorio de Referencia en la region), si-
guiendo las recomendaciones de la OIE (OIE, 2012). Breve-



mente, se incubaron diluciones seriadas en base 5 (1:5 hasta
1:15.625) de los sueros problemas con 100 FFD, (dosis for-
madora de focos en 50% de cultivos) de virus rabico durante
90 minutos a 37 °C con atmosfera controlada (5% CO,) en
placas de 96 pocillos. Posteriormente se sembraron 2,5 x 10*
células/pocillo de la linea BHK (“Baby Hamster Kidney”) y
se incubaron en igual condiciones por 20hs. Luego se fijaron
las células con acetona y se realizo la Inmunofluorescencia
con anticuerpos anti-rabia conjugados a FITC (Isotiocianato
de Fluoresceina). La reaccion se visualizd en microscopio
invertido de Fluorescencia a 200X y los resultados se expre-
saron en Unidades Internacionales o relativas a un antisuero
estandar internacional.

Analisis estadistico de los datos

Los datos fueron analizados mediante un disefio completa-
mente 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 en-
tre grupos en cada dia en particular, se utilizo el Test exacto
de Fisher y el Test de Mann Whitney, respectivamente. El
nivel de significancia en ambos test fue de un 95%.

Resultados

Referente a la comparacion de la respuesta inmune humoral
en perros inmunizados con vacunas monovalentes y poliva-
lentes, si bien no se alcanzé a demostrar diferencias entre
ambos grupos en superar el nivel minimo de proteccion (>0,5
Ul/ml), los titulos de anticuerpos del grupo 2 (vacuna mono-
valente) fueron significativamente superiores al grupo 1 (va-
cuna polivalente) los dias 30, 60 y 120 (p<0,05) (Cuadro I,
Fig. 1). Ademas, todos los animales del grupo 2 presentaron
titulos de anticuerpos superiores a 0,5 Ul/ml hasta el dia 120,
mientras que apenas un animal del grupo 1 se mantuvo con
ese nivel de proteccion al dia 120.

En cuanto al efecto de la administracion de corticoides pre-
via inmunizacion monovalente contra la rabia (Grupo 4) y
tal como se puede observar en la figura 2, los titulos de anti-
cuerpos del grupo 2 (monovalente) fueron significativamente
superiores al grupo 4 (con administracion de corticoides) los
dias 30, 60 y 120.

Por otro lado, cuando se utilizd un inmunoestimulante co-
mercial que fue administrado junto con la vacuna monova-
lente contra la rabia, aunque se pudo observar que los titulos
de anticuerpos del grupo 5 fueron superiores al del grupo
2 (vacuna monovalente sin inmunoestimulacion), estas di-
ferencias no fueron estadisticamente significativas (Fig. 2).

Finalmente, se evalud la respuesta a la vacunacion contra
rabia en perros sometidos (grupo 3) o no (grupo 1) a una
intervencion quirtirgica (esterilizacion) al momento de la
inmunizaciéon con una unica dosis de vacuna polivalente.
Seis de siete animales respondieron, superando el limite de
anticuerpos para estar protegido (Cuadro I).
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De todos modos, los titulos de anticuerpos del grupo 1 (sin
cirugia) fueron estadisticamente superiores al grupo someti-
do a cirugia al dia 30 (p<0.05) (Fig. 3).

Resumiendo, en lo que se refiere al nivel de proteccion al-
canzado en los titulos de anticuerpos en los distintos grupos
de ensayo, a pesar de que se evidenciaron diferencias sig-
nificativas entre algunos grupos, el nivel de proteccion fue
suficiente en la mayoria de los animales de todos los grupos

(Uliml)

Titulo anticuerpos anti rabicos

Y i

experimentales en el dia 30 post vacunacion. No se eviden-
ciaron diferencias significativas en el nivel de proteccion
entre los grupos comparables, segiin el tratamiento utilizado
y el dia de experimento. En el dia 60, los grupos 1, 2,4y 5
(que habian recibido una segunda dosis de vacuna al dia 30),
el nivel de proteccion fue entre 85 y 100 % segln el grupo
experimental analizado. En el grupo 3, que solo habian reci-
bido una tinica dosis de vacuna al momento de la castracion
quirtrgica, el nivel de proteccion al dia 30 fue 85% y al dia
60 fue de 0% (Cuadro I).

Vacuna
Monovalente

YWacuna
Polivalente

30

60

90 120

Tiempo (dias)

Fig 1. Titulo de anticuerpos anti-rabicos en caninos inmunizados con vacunas monovalente y polivalente. La
linea punteada marca el nivel minimo de proteccion establecido por la OMS (0.5UI/ml).

(Ulmi)

SAdddrFrF+FFEEEEBERERAA FETFFEEEE

Vacuna Monovalente
+ corticoide

Vacuna Monovalente
Vacuna Monovalente
+ Inmunoestimulante

Titule anticuerpos antirabicos

30

60

Tiempo (dias)

Fig 2. Efecto del tratamiento inmunosupresor o inmunoestimulante en la respuesta inmune humoral contra la rabia.
La linea punteada marca el nivel minimo de proteccion establecido por la OMS (0.5Ul/ml).
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Fig 3. Titulos de anticuerpos contra la rabia al dia 30 post vacunacion en perros inmunizados durante la castracion

quirargica.

Discusion

Este trabajo tuvo como objetivos principales, abordar algu-
nos aspectos importantes relacionados a la vacunacion contra
la rabia en la practica veterinaria. Se evaluaron como incide
la respuesta inmune contra esta enfermedad bajo distintas
condiciones de inmunomodulacion frente a 3 diferentes va-
cunas. Desde hace mucho tiempo se sabe que las respuestas
inmunes en los animales pueden variar si se utilizan vacunas
polivalentes con cepas de virus vivos atenuados (Strasser y
col., 2003), si la administracion de las mismas se hace conco-
mitantemente con drogas inmunosupresoras (¢j. corticoides)
(Nara y col., 1979), inmunoestimulantes (Gallego-Olivella y
col., 1997; Erazo y col., 2001) o si se aplican durante una
cirugia con el consecuente estrés inmunoldgico que causan
los procedimientos quirurgicos (Angele y Faist, 2002; Reese
y col., 2008).

Al comparar la respuesta a la inmunizacién de perros con
vacuna monovalente vs vacuna polivalente, se pudo observar
que al dia 30, 60 y 120, 100% de los animales del grupo 2
(vacuna monovalente) estuvieron protegidos. Sin embargo,
en el grupo 1 (vacuna polivalente) la proteccion fue de 100%,
85% y 42% respectivamente. A pesar de que el porcentaje de
proteccion fue el mismo 30 dias luego de la inmunizacion,
los titulos de anticuerpos del grupo inmunizado con la vacu-
na monovalente fueron significativamente superior (p<0,05).
Las diferencias en los titulos de anticuerpos encontradas en-
tre ambos grupos (monovalente vs polivalente), sobre todo
en los dias 30 y 60, podrian deberse a varias causas, siendo
una de ellas la inmunosupresion que causan algunos virus
incluidos en la vacuna polivalente como Distemper y Par-
vovirus canino. Se ha observado que estos virus, modulan
la respuesta inmune del hospedador, pudiendo interferir
en la eficacia de las vacunas y la proteccion inmunologica
obtenida (Strasser y col., 2003). Por otro lado, no pudimos
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determinar si las diferencias encontradas se deben a un pro-
blema en la vacuna (vacuna B) independientemente de la ad-
ministracion conjunta con la polivalente (vacuna C). En un
futuro, se deberian realizar otros ensayos, donde se aplicara
unicamente el componente rabia de la vacuna B, para com-
parar 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 desde el
punto de vista practico, la aplicacion de ambas vacunas (ra-
bia y polivalente) al mismo tiempo, es utilizada a menudo en
varios paises, donde generalmente en la tltima dosis del plan
de vacunacion se incluye la vacuna de rabia al igual que en
las revacunaciones anuales. Con los resultados del presente
trabajo, se deja de manifiesto la posible interferencia que pu-
diera existir en la respuesta inmune contra la rabia, en planes
de vacunacion que se administran junto con vacunas poliva-
lentes. Més ensayos son necesarios con un numero mayor de
animales, para corroborar estos resultados.

En Uruguay al igual que en varios paises, se recomienda la
revacunacion anual de caninos 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 gru-
po 1 (polivalente) y la totalidad de los animales del grupo 2
(monovalente), estaban protegidos. La duracion y la perma-
nencia de los niveles protectores luego de los cuatro meses
(periodo que durd 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 ex-
perimentos (Nara y col., 1979; Schwiebert y col., 1996). En
este trabajo se analizo la utilizacion de dosis altas de triam-
cinolona acetonido 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 im-



portantes, donde se desea suprimir las funciones del sistema
inmune para disminuir la sintomatologia clinica. Por lo tanto,
la vacunacion de los animales que estan siendo tratados con
estas drogas, no estd indicado. Sin embargo, algunos auto-
res han demostrado que animales en tratamiento con altas
dosis de Prednisolona son capaces de protegerse frente al
desafio con Distemper canino, demostrando que no siempre
los tratamientos con corticosteroides impiden una respuesta
satisfactoria a la vacunacion (Nara y col., 1979). En el pre-
sente trabajo, todos los animales superaron el nivel minimo
de proteccion al dia 30 y 60 post vacunacion, aunque las di-
ferencias encontradas en la media del titulo de anticuerpos
entre este grupo (tratado con triamcinolona) y el grupo no
tratado, fueron significativamente diferentes (p<0,05). Desde
el punto de vista de la proteccion contra la rabia, el efecto
de los corticoides se observo mas claramente en el dia 120,
cuando ya ningun animal tenia titulos mayores a 0.5UI/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 con el fin de mejorar la res-
puesta a la vacunacion, no es una practica habitual en medi-
cina veterinaria. La activacion de importantes componentes
del sistema inmune luego de la inyeccion de LPS de E. coli
+ Propionibacterium granulosum (inmunoestimulante utili-
zado en este trabajo), ha sido observado anteriormente tanto
a nivel de células T y B, como de citoquinas e inmunoglo-
bulinas (Markowska-Daniel y col., 1993; Gallego-Olivella y
col., 1997; Erazo y col., 2001). Con estos antecedentes, es de
esperar que el uso de inmunoestimulantes pueda mejorar sig-
nificativamente la respuesta inmune contra la rabia. En este
trabajo si bien a los dias 30 y 60 se observaron mayores ti-
tulos de anticuerpos en los animales inmunoestimulados con
una Unica dosis al momento de la primovacunacion, estas di-
ferencias no fueron significativas, lo que pone en duda el real
beneficio de este tratamiento para mejorar los titulos protec-
tores contra la rabia en animales clinicamente sanos. Quizas
la importancia de la inmunoestimulacion puede ser en el caso
de vacunas con baja inmunogenicidad o de animales inmuno-
deprimidos o inmunocomprometidos. En este caso la vacuna
monovalente genero una respuesta muy buena en términos de
titulos de anticuerpos anti-rabicos, siendo quizas poco proba-
ble que esa respuesta aumentara significativamente por el uso
de inmunoestimulantes. Se deberian profundizar estos resul-
tados, con la aplicacion de inmunoestimulantes utilizando
vacunas polivalentes, donde se observa una respuesta inmu-
ne significativamente menor, causada quizas por la presencia
de virus inmunosupresores como se menciond anteriormente.
En el dia 120, si bien los animales que habian recibido el
inmunoestimulante tenian una media mayor de anticuerpos
(7,88+3,90 Ul/ml) que el grupo control (3,88+0,99 Ul/ml),
esta diferencia no fue significativa (p>0.05). Quizas la ven-
taja del grupo inmunoestimulado, pueda estar en una protec-
ciéon mas duradera en el tiempo, lo que no fue evaluado en
este trabajo.

En cuanto a la vacunacion contra la rabia durante la cirugia,
al dia 30 post vacunacion, 6 de 7 animales (85%) superaron
el nivel de anticuerpos minimo necesario para estar protegi-
do (0,5UI/ml), con una media de 0,8340,17 Ul/ml. Sin em-
bargo, si se compara este valor con la media del titulo de
anticuerpos de los animales que no habian sido sometidos
al estrés quirtrgico pero si fueron vacunados con la misma
vacuna (1,74+0,17 Ul/ml), este valor es significativamente
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mas bajo (p<0,05). Estos resultados demuestran que, aunque
en la literatura estd demostrado que existe un compromiso
inmunoloégico causado por el acto quirargico (Ayala y col.,
1994; Angele y Faist, 2002), la gran mayoria de los anima-
les pueden responder inmunoldgicamente contra la rabia al
ser vacunado durante la cirugia. Sin embargo y para obtener
una proteccion a largo plazo en este caso, se deberia realizar
una segunda dosis de vacunacion, ya que el titulo protector
descendi6 drasticamente al dia 60 post inmunizacion. 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 vacu-
nacion 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 con-
tra distintos patdogenos incluyendo la rabia, antes, durante y
luego de la cirugia, pero su experimento se realizo 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 posi-
bilidad de utilizar el acto quirtirgico para realizar una pri-
mera dosis de vacunacion contra la rabia en perros durante
campanas de castracion masiva. Teniendo en cuenta que para
lograr una proteccion a largo plazo, se deberia revacunar pro-
bablemente al menos una vez mas a estos animales segin
los resultados obtenidos. Con esta estrategia, se podria lograr
en un futuro aumentar la cobertura vaccinal de la poblacion
canina contra esta enfermedad, disminuyendo el riesgo de
contagio para la salud publica a partir de perros infectados.
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