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INVESTIGACION

Resumen

Antecedentes

Se evalud el efecto preventivo de las
tabletas masticables de fluralaner
(Bravecto®) contra la transmision
de Babesia canis por garrapatas
Dermacentor reticulatus.

Conclusiones

Una Unica administracion oral de
tabletas masticables de fluralaner
previno eficazmente la transmision de
B. canis por garrapatas D. reticulatus
infectadas durante un periodo de 12
semanas.
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ACCESO ABIERTO

Prevencion de la transmision
de Babesia canis por garrapatas
Dermacentor reticulatus a
perros tratados por via oral
con tabletas masticables de

fluralaner (Bravectoe)

Janina Taenzler™, Julian Liebenberg?, Rainer K.A. Roepke'y Anja R. Heckeroth'

Métodos

Dieciséis perros, analizados como negativos para B. canis por PCR e IFAT, fueron asignados a dos
grupos de estudio. El dia 0, los perros de un grupo (n = 8) fueron tratados una vez por via oral con
un comprimido masticable de fluralaner segun las recomendaciones de la etiqueta y los perros del
grupo de control (n = 8) permanecieron sin tratar. En los dias 2, 28, 56, 70 y 84, los perros fueron
infestados con 50 (+4) garrapatas D. reticulatus infectadas por B. canis, con recuentos de garrapatas
in situ 48 +4 h después de la infestacion. Antes de cada infestacion, se confirmé que las garrapatas
D. reticulatus albergaban B. canis mediante un analisis de PCR. En el dia 90, se contaron y retiraron
las garrapatas de todos los perros. Se calculd |a eficacia contra las garrapatas para cada punto de
tiempo de evaluacién. Después del tratamiento, todos los perros fueron examinados fisicamente
junto con la recogida de sangre para PCR cada 7 dias, se recogieron muestras de sangre para IFAT
cada 14 dias y se midid la temperatura corporal rectal del perro tres veces por semana. A los perros
gue mostraban signos de babesiosis o eran positivos a la PCR, se les tomaba un frotis de sangre

y, en caso de ser positivos, los perros eran rescatados y sustituidos por un perro de reemplazo. El
efecto preventivo se evalud comparando los perros infectados del grupo tratado con los perros
infectados del grupo de control no tratado.

Resultados

Bravecto®, Babesia canis, Babesiosis,
Tabletas masticables, Fluralaner,
Dermacentor reticulatus, Perro,
Eficacia, Efecto preventivo,
Garrapata, Enfermedad transmitida
por garrapatas, Bloqueo de la
transmision

Todos los perros de control se infectaron con B. canis, como se confirmé por PCR e IFAT. Ninguno
de los 8 perros tratados se infecté con B. canis, ya que la IFAT y la PCR fueron negativas durante
todo el estudio hasta el dia 112. El comprimido masticable fluralaner fue 100 % eficaz contra las
garrapatas en los dias 4, 30, 58 y 90, y se alcanzé una eficacia del 99.6 %y el 99.2 % en el dia 72y el
dia 86 después del tratamiento, respectivamente. Durante las 12 semanas de duracion del estudio,
se demostro un efecto preventivo del 100 % contra la transmision de B. canis.
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Antecedentes

La babesiosis canina, causada por protozoos del género Babesia
a través de la picadura de una garrapata vectora, es una
enfermedad clinicamente importante transmitida por garrapatas.
En Europa se han identificado hasta ahora cuatro especies de
Babesia que afectan a los perros. Babesia canis, Babesia vogeli,
Babesia gibsoni y Babesia vulpes sp. nov., anteriormente conocida
como Babesia microti-like [1-3]. De estas especies, B. canis es la
mas ampliamente distribuida en Europa, coincidiendo con la
distribuciéon de su vector conocido Dermacentor reticulatus, la
garrapata del perro. B. vogeli se encuentra con mayor frecuencia
en la cuenca mediterranea, donde Rhipicephalus sanguineus es la
especie de garrapata predominante. La especie Babesia vulpes sp.
nov. parece estar centrada en el noroeste de Espafia, mientras que
la aparicion de B. gibsoni es mas esporadica [2, 4].

Babesia spp. son protozoos intracelulares que habitan en los
glébulos rojos del huésped. Los signos clinicos de la babesiosis
en los perros varian desde una enfermedad leve y transitoria
hasta una enfermedad aguda debida a una hemolisis grave que
provoca rapidamente la muerte. Los hallazgos clinicos incluyen
membranas mucosas palidas, temperatura corporal elevada,
anorexia, ictericia, pirexia y agrandamiento esplénico y hepatico
[2]. Sin embargo, la gravedad de la enfermedad depende de
varios factores, como la especie de Babesia implicada, la edad y el
estado inmunitario del perroy la presencia de otras enfermedades
infecciosas [4].

La babesiosis canina es una de las enfermedades transmitidas
por garrapatas mas frecuentes en todo el mundo [5]. Debido al
aumento del nimero de propietarios de animales de compaiiia, a
que éstosviajan conellosyalacapacidad delosartrépodosvectores
para establecerse en nuevas localidades [6], las garrapatas y las
enfermedades transmitidas por ellas se estéan extendiendo por
todo el mundo y ya no se limitan a determinadas zonas.

Unavez quelagarrapatainfectada se haadheridoal perro, el riesgo
de transmision del patégeno de la garrapata al perro aumenta
por la alimentacidn sostenida. En la mayoria de los sistemas de
enfermedades transmitidas por garrapatas, tras la adhesion
inicial de la garrapata, se requiere un periodo de alimentacién de
al menos 24 a 48 horas antes de que se produzca la transmisiéon
de protozoos [7]. Para prevenir la transmision del patdgeno, es
necesario matar a la garrapata infectada dentro de este periodo
de tiempo. Para cuantificar la dinamica de transmision de los
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patégenos transmitidos por garrapatas, se han desarrollado
modelos de garrapatas que bloquean la transmision. Este modelo
incluye un numero suficiente de perros tratados para comprobar
la duracién de la actividad preventiva, ademas de un grupo de
control no tratado en el que la mayoria de los perros se infectan
con el patdgeno transmitido por las garrapatas.

En el presente estudio, los perros fueron tratados una vez por via
oral contabletas masticables de fluralaner (Bravecto®). Fluralaner,
un nuevo ectoparasiticida de la nueva clase de isoxazolina, ejerce
su accion principal a través de la actividad alimentaria, con una
duracién de la eficacia de mas de 12 semanas, lo que resulta en
la muerte inmediata y persistente de las garrapatas y pulgas en
los perros [8]. Como el fluralaner es un ectoparasiticida de accion
sistémica, su eficacia depende de que las garrapatas se adhieran
a la piel del huésped y comiencen a alimentarse, ingiriendo asi
el compuesto activo. Debido a la rapidez con la que mata a las
garrapatas en las 12 horas siguientes a su adhesion [9], en el
estudio descrito se probd el potencial del fluralaner administrado
por via oral para prevenir la transmision de B. canis.

Métodos
Preparacién del Estudio

El estudio se llevo a cabo de acuerdo con las Buenas Practicas
Clinicas (Lineamientos VICH GL9, Buenas Practicas Clinicas,
EMA, 2000), y cumplié con la Norma Nacional Sudafricana “SANS
10386:2008: The care and use of animals for scientific purposes” y
se obtuvo la aprobacion ética del Comité de Etica Animal de ClinVet
(CAEC) antes del inicio del estudio. El estudio se llevd a cabo como
un estudio de eficacia controlado negativo, parcialmente ciego y
aleatorizado.

Se utilizaron 16 perros de razas mixtas (8 machos, 8 hembras)
que dieron negativo en la prueba de ADN babesial por analisis
de PCRy negativo en los anticuerpos de B. canis (IFAT) antes del
tratamiento. Todos los perros incluidos tenian entre 1y 8 afios de
edad y pesaban entre 13.2 y 26.9 kg. Cada perro gozaba de buena
salud; no habia sido tratado con ningun producto de control de
parasitos en los 3 meses anteriores a un periodo de aclimatacion
de 7 dias; no albergaba ninguna garrapata antes del tratamiento;
y estaba identificado de forma Unica por un niumero de microchip.

Antes de la aleatorizacion, los perros fueron examinados
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clinicamente y pesados. Los perros se clasificaron dentro del
género segun el peso corporal y se asignaron aleatoriamente a dos
grupos de estudio (un grupo de tratamiento y otro de control) de
8 perros cada uno utilizando una lista de aleatorizacién generada
por computadora.

Todos los perros se mantuvieron en el interior y se alojaron
individualmente durante el cursodel estudio. Latemperaturaenlas
instalaciones para perros oscilaba entre 15,1y 27,9 °Cy la humedad
relativa entre 21,9 y 66,4%. Todos los perros fueron alimentados
con un alimento seco estandar disponible en el mercado una vez al
diay se les proporciond agua potable ad libitum.

Tratamiento

El dia O (es decir, el dia del tratamiento), los perros del grupo de
tratamiento fueron tratados una vez por via oral con tabletas
masticables de fluralaner (Bravecto®), segtin las recomendaciones
de la etiqueta. Cada perro recibié la mitad de su racién diaria de
comida aproximadamente 20 minutos antes de la administracion
del tratamiento y el resto directamente después del tratamiento.
La tableta masticable se administréd colocdndola en la parte
posterior de la cavidad oral sobre lalengua para iniciar la deglucion.
Se observé continuamente a cada perro tratado durante 1 hora
después de la administracion para controlar si vomitaba o escupia
el comprimido, lo que no ocurrié en ninguno de los 8 perros. Los
perros del grupo de control no fueron tratados. Las observaciones
especificas de salud en el dia O se realizaron cada hora, hasta 4
horas después de la administracion en todos los perros (tratados
y no tratados).

Infestaciones y valoraciones de garrapatas

Para cada infestacion se utilizd un aislado de garrapata D.
reticulatus (de origen europeo) infectado con B. canis. Se realizaron
infestaciones de garrapatas en todos los perros los dias 2, 28 (4
semanas), 56 (8 semanas), 70 (10 semanas) y 84 (12 semanas). Se
tomo una muestra de garrapatas D. reticulatus (aproximadamente
50) de cada lote de garrapatas utilizado para cada infestacion
para determinar el porcentaje de infeccion con B. canis mediante
analisis de PCR. En cada momento de infestacion, cada perro fue
infestado con 50 (+4) garrapatas adultas viables y no alimentadas
de D. reticulatus (50 % hembras; 50 % machos). No se sedd a
los perros para la infestacidn, pero durante cada infestacién se
colocd a cada perro en un contenedor de infestacién que media
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90 x 80 x 70 cm (largo x ancho x alto) y se aplicaron manualmente
las garrapatas en el pelaje del animal; a partir de entonces,
los animales estuvieron sujetos durante aproximadamente 10
minutos. Durante este tiempo se volvieron a aplicar las garrapatas
que se cayeron del animal. Después de 10 minutos se cerrd la
sujecion de la infestacion, y al cabo de 4 h (10 min) se liber¢ al
perro en su jaula.

Se realizaron recuentos de garrapatas in situ en cada perro a las
48 +4 h de cada infestacion (es decir, los dias 4, 30, 58, 72 y 86),
pero no se retiraron las garrapatas. En el dia 90, se retiraron y
contaron todas las garrapatas restantes en cada perro. El personal
que realizd la infestacion de garrapatas, el recuento in situ de
garrapatas y la retirada de garrapatas en el dia 90 no conocia el
estado de tratamiento de cada perro.

Salud de los animales

Para vigilar de cerca a cada perro en busca de cualquier signo
de babesiosis canina, cada perro fue examinado fisicamente por
un veterinario con un intervalo de 7 dias hasta la finalizacién del
estudio (es decir, los dias 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77,
84,91, 98, 105y 112). A partir del dia 8 después del tratamiento,
se midi6 la temperatura corporal rectal de cada perro tres veces
por semana. Las observaciones generales de la salud, sefialando al
perro como normal 0 anormal, se realizaron una vez al dia durante
toda la duracidn del estudio (es decir, desde los 7 dias anteriores
al tratamiento hasta el dia 112 después del tratamiento). Si se
observaba que un perro era anormal o se media una temperatura
corporal rectal superior o igual a 39.4 °C, se realizaba un examen
fisico adicional por parte de un veterinario. Si durante este
examen se observaban uno o mas parametros como anormales, se
tomaba una muestra de sangre para realizar un frotis sanguineo.
El frotis de sangre se secd al aire y se tifi6 con Diff- quick antes de
la evaluacidn.

Sangre para serologia (IFAT) y analisis PCR

Las muestras de sangre para el andlisis del suero en busca de
anticuerpos contra B. canis se recogieron con un intervalo de
14 dias, a partir del dia 14 después del tratamiento. Las IFAT se
realizaron utilizando el kit comercial “Mega-Screen® FLUOBabesia
canis”. Todos los sueros se diluyeron a 1:80 y se registraron como
positivos si se observaba fluorescencia especifica, o negativos si
no se observaba fluorescencia.
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Las muestras de sangre para el analisis por PCR del ADN de
B. canis se recogieron en tubos con EDTA de cada perro con un
intervalo de 7 dias. El ADN gendmico total se aisl6 de las muestras
de sangre entera utilizando un kit comercial de aislamiento de
ADN gendmico (GeneJet Genomic DNA Purification kit, Thermo
Scientific). La PCR supuso el uso de los cebadores Babesia 2F
(5'-GGAAGGAGAAGTCGTAACAAGGTTTCC-3’) y B canis 2R
(5’-CAGTGGTCACACCGTCG-3’) con especificidad combinada para
laregion ITSTdel ADN de B. canis con el fin de amplificar una regién
objetivo de 302 pb [10]. Hasta 400 ng de ADN aislado sirvieron de
plantilla para la amplificacion por PCR de la region objetivo. Los
productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en
gel de agarosa. Un producto de PCR de aproximadamente 300
pb indicaba la presencia de la region objetivo en la muestra. Para
verificar el éxito de la PCR en cada tubo individual, se incluyeron
en cada corrida controles positivos, negativos y sin plantillas, asi
como controles internos de amplificacion.

Tratamiento de rescate

Se recogi6 una muestra de sangre para realizar un frotis sanguineo
de cada perro que presentaba una temperatura corporal rectal
superior oiguala 39.4 °C, o con un resultado positivo en el andlisis
de PCR para ADN babesiano, o con signos clinicos de babesiosis
observados durante la exploracion fisica. Los perros confirmados
como positivos a los protozoos B. canis por frotis de sangre fueron
tratados de rescate y recibieron el tratamiento adecuado con
diminazene (Berenil; MSD Animal Health) a una dosis de TmL/ 20
kg de peso corporal el primer dia y con imidocarb (Forray 65; MSD
Animal Health) a una dosis de 1.2 mL/20 kg de peso corporal el dia
siguiente. Un perro tratado como rescate sigui6é formando parte
de todas las observaciones sanitarias (es decir, salud general,
evaluacion de la temperatura corporal rectal, examen fisico) pero
no fue sometido a posteriores infestaciones de garrapatas. Este
perrofue trasladado de las instalaciones de alojamiento del estudio
a un corral exterior expuesto a las condiciones ambientales, y
alojado en grupo hasta la exclusion final del estudio. Antes del
traslado, se eliminaron todas las garrapatas. Se tomaron muestras
de sangre para PCR e IFAT y, tras la confirmacion de una infeccion
babesial por ambos métodos de analisis, este perro fue finalmente
excluido del estudio.

Perros de sustitucion

Debido a los varios puntos de infestacién de garrapatas previstos
durante la duracidn del estudio (es decir, infestaciones de
garrapatas en los dias 2, 28, 56, 70 y 84), ademas de los 8 perros
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primarios incluidos en el grupo de control, se incluyeron perros de
reemplazo segun fuera necesario, y para sustituir a los animales
de este grupo rescatados por babesiosis. Antes de la inclusion en
el estudio, un perro de reemplazo fue aclimatado durante 7 dias
antes de la primera infestacion de garrapatas para ese animal.
Durante este periodo, el perro fue sometido a pruebas negativas
de B. canis mediante analisis de PCR e IFAT, y se realizé un examen
fisico por parte de un veterinario.

Los perros de reemplazo no fueron aleatorizados, pero siempre
que fue posible el perro de reemplazo tenia el mismo sexo que el
perro de control reemplazado.

Evaluacion de la eficacia

El andlisis estadistico se realizd con el paquete de software
SAS® (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE.UU., versiéon 9.3). El
perro individual fue la unidad experimental en todos los célculos
estadisticos. Los datos de cada punto temporal de recuento de
garrapatas in situ se analizaron por separado.

El porcentaje de eficacia contra las garrapatas se calculd para
el grupo de tratamiento en cada punto de tiempo de valoracion
utilizando medias geométricas con la formula de Abbott:

Eficacia (%) =100 x (MC - MT)/MC, donde MC era el nimero medio
de garrapatas vivas totales adheridas en los perros de control
no tratados y MT el numero medio de garrapatas vivas totales
adheridas en los perros tratados. En caso de recuentos nulos, la
media geométrica se calculé como sigue:

n n

Xg = H(Xi + 1) -1

i=1

Se valoraron las diferencias significativas entre los recuentos
logaritmicos de garrapatas vivas adheridas en el grupo tratado en
cada punto temporal de evaluaciony los recuentos logaritmicos del
grupo de control no tratado. Los grupos de estudio se compararon
mediante un modelo lineal mixto que incluia el grupo de estudio
como efecto fijo y el bloque como efecto aleatorio. Se declard el
nivel de significacién a dos caras cuando P < 0,05.

El porcentaje de efecto preventivo contra la transmision de B.
canis para el grupo de tratamiento se calculé como sigue: Efecto
preventivo (%) = 100 x (TC - TT)/TC, donde TC es el nimero total
de perros infectados en el grupo no tratado y TT es el niUmero
total de perros infectados en el grupo tratado. Se considerd que
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un perro estaba infectado por B. canis si daba positivo en la prueba
seroldgica de anticuerpos contra B. canis (IFAT) y positivo para el
ADN de B. canis en la prueba de PCR.

Resultados

No se observaron efectos adversos relacionados con el
tratamiento en ninguno de los 8 perros tratados por via oral con
fluralaner durante el periodo de observacién de 12 semanas tras
el tratamiento. En total, se incluyeron 19 perros de reemplazo (10
machos y 9 hembras) en el grupo de control a lo largo del estudio,
asegurando que en cada punto de tiempo de infestacion por
garrapatas, el grupo de control estuviera formado por 8 animales,
lo que fue posible para todos los puntos de tiempo de infestacion,
excepto el Ultimo del dia 84. Para la provocacién de garrapatas en
el dia 84, sélo se disponia de 6 animales de control, de los cuales
dos resultaron positivos por frotis sanguineo y analisis de PCR en
el dia 85y fueron tratados de nuevo, de modo que para el recuento
de garrapatas in situ en el dia 86 el grupo de control estaba
formado por 4 animales. Por lo tanto, el célculo de la eficacia para el
dia 86y el dia 90 se calculd con 4 perros de control. Los recuentos
medios de garrapatas y la eficacia detallada contra las garrapatas
se muestran en la Tabla 1. Se alcanzé una eficacia contra las
garrapatas en cada punto de tiempo de valoracién de entre el 99.2
y el 100 % tras un Unico tratamiento oral con fluralaner.

Ningunodelosperrostratadoscon Bravecto® tabletas masticables
desarrollé signos clinicos de babesiosis. Los perros del grupo de
control desarrollaron signos clinicos que hacian referencia a la
babesiosis, como membranas mucosas palidas, temperatura
corporal rectal superior oigual a 39.4 °C, comportamiento general
deprimido/sin &nimo, ganglios linfonodos agrandados y bazo
agrandado.

Se midié la temperatura corporal rectal de cada perro tres
veces por semana. En 19 de los 27 perros de control se midio la
temperatura corporal rectal por encima o igual a 39.4 °C en
al menos un momento del estudio. En el grupo tratado, en 1 de
8 perros se midid la temperatura corporal rectal por encima o
igual a 39.4 °C una vez 17 dias después del tratamiento. No se
confirmd que esta temperatura corporal rectal elevada estuviera
relacionada con una infeccién por B. canis, ya que los resultados de
los andlisis de sangre (frotis de sangre, PCR e IFAT) de este animal
fueron negativos para B. canis durante todo el periodo del estudio
(véase la Tabla 2).

En cada punto de tiempo de infestacion, entre el 12 y el 16% de
las garrapatas estaban infectadas por B. canis mediante analisis de
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PCR. El modelo de infeccidn se considerd valido ya que todos los
perros del grupo de control no tratado estaban infectados con B.
canis, tal y como se confirmé como positivo para B. canis por frotis
de sangre; para el ADN babesial por analisis de PCR; y para los
anticuerpos de B. canis por IFAT después de la primera o posterior
infestacion de garrapatas. Ninguno de los perros tratados se
infectd con B. canis durante toda la duracion del estudio, como
se confirmd por la ausencia de anticuerpos contra B. canis en el
IFAT y un resultado negativo para el ADN babesial por andlisis de
PCR en cualquiera de los puntos de tiempo de analisis de sangre
programados hasta 4 semanas después de la Ultima infestacion de
garrapatas (ver Tabla 2).

Tabla 1 Recuentos medios de garrapatas y eficacia contra las
garrapatas tras un tratamiento oral Unico con fluralaner tabletas
masticables

Dia4  Recuento medio de garrapatas® (control / tratado) (n) 18.6/0.0
Eficacia (%). 100°*

Dia 30 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 18.8/0.0
Eficacia (%). 100°*

Dia 58 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 12.7/0.0
Eficacia (%). 100°*

Dia 72 Recuento medio de garrapatas® (control / tratado) (n) 22.2/0.1
Eficacia (%). 99.6°

Dia 86 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 23.0/0.2
Eficacia (%). 99.2b

Dia 90 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 22.3/0.0
Eficacia (%). 100°*

2Media geométrica de garrapatas vivas adheridas
bLosrecuentoslogaritmicos de garrapatasdelgrupotratadofueronsignificativamente
diferentes (p < 0.0001) de los recuentos logaritmicos del grupo de control no tratado.

Tabla 2 Numero de perros con aumento de la temperatura
corporal rectal (RBT) y nimero de perros con resultados positivos
para B. canis mediante frotis de sangre, PCR e IFAT.

Grupo de estudio RBT = Frotisde PCR IFAT
39.4°C sangre [POS] [POS]
[POS]
Control no tratado (n) 19/27 27/27 27/27 27/27
Grupo de tratamiento*(n)  *1°/8  0/8 0/8 0/8

2Tratamiento oral con tabletas masticables de fluralaner
>Un perro tuvo una RBT de 39.8 °C una vez 17 dias después del tratamiento
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Se logré un efecto preventivo del 100 % contra la transmision
de B. canis por garrapatas D. reticulatus infectadas tras un Unico
tratamiento oral con fluralaner (véase la tabla 3).

Discusion

El bloqueo de la transmision de patdgenos (efecto preventivo)
a los perros a través de la picadura de garrapatas vectoras se
ha convertido en una demanda creciente de los propietarios de
mascotas y los veterinarios en la evaluacion de la capacidad de
los compuestos antigarrapatas. La babesiosis canina es una de
las enfermedades transmitidas por garrapatas mas significativas
y eminentes desde el punto de vista clinico [5], por lo que se
utilizé como modelo de estudio para determinar la capacidad de
fluralaner para prevenir la transmision de B. canis por garrapatas
D. reticulatus infectadas. Los protozoos de B. canis infectan los
glébulos rojos, causando una enfermedad de leve a grave con
diferentes severidades en los signos clinicos hasta la muerte, si no
se trata. Por esta razdn, los perros del grupo de control no tratado
fueron inmediatamente tratados de rescate después de haber
dado positivo en el frotis de sangre. Para estos perros tratados de
rescate, se incluyeron perros de reemplazo, con el fin de mantener
un numero suficiente de al menos 6 perros en el grupo de control
para el analisis estadistico, como se requiere en el lineamiento
para evaluar la eficacia de los parasiticidas para el tratamiento,
prevencién y control de las infestaciones por pulgas y garrapatas
en perros y gatos [11].

Fluralaner es el primer compuesto administrado por via oral
que produce una actividad sistémica con una eficacia de mas de
12 semanas contra garrapatas y pulgas [8, 12]. Hasta 2014, los
compuestos para el control de las garrapatas en perros estaban
disponibles en forma de tdpicos spot-on, sprays o collares que
mostraban su eficacia para matar garrapatas a través de la
alimentacion de sangre y/o la exposicion/repelencia por contacto
[13]. En los estudios de velocidad de muerte de Wengenmayer et
al. [9],

Tabla 3. Efecto preventivo contra la transmisién de B. canis por
garrapatas D. reticulatus.

Controlnotratado  Grupo de tratamiento?
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se demostré que el fluralaner administrado por via oral empieza a
matar las garrapatas presentes en el perro a partir de las 4 h (89.6
%), mostrando una eficacia garrapaticida casi completa en las 12
h siguientes al tratamiento durante todo el periodo de eficacia de
12 semanas. Estos resultados se confirman en este estudio por los
excelentes resultados de eficacia contra las garrapatas (véase la
tabla 1). Dado que el fluralaner ejerce su accion primaria a través
de la actividad alimentaria, el efecto protector del fluralaner
es menos evidente. La eficacia del fluralaner depende de que
las garrapatas se adhieran a la piel del huésped y comiencen a
alimentarse, ingiriendo asi el compuesto activo antes de ser
eliminadas [8]. El tiempo de transmision de B. canis a partir de
garrapatas infectadas de D. reticulatus es dado por Heile et al. [14]
con 48-72 h después de la adhesién de la garrapata. La adhesion
de la garrapata a la piel del hospedador inicia la maduracién
de los esporozoitos localizados en las glandulas salivales de la
garrapata. Unos dias después de la adhesion de la garrapata, la
transmision del patdgeno a través de la saliva de la garrapata
provoca la infeccion del huésped [15]. Debido a su rapido efecto
garrapaticida, fluralaner impidi6 eficazmente la transmisién de B.
canis de garrapatas D. reticulatus infectadas a los perros (Tabla 3).
Las tabletas masticables de fluralaner demostraron una eficacia
contra las garrapatas de entre el 99.2% y el 100% a lo largo de las
12 semanas de duracion del estudio.

Un ingrediente activo con un intervalo de retratamiento
mas largo, como el fluralaner, reduce el riesgo de fracaso del
tratamiento como consecuencia del escaso cumplimiento por
parte del propietario de las recomendaciones de tratamiento
mensuales. El cumplimiento por parte del propietario es un
componente importante para el éxito del control y la prevencion
de las infestaciones por garrapatas durante la temporada de
garrapatas. Este estudio ha demostrado que el tratamiento con
fluralaner en tabletas masticables no sdlo es eficaz contra las
garrapatas y protege al perro contra la transmision de patégenos,
sino que ademas sigue siendo eficaz durante las 12 semanas
siguientes al tratamiento. Por otra parte, ademas de su eficacia
contra D. reticulatus, fluralaner es eficaz durante el mismo periodo
de tiempo contra otras garrapatas y pulgas que pueden infestar
concomitantemente a estos animales [12, 16].

Infectados (n) 27/27 0/8
No infectados (n) 0/27 8/8
Infectados (%) 100 0
Prevencion (%) - 100
Valor P - 0.0002

aTratamiento oral con tabletas masticables de fluralaner
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Conclusiones

La administracion oral Unica de tabletas masticables de fluralaner
(Bravecto™) a perros previno la transmisiéon de B. canis por
garrapatas D. reticulatus infectadas en un 100 % durante 12
semanas. Se logro una eficacia contra las garrapatas de entre el
99.2 y el 100 % durante las 12 semanas de duracién del estudio.
El largo intervalo de retratamiento de las tabletas masticables
de fluralaner ofrece mas comodidad que los tratamientos
mensuales de control de garrapatas, con una ventaja potencial de
cumplimiento.
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INFORME CORTO

Prevencion de la transmision de Babesia
canis por garrapatas Dermacentor
reticulatus a perros tras la administracion
topica de la solucion spot-on de fluralaner

Janina Taenzler™, Julian Liebenberg?, Rainer K.A. Roepke'y Anja R. Heckeroth!
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ACCESO ABIERTO

Se evalué el efecto preventivo de la
solucion spot-on de fluralaner contra
la transmisién de Babesia canis por
garrapatas Dermacentor reticulatus.

Conclusiones

Una Unica administracién topica de la
solucién spot-on de fluralaner previno
eficazmente la transmisién de B. canis
por garrapatas D. reticulatus infectadas
durante un periodo de 12 semanas.

Palabras clave

Solucién Spot-on de Bravecto®, Babesia
canis, Babesiosis, Fluralaner, Dermacentor
reticulatus, Perro, Eficacia, Prevencion de
la transmisidn, Spot-on

Dieciséis perros, con resultados negativos para B. canis por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y prueba de inmunofluorescencia (IFAT), fueron asignados a dos
grupos de estudio. El dia 0, los perros de un grupo (n = 8) fueron tratados una vez
por via topica con una solucion spot-on de fluralaner (Soluciéon Spot-on Bravecto®)
segun las recomendaciones de la etiqueta y los perros del grupo de control (n = 8)
permanecieron sin tratar. En los dias 2, 28, 56, 70 y 84, todos los perros fueron
infestados con 50 (+4) garrapatas D. reticulatus que albergaban B. canis, con
recuentos de garrapatas in situ 48 + 4 h después de cada infestacion. En el dia 90, se
retiraron las garrapatas de todos los perros y se contaron. Antes de cada infestacion,
se confirmd la presencia de B. canis en el respectivo lote de garrapatas mediante
PCR, y se encontré que entre el 12y el 16% de las garrapatas estaban infectadas

con B. canis. La eficacia contra las garrapatas fue del 99.5y el 99.3 % en los dias 4

y 58 después del tratamiento, respectivamente, y del 100 % en todos los demas
dias. Se incluyeron perros de sustitucion para cualquier perro de control infectado
por B. canis (en total 19). Todos los perros de control (n = 27) se infectaron con B.
canis, como se confirmo por PCR, realizada cada 7 dias, y por IFAT, realizada cada 14
dias después del tratamiento. Ninguno de los ocho perros tratados se infectd con B.
canis, ya que dieron negativo por PCR e IFAT durante todo el estudio hasta el dia 112.
Al comparar los perros infectados del grupo tratado con los perros infectados del
grupo de control no tratado, se demostro un efecto preventivo del 100% contra la

transmision de B. canis.
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Hipotesis

El fluralaner mata rapidamente a las garrapatas en las 12 horas
siguientes a su adhesion [1], y ya se ha demostrado la prevencion
de la transmision de Babesia canis mediante el tratamiento oral
con comprimidos masticables de fluralaner [2]. Recientemente,
se ha comercializado una nueva formulacion de fluralaner
como Solucion Spot-on Bravectoe [3]. Por lo tanto, se prob¢ el
potencial del fluralaner administrado tépicamente para prevenir
la transmision de B. canis.

Métodos y preparacion del estudio

Se aplico la misma metodologia descrita por Taenzler et al.
[2] para investigar la prevencion de la transmision de B. canis
mediante el tratamiento tdpico con fluralaner y, por lo tanto,
los métodos y el montaje del estudio se resumen brevemente
a continuacion. Se obtuvo la aprobacion ética del Comité de
Etica Animal de ClinVet (CAEC) antes de iniciar el estudio.

Detalles de los animales

Dieciséis perros sanos de raza mixta (ocho machos, ocho hembras;
de 1a 8 afios, de 13.8 a 26.9 kg) que resultaron negativos para
B. canis mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
y la prueba de inmunofluorescencia (IFAT), fueron asignados
aleatoriamente a dos grupos de estudio de ocho perros cada uno.
Los perros fueron alojados individualmente en el interior y alim
entados conunavezal diaconunalimento seco estandar disponible
en el mercado; se les proporciond agua potable ad libitum.

Tratamiento

El dia O (es decir, el dia del tratamiento), los perros del grupo
de tratamiento fueron tratados una vez por via tépica con
una solucion spot-on de fluralaner segun las instrucciones
de la etiqueta del fabricante. No hubo evidencia de una mala
dosificacion, como derrame o escurrimiento/goteo, en ningun
animal tratado. Los perros del grupo de control no fueron tratados.

Infestaciones de garrapatas y valoraciones

Enlosdias2,28,56,70y 84, todos los perros fueroninfestados con
50 (4) garrapatas D. reticulatus adultas y no alimentadas (origen
europeo, proporcion de sexos 1:1). Antes de cada infestacion, se
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confirmé la presencia de B. canis mediante PCR utilizando 50
garrapatas del lote respectivo. Los recuentos de garrapatas in situ
se realizaron 48 +4 horas después de cada infestacion. En el dia 90,
se retiraron y contaron todas las garrapatas restantes en cada perro.

Salud de los animales

Tras el tratamiento, el estado de salud de cada animal se controld
mediante examenes fisicos con un intervalo de 7 dias y se midid la
temperatura corporal rectal de cada perro tres veces por semana.
Las observaciones generales de salud, en las que se sefialaba al
perro como normal o anormal, se realizaban una vez al dia a partir
de los 7 dias anteriores al tratamiento hasta el dia 112 después del
mismo. Si se observaba que un perro eraanormal o la temperatura
corporal rectal era superior o igual a 39.4°C, se realizaba un
examen fisico adicional.

Analisis de sangre

Siuno o mas pardmetros durante el examen fisico eran anormales,
se realizaba un frotis de sangre. Las muestras de sangre para el
analisis del suero en busca de anticuerpos contra B. canis (IFAT)
y para la deteccion del ADN de B. canis (PCR) se recogieron con
un intervalo de 14 dias y con un intervalo de 7 dias después del
tratamiento, respectivamente [2].

Tratamiento de rescate y sustitucion

Los perros confirmados como positivos a B. canis por frotis
sanguineo fueron tratados de rescate con imidocarb y diminazeno
[2] y siguieron formando parte de todas las observaciones
sanitarias, pero no fueron sometidos a posteriores infestaciones
por garrapatas. Se realizd la PCRy la IFAT en las muestras de sangre
y, tras la constatacion de una infeccion babesial mediante ambos
andlisis, estos perros fueron finalmente excluidos del estudio.

Tabla 1. (pg. 3) Recuentos medios de garrapatas y eficacia contra
las garrapatas tras un tratamiento tdpico Unico con solucidn spot-
on de fluralaner.

*Correspondencia: janina.taenzler@msd.de
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Dia4  Recuento medio de garrapatas® (control / tratado) (n) 18.6/0.1
Eficacia (%). 99.5"

Dia 30 Recuento medio de garrapatas® (control / tratado) (n) 18.8/0.0
Eficacia (%). 100°®

Dia58 Recuento medio de garrapatas® (control / tratado) (n) 12.7/0.1
Eficacia (%). 99.3"

Dia 72 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 22.2/0.0
Eficacia (%). 100®

Dia 86 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 23.0/0.0
Eficacia (%). 100°®

Dia 90 Recuento medio de garrapatas? (control / tratado) (n) 22.3/0.0
Eficacia (%). 100°®

2Media geométrica de garrapatas vivas adheridas

bLos recuentos de garrapatas del grupo tratado fueron significativamente diferentes
(P<0.0001) de los recuentos del grupo de control no tratado

¢Grupo de control: seis perros disponibles para la infestacion, dos perros dieron
positivo a B. canis en el dia 85 y fueron excluidos, el calculo de la eficacia se basé en
cuatro perros.

Los perros de control positivos a B. canis fueron sustituidos por un
perro de reemplazo negativo a B. canis para asegurar un nimero
suficiente de perros de control para las infestaciones/conteo de
garrapatas. En total, se utilizaron 19 perros de sustitucion (diez
machos y nueve hembras); por tanto, en el grupo de control se
incluyeron un total de 27 perros.

Evaluacion de la eficacia

El andlisis estadistico se realizd con el paquete de software
SAS® (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, version 9.3). La unidad
experimental fue el perro individual. El porcentaje de eficacia
contra las garrapatas se calculd para el grupo de tratamiento en
cada punto de tiempo de valoracidn utilizando medias geométricas
con la formula de Abbott:

Eficacia (%) = 100 x (MC - MT)/MC, donde MC es el nimero medio
de garrapatas vivas totales adheridas en los perros de control
no tratados y MT el nimero medio de garrapatas vivas totales
adheridas en los perros tratados. Los recuentos transformados
en logaritmos (xi = In(xi + 1)) de las garrapatas vivas adheridas se
utilizaron para confirmar el calculo de la eficacia.

Tabla 2. Nimero de perros con aumento de la temperatura
corporal rectal (RBT) y nimero de perros que dieron positivo a B.
canis mediante frotis de sangre, PCR e IFAT.
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Grupo de estudio RBT = Frotisde PCR IFAT
39.4°C sangre [POS] [POS]
[POS]
Control no tratado (n) 19/27 27/27 27/27 27/27
Grupo de tratamiento? (n)  1°/8 0/8 0/8 0/8

*Tratamiento topico con solucion spot-on de fluralaner

"Se midi6é una temperatura superior o igual a 39,4 °C, pero no se confirmé que
estuviera relacionada con una infeccion por B. canis, ya que la PCRy la IFAT fueron
negativas durante todo el estudio.

Tabla 3. Efecto preventivo contra la transmisién de B. canis por
garrapatas D. reticulatus.

Controlnotratado  Grupo de tratamiento?

Infectados (n) 27/27 0/8
No infectados (n) 0/27 8/8
Infectados (%) 100 0
Prevencion (%) - 100
Valor P - 0.0002

*Tratamiento tdpico con solucién spot-on de fluralaner

Se valoraron las diferencias significativas entre los recuentos
transformados logaritmicamente de garrapatas vivas en el grupo
tratado en cada momento de la evaluacidn, en comparacién con
los recuentos transformados con log del grupo de control no
tratado, utilizando un modelo lineal mixto que incluia el grupo de
estudio como efecto fijo y el bloque como efecto aleatorio. El nivel
de significacion de dos caras se declard cuando p < 0.05.

El porcentaje de efecto preventivo contra la transmision de B.
canis para el grupo de tratamiento se calculd como sigue: Efecto
preventivo (%) = 100 x (TC - TT)/TC, donde TC es el niumero total
de perros infectados en el grupo no tratado y TT es el nimero
total de perros infectados en el grupo tratado. Se considerd que
un perro estaba infectado por B. canis si daba positivo tanto en
la IFAT como en la PCR. Los grupos de estudio se compararon
mediante la prueba exacta de Fisher.

Resultados

No se observaron acontecimientos adversos relacionados con
el tratamiento en ninguno de los ocho perros tratados una vez
por via tépica con fluralaner. Se alcanzd una eficacia contra las
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garrapatas en cada punto de tiempo de valoracién entre el 99.3
y el 100 % (Tabla 1). En cada punto de tiempo de infestacion,
se encontrd que entre el 12 y el 16 % de las garrapatas estaban
infectadas con B. canis por analisis de PCR. El modelo de infeccion
se considerd vaélido ya que los 27 perros de control no tratados
estaban infectados con B. canis, como se confirmé como positivo
para B. canis por frotis de sangre, para el ADN babesial por andlisis
de PCR, y para los anticuerpos contra B. canis por IFAT después
de la primera o posterior infestacion de garrapatas (Tabla 2).
Ademas, los perros del grupo de control desarrollaron signos
clinicos que hacian referencia a la babesiosis, como membranas
mucosas palidas, temperatura corporal rectal superior o igual a
39.4°C, comportamiento general deprimido/sin dnimo, linfonodos
agrandados y bazo agrandado. En total, se incluyeron 19 perros de
reemplazo (diez machos y nueve hembras) en el grupo de control
a lo largo del estudio, garantizando que en cada punto de tiempo
de infestacion por garrapatas, el grupo de control estuviera
formado por ocho animales, lo que fue posible para todos los
puntos de tiempo de infestacidn, excepto el Ultimo, el dia 84. Para
la exposicion a las garrapatas en el dia 84, sélo se disponia de seis
animales de control, de los cuales dos resultaron positivos por
frotis sanguineo y analisis de PCR en el dia 85y fueron tratados de
nuevo, de modo que para el recuento de garrapatas in situ en el dia
86 el grupo de control estaba formado sélo por cuatro animales.
Por lo tanto, el calculo de la eficacia para el dia 86 y el dia 90 se
calculé con cuatro perros de control.

Ninguno de los perros tratados con la soluciéon spot-on de
fluralaner desarroll6 ningun signo clinico referente a la babesiosis.
Se midié un aumento de la temperatura corporal rectal en 1de los
8 perros tratados, pero no se confirmé que estuviera relacionado
con una infeccion por B. canis, ya que tanto la PCR como la IFAT
fueron negativas durante todo el estudio. Ninguno de los perros
tratados se infectd con B. canis durante toda la duracidon del
estudio, como se confirmd por la ausencia de anticuerpos a B. canis
en la IFAT y un resultado negativo de ADN babesial por andlisis de
PCR en cualquiera de los puntos de tiempo de analisis de sangre
programados hasta 4 semanas después de la ultima infestacion
de garrapatas (Tabla 2). Se logré un efecto preventivo del 100%
contra la transmisidon de B. canis por garrapatas D. reticulatus
infectadas tras un Unico tratamiento topico con fluralaner (Tabla
3).
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