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Resumen

Se analizaron datos de 13,469 muestras de sangre
obtenidas de 10,999 perros y 2,470 gatos analizados
en busca de anticuerpos neutralizantes para la rabia en
el marco de esquemas de viaje de mascotas para
detectar factores Ginicos y combinados que influyen en
los titulos y fallos de los anticuerpos. El periodo de
tiempo entre la vacunacion y la obtencion de la
muestra de sangre se confirmé como una fuente
importante de fracaso en perros con una proporcion
del 23 % a los 4 meses después de la vacunacion
primaria (dosis Unica). Las fallas en perros y gatos
(titulo < 0.5 Ul) se redujeron significativamente
después de la doble vacunacion primaria (2 dosis en
un plazo de 7 a 10 dias), aunque las fallas alcanzaron
niveles comparables en perros tan pronto como 6
meses después de la vacunacion. Por el contrario, el
fracaso después de la vacunacion fue generalmente
inferior al 5% en perros y ausente en gatos despues de
un refuerzo aplicado al menos 12 meses después de la
vacunacion primaria Unica. Diferencias
estadisticamente significativas entre los fallos de las
marcas de vacunas «Rabisin» (1.5 %), «Defensor»
(6.7 %), «Nobivac Rabies» (11.0 %) y «Rabdomun»
(18.2 %) fueron encontrados en perros, pero también
entre los titulos inducidos en gatos. Se encontraron
diferencias significativas entre diferentes razas de
perros con algunas razas pequefias que muestran una
capacidad de respuesta significativamente mayor. En
conjunto, un nuevo régimen para la vacunacién contra
la rabia que consiste en la doble vacunacion primaria
con un breve intervalo de 7 a 10 dias y un refuerzo de
un afio parece ser muy recomendable para perros y
gatos.

Introduccion

Los ensayos de serologia de la rabia por neutralizacion sérica
(Smith et al., 1973; Cliquet et al., 1998) se han vuelto
ampliamente utilizados en perros y gatos después de la primera
introduccion de un esquema de viaje de mascotas

(PETS) en Suecia y Noruega en lugar de las regulaciones
clasicas de cuarentena (Klingeborn y Krogsrud, 1993). Este ha
sido un progreso importante hacia un procedimiento mas
humano para la importacién segura de mas de~Z0
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PETS, la cuarentena fue sustituida por la vacunacion, el control
serolégico de los anticuerpos neutralizantes que se
correlacionan con la proteccion y un periodo de espera antes de
la importacion. El periodo de espera explica la incubacién de
una posible exposicion a la rabia antes de la vacunacion, ya que
una sola dosis no garantizaria la proteccién como tratamiento
postexposicion (Cho y Lawson, 1989; Blancou et al., 1991;
Clark y Wilson, 1996; Mitmoonpitak et al., 2002; OMS, 2005;
OMS, 2007). EI PETS en el RU se establecié en 2000 (Fooks et
al., 2002), seguido por el PETS Europa implementado en Suiza
en 2003 (Bundesamt fiir Veterindrwesen, 2003b) y en Europa
en 2004, respectivamente, y otros esquemas nacionales basados
en los mismos principios (Takahashi-Omoe et al., 2008). En el
marco del modelo sueco/noruego, en el que las pruebas de
anticuerpos neutralizantes de la rabia no deben realizarse antes
de 4 meses después de la Gltima vacunacion contra la rabia, el
caracter de corta duracion de los anticuerpos neutralizantes en
una cierta proporcion de los animales se hizo evidente de
inmediato (Klingeborn y Krogsrud, 1993) y fue confirmado por
varios laboratorios implicados (Cliquet et al., 2003; Mansfield
et al., 2004). La solucion operativa obvia a esto fue una doble
vacunacion primaria en un intervalo corto de 7 a 10 dias, que
también fue adoptada como una recomendacion oficial por las
autoridades suizas (Bundesamt fiir Veterindrwesen, 2003a). A
lo largo de los afios de experiencia practica desde su
introduccion, PETS ha demostrado ser una alternativa segura a
la cuarentena si no se elude por la importacion ilegal (Zanoni y
Breitenmoser, 2003; Cliquet et al., 2005; Equipo francés de
investigacion multidisciplinar, 2008; Eurosurveillance, 2008;
Van Gucht y Le Roux, 2008; Dacheux y Bourhy, 2008). El
objetivo de este trabajo fue identificar y confirmar los factores
de riesgo de fracaso en las pruebas seroldgicas sobre la base de
un gran numero de animales analizados en Suiza, estudiar el
efecto de las vacunas repetidas e identificar posibles
implicaciones para las recomendaciones para los regimenes de
vacunacion contra la rabia en las mascotas.

Animales, Materiales y Métodos
Animales y recopilaciéon de datos

Los datos de 13,469 muestras de sangre tomadas de 10,999
perrosy 2,470 gatos entre el 23 de julio de 1997 y el 26 de junio
de 2009 (12 afios) con informacién completa sobre las variables
obligatorias fueron incluidos en este estudio. Los datos sobre
los animales se recopilaron sobre la base del formulario de
solicitud de serologia de la rabia animal y se almacenaron en
una base de datos de Windows Access®. Aparte de los datos
personales sobre el veterinario y el propietario, se registraron
los siguientes datos epidemiol6gicamente relevantes:
identificacion Gnica del animal (nGmero de microchip o tatuaje),
especie, fecha de recogida de la muestra de sangre, fecha de la
Gltima vacunacion (variables obligatorias para la notificacion),
fecha de nacimiento, sexo, raza, nimero total de vacunas contra
la rabia, fecha de primera vacunacion, nombre (marca) de la
vacuna.

Extraccion de sangre

Los veterinarios obtuvieron muestras de sangre entera sin
anticoagulantes ni sueros de perros y gatos en el marco de los
servicios de diagndstico prestados por el Centro Suizo de Rabia
para la determinacion de titulos de anticuerpos neutralizantes de
la rabia. Estos animales habian sido vacunados contra la rabia
durante diferentes periodos de tiempo antes de viajar
internacionalmente con sus duefios. Los sueros se recuperaron
como sobrenadante de sangre entera coagulada por
centrifugacion a 1,400 g durante 10 min a temperatura
ambiente. Todas las muestras se almacenaron a — 20 °C antes
de la prueba (generalmente dentro de una semana).

Prueba de neutralizacion de la rabia (prueba de
inhibicién rapida del enfoque fluorescente, RFFIT)

Una adaptacion de microtitulacion de RFFIT en bandejas de
cultivo de tejido de microtitulo de 96 pozos se realizd
esencialmente como se describe (Smith etal., 1973; Zalan et al.,
1979). Se utilizé un conjunto de sueros humanos calibrados con
la 2a preparacion estandar internacional para la
inmunoglobulina de rabia (Lyng, 1994) para la determinacion
de la potencia neutralizadora de los sueros de pruebay CVS-11
(Challenge Virus Strain, Cliquet et al., 1998) fue utilizado como
virus de desafio. Los titulos de anticuerpos neutralizantes del
virus (VNA) se calcularon de acuerdo con Spearman-Kaerber
(Spearman, 1908; Kaerber, 1931) extrapolando la dilucién de la
muestra reduciendo el nimero de campos microscopicos
fluorescentes al 50 % y las unidades internacionales (Ul) se
determinaron mediante el control estandar (9.0 Ul/ml).

Evaluacién de datos

El resultado de la prueba se almacené cuantitativamente como
un titulo en unidades internacionales (Ul) y cualitativamente
como insuficiente (<0.5 Ul) o suficiente(= 0.5 Ul) y se utiliz6
como variable dependiente (respuesta) en los andlisis
estadisticos. Las muestras de animales con presentaciones
repetidas se incluyeron una sola vez. Segun el tipo de analisis,
solo se podian analizar subconjuntos de todo el conjunto de
datos con datos completos. Todos los procedimientos
estadisticos se realizaron con el software NCSS 2007 (Number
Cruncher Statistical Systems, Kaysville, Utah, EE. UU.;
Anénimo, 2007). Los intervalos de confianza para las
proporciones (p) y las medias (m) se calcularon como p/m a
1.96 * se(error estandar).

Resultados

Tiempo de pruebas serolégicas después de la vacunacién

Poco después de la iniciacion de los esquemas de viaje de
mascotas (PETS) en lugar de cuarentena en 1994 en Suecia y
Noruega (Klingeborn y Krogsrud, 1993) se hizo evidente que el
periodo de tiempo transcurrido desde la vacunacién a

critico en los fracasos de las pruebas (Sihvonen
Este efecto
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Figura 1: Proporcion de fracaso después de la vacunacion primaria simple o doble de la rabia en perros (a) y gatos (b). La proporcion
de fracaso en la serologia de la rabia (< 0.5 unidades internacionales [UI]) se reduce significativamente en perros después de la
doble vacunacion primaria. Las barras representan intervalos de confianza (CI) del 95 %.

fue més fuerte después de una sola vacunacion primaria contra
la rabia en perros. Por lo tanto, recomendamos hace varios afios
aplicar generalmente un régimen de dos vacunas contra la rabia
en un breve intervalo de 7 a 10 dias (doble vacuna primaria). Si
bien la proporcion de fracaso (titulo < 0,5 UI) en perros después
de cuatro meses (retraso minimo para la determinacion de
anticuerpos después de la vacunacion en el PETS
sueco/noruego) fue del 23 % después de la vacunacion primaria
Unica, se redujo significativamente al 6 % después de la doble
vacunacion primaria (Fig. la). La proporcion de fracaso
después de una Unica vacunacion primaria se estabiliz6 por
encima del 30 % en el periodo de 7 a 12 meses después de la
vacunacion. EI mismo efecto de la doble vacunacion primaria
fue mucho menos pronunciado y no significativo en los puntos
de tiempo individuales en gatos (Fig. 1b). La proporcién
después de una vacunacion primaria Unica se estabilizé en gatos
en alrededor del 10% en el periodo de 7 a 12 meses después de
la vacunacion. Es visible que la proporcién de fracaso en perros
con doble vacunacion primaria se aproxima progresivamente a
la de las personas vacunadas por separado con tiempo,
alcanzando niveles comparables a los 6 meses (Fig. 1a). En
marcado contraste con eso, después de aplicar un refuerzo en
los primeros 12 meses después de la vacunacién primaria, la
proporcion de fallas hasta 12 meses después de la vacunacion
fue generalmente inferior al 5% en perros y ausente en gatos.
Con el fin de aclarar el efecto de la doble vacunacion primaria
y su efecto no sostenido, también se estudié cuantitativamente
la cinética de la seroconversion en perros (n = 10,318). Como
era de esperar, la doble vacunacion primaria (intervalo entre
dosis < 30 d, n = 628) dio como resultado, al menos
inicialmente, en titulos significativamente méas altos que la
vacunacion primaria Onica (n = 2,341), pero este efecto
desaparecio6 ya después de 5 meses (Fig. 2a). Una vacunacion
de refuerzo aplicada a mas tardar 12 meses después de una
Unica vacunacion primaria (n = 1,147) dio lugar a una cinética
de anticuerpos posvacunal significativamente diferentes. Los
titulos alcanzaron su punto maximo y se mantuvieron
significativamente més altos durante el periodo de observacién
de 12 meses (Fig. 2b). La aplicacion de una vacunacion de
refuerzo anterior (entre 30 y 365

dias después de la vacunacion primaria Unica, n = 1,462) activo
la cinética de anticuerpos intermedios (Fig. 2c), mientras que
los refuerzos repetidos (en conjunto més de 2 vacunas contra la
rabia, n = 4,740) encabezaron todos los deméas regimenes en
términos de estabilidad del titulo a largo plazo (Fig. 2d). Segin
el andlisis multiple de la varianza, tanto el tiempo después de la
vacunacion como el tipo de vacunacion fueron efectos muy
significativos en los titulos de anticuerpos posvacunales (p <
0.001). A lo largo de todos los tipos de vacunas, los gatos
reaccionaron a niveles significativamente mas altos que los
perros (Fig. 3).

Vacuna, raza, edad y género

Ademés del intervalo de tiempo y el tipo de vacunacion,
también se encontrd que las diferentes marcas de vacunas
ejercen una influencia significativa en los resultados de las
pruebas, particularmente en los fracasos durante un intervalo de
4 meses después de una sola vacunacion primaria en perros (p
Chi Cuadrado < 0.001, Fig. 4a). La proporcién de fracaso de
«Rabisin» (RABISIN® ad us. vet., Biokema SA, n.= 266) fue
del 1.5 %, de «Defensor» (Defensor 3® ad us. vet., Pfizer AG,
n =210) 6.7 %, de «Nobivac Rabies» (Nobivac® RABIES ad
us. vet., Veterinaria AG, n = 390) 11.0 % y la de «Rabdomun»
(Rabdomun ad us. vet., Veterinaria AG, n = 214) 18.2 %. En los
gatos, no se observaron diferencias significativas entre las
proporciones de fracaso de las marcas de vacunas utilizadas
(Fig. 4b) a pesar de las diferencias significativas de los titulos
medios (no se muestra). La distribucion de frecuencia del
periodo de tiempo de muestreo de sangre en meses después de
la vacunacion para las diferentes marcas de vacunas fue
comparable tanto en gatos como en perros (no se muestra).

La raza fue un factor significativo tanto en el analisis
cuantitativo (neutralizacién de los titulos de anticuerpos hasta
un afio después de una sola vacunacién primaria) como en el
andlisis cualitativo (proporciones de fracaso) en perros (n =
1,248). Utilizando mdltiples regresiones Ioglst
«Yorkshire Terrier», «Maltés» y «Jack /', ' L}M’]“érﬁera
mostraron un riesgo significativamente me
comparacion con el «Bernese Mountain Dgg g&mo referencia.
En gatos (n = 686) ni titulos ni

r‘\dé‘ fracaso en %
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Figura 2: Cinética de los titulos de anticuerpos contra la rabia en perros después de un «tipo» dado de la Gltima vacunacion.

a) Disminucién del titulo después de la doble primaria («d.primaria») en comparacién con la vacunacién primaria Gnica
(«primaria»), b) la disminucion del titulo después de una vacuna de refuerzo («refuerzo») aplicada a los primeros 12 meses después
de la vacunacidn primaria Unica, (c) Curso de titulo intermedio después de una vacunacion de refuerzo temprano («e.refuerzo»)
entre 30 dias y un afio después de la vacunacion primaria Unica, (d) , en total > 2 vacunas contra la rabia). EI tiempo respectivo de
la aplicacion de una dltima vacunacion dada se define como el punto de tiempo cero del eje X. Las barras representan el 95 % de

Cl. Ul = unidades internacionales
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5 %0 5.1 afios; mediana = 4 afios) ni el sexo en perros (50.8 %
%57 hembras) o gatos (50.9 % hembras) tuvieron una influencia
204 significativa en la neutralizacion del titulo o en la proporcion de
5 fallos en el analisis univariado (p > 0.05).
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Figura 3: La cinética comparativa de los anticuerpos
antirrabicos en perros (n = 4740) y gatos (n = 548) después de
las vacunas repetidas de refuerzo (en conjunto > 2 vacunas
contra la rabia). Las barras representan el 95 % de CI. Ul =
unidades internacionales

Desde la introduccion de los esquemas de viaje de mascotas
(PETS) en lugar de la cuarentena en 1994, el momento de tomar
muestras de sangre después de la vacunacién ha sido rece
repetidamente como el factor mas critico para I £
una proporcion de alrededor del 25 % a los 4 mé %dﬁspués de
la primovacunacion (Sihvonen et al., 1995; nimo, 1996;
Cliquet et al., 2003;
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Figura 4: Proporciones de fracaso (titulo neutralizante < 0.5 Ul) en perros (a) y gatos (b) después de una sola vacunacion primaria
durante un intervalo de 4 meses después de la vacunacion con diferentes marcas de vacunas. Una proporcion significativamente
menor de fracaso después del uso de «Rabisin» es evidente para los perros, pero no para los gatos con tasas de fracaso

generalmente mas bajas.

Mansfield et al., 2004; Kennedy et al., 2007). Segln nuestros
datos, alrededor de 1/3 de los perros parecen estar por debajo
del umbral (serorevert) dentro de un afio después de la
vacunacion inicial. Esto recuerda a una situacion similar
descrita para las vacunas antirrdbicas previas a la reserva en
humanos, donde se identificaron los llamados bajo
respondedores seroldgicos, que necesitaban al menos un
refuerzo para la persistencia a largo plazo de anticuerpos
neutralizantes de la rabia (Strady et al., 1998). Como también
sefialaron otros (Tepsumethanon et al., 1991; Kennedy et al.,
2007), los titulos después de la primovacunacion que se
muestran aqui estan en linea con la cinética de respuesta inmune
primaria. Cabe sefialar que la clasificacion de los titulos en las
categorias de aprobadas y de fracaso, tanto en seres humanos
como en animales, se basa en una decision arbitraria (Fishbein
et al., 1987) que se aplica en PETS en un sentido estrictamente
decisivo. A pesar de la clara correlacion con los anticuerpos
neutralizantes humorales (Dietzschold et al., 1990; Wunderli et
al., 1991), la proteccion in vivo esta igual de relacionada con la
inmunidad celular (Dietzschold et al., 1987; Bunschoten et al.,
1989; Kawano et al., 1990; Dietzschold et al., 1990; Herzog et
al., 1992; Xiang et al., 1995; Mansfield et al., 2004). Siempre y
cuando se confirme la eficacia y potencia de las vacunas contra
la rabia sobre la base de experimentos de desafio animal (Bunn,
1991; Cliquet et al., 2003; An6nimo, 2005), la proteccion en
ausencia de anticuerpos neutralizantes podria razonablemente
ser asumida. A pesar de ello, habida cuenta de varias posibles
deficiencias en la aplicacion practica de vacunas, se notificaron
regularmente fallos de vacunas en animales vacunados
(Schwendenwein y Gerstl, 1993; Clark y Wilson, 1996; Okoh,
2000; Weber et al., 2003; De Benedictis et al., 2009; Murray et
al., 2009) también podria atribuirse a un exceso de confianza en
la eficacia de las vacunas o en la duracion de la proteccion.
Ademas, la proteccion de la poblacion debido a un nivel
suficiente de inmunidad del rebafio es muy diferente de la
proteccion de un solo individuo, que esta dirigido en PETS.

El efecto positivo de la doble vacunacion primaria en el riesgo
de fracaso seroldgico (Sihvonen et al., 1995; Andnimo, 1996;
Cliquet et al., 2003; Mansfield et al., 2004)

ji‘

i

fue claramente confirmado para los perros. La doble vacunacion
primaria también ayuda a minimizar el riesgo para los gatos,
aunque los gatos generalmente reaccionaron con mucha mas
fuerza que los perros. Curiosamente, la cinética del titulo
observada en perros fue menos impresionante de lo esperado
con titulos y tasas de fracaso comparables a la vacunacion
primaria Unica alcanzadas tan pronto como despues de 5 — 6
meses. Por el contrario, se observaron cinéticas de titulo
claramente diferentes con inmunidad sostenida y bajas tasas de
fracaso después de un refuerzo de un afio. Curiosamente, los
refuerzos anteriores entre 30 dias y un afio permanecieron
asociados con una cinética significativamente diferente y una
mayor tasa de fracaso. Al modelar sobre el rango de intervalos
entre la primera y la segunda vacunacion contra la rabia en
perros, se observé que el tiempo de impulso mas temprano para
un efecto sostenido sobre la inmunidad era de alrededor de 10
meses (no se muestra). Esto es compatible con los hallazgos en
seres humanos vacunados contra la rabia, que mostraron
inmunidad a largo plazo después de un refuerzo de un afio
después de la vacunacion contra la preexposicion primaria triple
durante al menos 10 afios (Strady et al., 1998; Strady et al.,
2001) pero también con principios mas generales de
maduraciéon de la inmunidad humoral y el surgimiento del
repertorio de memoria a largo plazo (Bernasconi et al., 2002;
Traggiai et al., 2003).

El efecto de la marca de vacunas utilizada en el fracaso
seroldgico fue bastante notable como lo describieron también
otros (Mansfield et al., 2004; Kennedy et al., 2007). Es dificil
especular sobre las razones de esto, todas las marcas de vacunas
utilizadas son vacunas inactivadas y vacunas con adyuvantes de
aluminio producidas en cultivo celular. Una posible explicacion
podria ser la aplicacion de una cepa viral de semilla para la
produccion de vacunas como la cepa Flury-LEP

«Rabdomun» como en la vacuna purificada antirrabica de
células embrionarias de polluelos (PCECV) para uso humano
(Barth et al., 1990), que no estd muy estrechamente relacionada
con la cepa del virus de desafio utilizada para medir los
anticuerpos neutralizantes (Moore et al., 2005). Sin-embarge
aparte de la posible implicacion en la proteccion;e gg)ﬂndﬁa?ées,"
un factor importante para los viajeros y sus ase %e‘s‘fleterinarios
en términos de >
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regulaciones. Ademas, también un efecto significativo de la Ag radecimientos

raza podria confirmarse en este trabajo.

En conjunto, con el fin de minimizar la tasa de fracaso de PETSy  EI examen de la correccién y las valiosas sugerencias de
presumiblemente también para mejorar la proteccion, un nuevorégimen  expertos para mejorar el manuscrito por el Dr. G. Bertoni y dos
para la vacunacion contra la rabia que consiste en la doble vacunacion  revisores fueron muy apreciados. La indulgencia de las familias
primaria con un breve intervalo de 7 a 10 dias y un refuerzo de unafio  respectivas de cada autor por el tiempo privado perdido es
parece muy recomendable para perros y gatos. reconocida con gratitud.
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