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Resumen

Este estudio analizé la eficacia de dos collares para el tratamiento y la prevencién de infestaciones por pulgas. Ademas, se
evalué el efecto de estos collares en la incidencia de infecciones por Leishmania infantum en comparacién con un grupo de
perros vacunados. En abril/mayo se incluyeron en el estudio 224 perros jovenes alojados en refugios de animales privados,
dividiéndose en cuatro grupos: G1, 55 perros tratados con un collar con imidacloprid (10 %) + flumetrina (4,5 %) (Seresto,
Bayer Animal Health); G2, 60 perros tratados con un collar con deltametrina (4 %) (banda protectora Scalibor, MSD Animal
Health); G3, 54 perros vacunados con CanilLeish (Virbac Animal Health); y G4, 55 perros sin tratar como grupo de control. Se
hizo un seguimiento de los perros en los dias 120 (septiembre), 210 (diciembre) y 360 (abril-mayo), en los cuales se realiza-
ron evaluaciones clinicas y recuentos de ectoparasitos, y se tomaron muestras de sangre, médula 6seay piel para detectar
la presencia de L. infantum. La eficacia de Seresto a la hora de proteger a los perros de infestaciones por pulgas fue del 100
% (p < 0,01) los dias 120 y 210, mientras que los animales tratados con Scalibor mostraron infestacién con una prevalencia
del 23,3 %y el 33,3 % los dias 120y 210, respectivamente. Al final del estudio, la incidencia de infeccidn por L. infantum en
perros tratados con collar (basada en el resultado positivo de los animales en alguna de las pruebas) fue del 5,5 % en los
perros tratados con Seresto y del 20 % en los perros tratados con Scalibor, de modo que la eficacia global de prevencién fue
del 88,3 % en el caso de Seresto y del 61,8 % en el caso de Scalibor. No se observé ninguna diferencia estadistica en perros
que dieron resultado positivo para L. infantum en cuanto a la PCR y/o citologia de la médula 6sea el dia 360 entre los perros
vacunados con Canileish (15,4 %) y los perros no tratados del grupo de control (10,0 %). Ambos collares demostraron ser
eficaces (p < 0,01) para prevenir infecciones por L. infantum a lo largo de una temporada de transmisién, mientras que no
se observé una diferencia significativa en la frecuencia de infecciones activas entre los perros vacunados con Canileish y
los perros del grupo de control, lo cual remarca la importancia de utilizar principios activos repelentes/insecticidas como
principal medida para la proteccién frente a la leishmaniosis canina.

Resumen de los autores

Los perros estan expuestos a ectoparasitos (por ejemplo, garrapatas y pulgas) y a infecciones relacionadas trans-
mitidas por vectores. Entre otros, Leishmania infantum es un protozoo muy extendido que supone un problema
de salud publica y es transmitido por fleb6tomos. La prevencion de la leishmaniosis canina se ha convertido en
una medida prioritaria en muchas zonas endémicas e incluye la adopcion de estrategias de control para prevenir
la infeccion (evitando picaduras del vector) o la enfermedad mediante vacunas. Nosotros analizamos la eficacia
de dos collares para el tratamiento y la prevencion de infestaciones de pulgas. También se evalué el efecto de
estos collares en la incidencia de infecciones por L. infantum en comparacién con un grupo de perros vacunados.
Al final del estudio, después de una temporada de transmisién, ambos collares demostraron ser eficaces para
prevenir las infecciones por L. infantum, aunque en distinto grado. Sin embargo, no se observé una diferencia
significativa en la frecuencia de infecciones activas entre los perros vacunados y los del grupo de control. Los
resultados remarcan la importancia de utilizar repelentes/insecticidas como medida prioritaria para la proteccion
frente a la leishmaniosis canina, mientras que la vacunacion puede plantearse como parte de un programa de
control integral y no como sustituciéon de medidas contra los vectores.



Introduccion

La importancia veterinaria de los ectoparasitos (p. ej., garrapatas y pulgas) se caracteriza por su impacto en la
salud de los animales de companiia [1]. Los ectoparasitos interactian de manera intensiva con sus hospedadores
animales alimentandose de su sangre, y tienen la capacidad de transmitir patégenos de relevancia médica y
veterinaria que causan las denominadas enfermedades transmitidas por vectores (ETV), que son una de las causas
principales de morbilidad y mortalidad en animales de companiia [2]. En los paises mediterraneos, como Italia,
las garrapatas y pulgas representan una amenaza durante todo el ano, especialmente en el caso de los animales
que viven en refugios [3,4]. El control de los ectopardsitos en perros, por medio de productos ectoparasiticidas,
ha demostrado ser satisfactorio en diferentes condiciones ambientales y habitacionales [5] y eficaz para reducir
el riesgo de transmision de varias ETV [6].

La leishmaniosis visceral por Leishmania infantum es una enfermedad parasitaria transmitida por vector
que afecta sobre todo a perros y humanos [7] y es endémica del sur de Europa, de Oriente Medio, de Asia Central y
de Sudamérica [8]. Los perros son los principales reservorios de la infeccién, por lo que desemperian un papel im-
portante en la epidemiologia de la enfermedad [7]. La leishmaniosis canina (CanL) puede evolucionar mediante
un sinfin de cuadros clinicos, desde infecciones subclinicas hasta enfermedades mortales [9]. El principal método
para prevenir las infecciones por L. infantum en animales y humanos es evitar las picaduras de fleb6tomos vec-
tores por medio de repelentes [10, 11]. En efecto, los piretroides, ya sea aplicados en forma de pipetas (spot-on)
o collares, han demostrado ser eficaces para prevenir las picaduras de fleb6tomos en condiciones de laboratorio
o las infecciones por L. infantum en perros en condiciones de campo [11]. Por ejemplo, un collar con un 4 % de
deltametrina (banda protectora Scalibor, MSD Animal Health) demostré ser util para controlar la infeccién por
L. infantum en zonas endémicas con un rango de eficacia entre el 50 % y el 84 % después de una temporada de
transmision [12, 13]. Por su parte, un collar de matriz polimérica que contiene una combinacién de un 10 % de
imidacloprid y un 4,5 % de flumetrina (Seresto, Bayer Animal Health), recientemente aprobado para el control de
garrapatas y pulgas en perros y gatos durante ocho meses [14], aunque no registrado para su uso contra flebo-
tomos, fue eficaz (eficacia entre el 93,4 %y el 100 %) a la hora de proteger perros que vivian en refugios de zonas
donde la CanL es endémica [15, 16].
Ademads, se han hecho grandes esfuerzos para desarrollar una vacuna contra CanL seleccionando varias vacunas
candidatas y adyuvantes, lo que ha llevado al lanzamiento de tres vacunas en los ultimos 10 anos [11]. Por ejem-
plo, en Europa se ha aprobado una vacuna basada en antigenos excretores/secretores de L. infantum con Quillaja
saponaria (LIESP-QA-21) como adyuvante (CaniLeish, Virbac Animal Health). Después de un tratamiento primario
consistente en tres inyecciones en intervalos de 21 dias, esta vacuna induce una respuesta inmunitaria celular
tipo Th1 contra L. infantum, lo que evita que los perros desarrollen signos clinicos después de una infeccién por
L. infantum [17, 18]. Al probar esta vacuna en campo en perros no sometidos a tratamiento previamente (n = 41),
mostré una eficacia del 68,4 % a la hora de prevenir infecciones activas y del 92,7 % a la hora de impedir el desa-
rrollo de signos clinicos [19]. Puesto que ninguna de las vacunas disponibles actualmente es capaz de proteger
contra la infeccién [20], su uso debe considerarse como parte de un programa de control integral para CanL y no
como sustitucion de medidas contra los vectores.

En este estudio se analiz6 la eficacia de dos collares para el tratamiento y la prevencidn de infestaciones
por ectoparasitos en comparacién con un grupo de control sin tratamiento. Ademas, evaluamos el efecto de es-
tos collares en la incidencia de CanL en comparacién con un grupo de perros vacunados con Canileish.

Metodologia

Declaracion de compromiso ético

Este es un estudio multicéntrico con control negativo, realizado conforme a los principios de las Buenas Practicas
Clinicas (VICH GL9 GCP) [21] y de la guia sobre los principios estadisticos para ensayos clinicos con medicamen-
tos veterinarios (CVMP EMA/CVMP/EWP/81976/2010) [22]. El estudio se llevé a cabo como parte de un proyecto
de investigacion de gran envergadura para supervisar y controlar las enfermedades transmitidas por vectores
y los ectoparasitos (incluidos los fleb6tomos) en perros que viven en refugios. El proyecto y las actividades se
definieron en un acuerdo marco entre el Departamento de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Messina y
los cuatro refugios donde se realizé el estudio. El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del
Departamento de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Messina (n.c 002/2016, prot. 18894, 23 de marzo de
2016).control integral y no como sustitucién de medidas contra los vectores.



Centros, animales y disefo del estudio

Los animales se encontraban alojados en cuatro refugios privados: uno en la provincia de Catania (R1) y tres en
la provincia de Siracusa (R2-R4), Sicilia (al sur de Italia). Los centros del estudio tenian antecedentes de infestacio-
nes por ectoparasitos en perros y estaban situados en una zona hiperendémica de L. infantum, donde se estima
una incidencia media anual de infecciones por L. infantum del 39,4 % en perros desprotegidos alojados en refu-
gios [16], y en la que se dieron fleb6tomos vectores competentes (es decir, Phlebotomus neglectus, Phlebotomus
perniciosus y Phlebotomus perfiliewi) desde finales de primavera hasta otofio, mas concretamente, entre mayo y
noviembre [16,23].

Los animales de los centros del estudio (n = 380, n = 450, n = 400 y n = 470 perros en R1, R2, R3 y R4,
respectivamente) se alojaron en recintos al aire libre en funcién del momento en que ingresaron en el centro, su
actitud y su comportamiento. Los perros tenian una zona de descanso cubierta, con suelo de hormigén y camas,
asi como una zona exterior descubierta con suelo de hormigén (R4) o de grava fina (R1, R2 y R3).

Las zonas cubiertas estaban separadas por muros o paneles de aluminio compuesto.

En abril-mayo de 2013, se examinaron en total 247 perros (R1 =60, R2 = 65, R3 = 60, R4 = 62) y se tomaron mues-
tras para la inclusion en el estudio (dia 0). A fin de minimizar el riesgo de incluir perros infectados por L. infantum,
solo se seleccionaron perros con una edad maxima de 18 meses para el estudio.

Se realizé una exploracion fisica de los perros, se pesaron y se les tomaron muestras de sangre, piel y médula ésea
(véase a continuacion). Se incluyeron en el estudio aquellos animales que cumplian los siguientes criterios: salud
general normal, edad >7 semanas hasta 18 meses, no tratados con ectoparasiticidas durante el tiempo de activi-
dad indicado en la ficha técnica del producto utilizado, y no tratados con medicamentos inmunosupresores en
los 14 dias antes del estudio. Solo se mantuvieron en el estudio los perros que dieron negativo para L. infantum en
las pruebas seroldgicas (IFAT) y PCR de la piel y la médula ésea en el momento de la inclusién. Los perros incluidos
se identificaron mediante un microchip y se asignaron a uno de los cuatro grupos mediante un plan aleatorizado
de asignacién de tratamiento.

Los perros del grupo 1 fueron tratados con Seresto, los del grupo 2, con Scalibor, y los del grupo 3 fueron
vacunados con tres dosis (en intervalos de 21 dias) de Canileish, después de haber dado negativo con Speed
Leish K (Virbac). Ademas, debido a los requisitos de la vacuna Canileish, en ese grupo especifico solamente se
incluyeron perros mayores de 6 meses. Los perros del grupo 4 se mantuvieron como grupo de control sin trata-
miento. En los centros de estudio, los perros participantes se mantuvieron en jaulas en grupos mas pequenos,
con una media de 6 perros (de 1 a 15) por jaula. La aleatorizacidn se hizo por jaulas para evitar que los animales
de distintos grupos estuviesen en contacto fisico directo, y las jaulas que contenian los animales participantes se
distribuyeron de forma heterogénea por cada centro. Los perros con collar (grupos 1y 2) recibieron medicacién
conforme a la ficha técnica del producto durante aproximadamente siete meses, de acuerdo con la duracion de
la temporada de transmision de L. infantum en la zona de estudio.

Se hizo un seguimiento de los perros en los dias 120 + 10 (septiembre), 210 + 10 (diciembre) y 360 +

15 (abril-mayo) a partir de la inclusién. Cada dia de seguimiento se hizo una exploracién fisica de los perros en
busca de ectoparasitos (pulgas y garrapatas) y se registraron los signos relacionados con CanL (p. €j., pérdida de
peso, dermatitis exfoliativa seca, atrofia muscular, alopecia periocular, mucosas palidas, onicogrifosis, adenopatia,
esplenomegalia y conjuntivitis). Durante estas visitas de seguimiento también se recogieron muestras de piel y
sangre. En resumen, se recogieron muestras de sangre de unos 5 ml en tubos con gel separador de suero (Vacu-
med) de las venas braquiales o yugulares y se refrigeraron de inmediato (+4 °C). Se tomaron muestras de tejido
cutaneo (aproximadamente 0,5 cm?) de la region interescapular y se guardaron en microtubos individuales con
1 ml de solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Ademas, se recogieron muestras de médula dsea el dia de
lainclusién y los dias 210 = 10y 360 + 15. Las muestras de médula 6sea se obtuvieron por aspiracion de la cresta
iliaca utilizando agujas de Rosenthal (calibre 16 o 18), tras lo cual se frotaron algunas gotas sobre portaobjetos
para su evaluacion citoldgica, y la parte restante se almacené en microtubos individuales con 1 ml de soluciéon
PBS. Los perros de los grupos tratados con collares los llevaron puestos hasta el dia 210 del estudio. Los collares
Seresto solo se reemplazaban si se perdian o si el peso del animal aumentaba por encima del umbral de 8 kg para
el tamano pequero de collar, mientras que las bandas protectoras Scalibor se reemplazaban en caso de pérdida,
y se sustituyeron el dia 120 conforme a las recomendaciones del prospecto del producto.
Se observo diariamente cualquier cambio en la salud de todos los perros incluidos en el estudio, y se registraron
su salud y sus anomalias en su estado. Durante todo el periodo del estudio no se permitié el uso de otros ectopa-
rasiticidas en los perros ni en el entorno. Sin embargo, si se autorizaron eventualmente tratamientos individuales
con pipetas (spot-on) de fipronil en todos los grupos cuando se producian grandes infestaciones de garrapatas
o pulgas. El personal encargado de las pruebas de laboratorio no conocia la asignacion de tratamientos (estudio
ciego).




Procedimientos de diagndstico

En el laboratorio se centrifugaron las muestras de sangre (a 1500g durante 10 minutos) y se dividio el suero en dos
partes alicuotas. Las muestras de suero, piel y médula 6sea se almacenaron a —20 °C. Se analizaron las muestras de
suero en busca de anticuerpos anti-L. infantum circulantes por IFAT utilizando un valor de corte de 1:80 como se
describe en otro documento [24]. Los sueros positivos también se titularon mediante diluciones seriadas hasta la
negatividad. En las muestras de piel y médula ésea se llevé a cabo una extraccién de ADN y una amplificacion por
PCR de ADN de cinetoplasto de Leishmania como se describe en otro documento [16]. Los frotis de médula 6sea
se examinaron al microscopio después de la tincion con MGG Quick Stain (Bio Optica, Italia) a fin de detectar la
presencia de amastigotes de L. infantum. Cada frotis se examiné durante unos 10 minutos al microscopio 6ptico
(100 campos) utilizando un objetivo de inmersidn en aceite (100x).

Los perros de los dos grupos tratados con collar y los perros del grupo de control sin tratar se conside-
raban infectados por L. infantum cuando daban positivo en al menos uno de los métodos de diagnéstico (es
decir, IFAT, PCR en piel y médula 6sea, y citologia) durante el transcurso del estudio. Puesto que la presencia de
anticuerpos anti-L. infantum en los perros vacunados con CanilLeish podia deberse a la respuesta inmunitaria
inducida por la vacuna, la deteccién del parasito en las muestras de médula 6sea por PCR y/o citologia en los dias
210y 360 se considerd indicativa de fracaso a la hora de controlar la infeccién. En la Gltima visita, las infecciones se
subclasificaron como infecciones activas cuando los resultados positivos (= 1:160) en las pruebas de IFAT estaban
asociados con hallazgos positivos en la PCR y citologia de la médula 6sea; los perros con infecciones activas se
clasificaron como enfermos o clinicamente sanos segun la presencia de signos clinicos [9].

Estudio entomoldgico

En todos los centros se utilizaron trampas luminosas para recoger fleb6tomos. A partir de mayo de 2013, se
colocaron dos trampas bisemanalmente en cada refugio, 50 cm por encima del suelo, antes de la puesta de sol,
y se dejaron in situ durante al menos 12 horas (desde las 6:00 p. m. hasta las 6:00 a. m.). El seguimiento se inte-
rrumpio en noviembre de 2013, después de tres sesiones consecutivas sin atrapar flebétomos. Se separaron los
fleb6tomos capturados de otros insectos, se diferenciaron por sexo con la ayuda de un estereomicroscopio y se
almacenaron en viales individuales que contenian etanol al 70 % indicando el centro y la fecha de la muestra. Se
prepararon todos los especimenes de flebdétomos para su observacion microscépica como se describe en otro
documento [23] y se determind su especie mediante las claves morfoldgicas pertinentes [25].

Analisis estadistico

El tamano minimo de muestra de 48 perros por grupo se determiné teniendo en cuenta una incidencia estimada de
L. infantum del 4 % en perros protegidos contra vectores (con collar, grupos Seresto y Scalibor) y del 16 % en animales
expuestos a picaduras de vectores (grupos CanilLeish y de control) con una potencia del 85 % y un nivel de confianza
del 95 % [26]. El dia de la inclusion (dia 0) se calculé la homogeneidad de las variables como el sexo, la edad, la longitud
del pelaje y el peso corporal de los perros para los cuatro grupos utilizando la prueba x2 o el test exacto de Fisher para
los datos cualitativos (sexo, longitud del pelaje), asi como el analisis de la varianza (ANOVA).

La eficacia (%) de la prevencién de infestaciones por pulgas se calculé utilizando la siguiente férmula: Eficacia
= (% de animales infestados en el grupo de control — % de animales infestados en el grupo de tratamiento) / (% de
animales infestados en el grupo de control) x 100. La incidencia de Leishmania infantum en cada grupo se calculé como
tasa bruta de incidencia anual (TBIA) teniendo en cuenta solo los resultados de la tltima toma de muestras (dia 360),
independientemente de lo que ocurriera hasta entonces, de la siguiente forma: Tasa bruta de incidencia anual = nu-
mero de casos nuevos de animales infectados por L. infantum / (nimero de animales con resultado negativo incluidos
inicialmente — nimero de animales cuyo seguimiento fue imposible) x 100. Ademas, para resolver el problema de los
perros a los que no se pudo hacer seguimiento durante el estudio, se analizé la incidencia de infecciones por L. infan-
tum mediante la tasa de densidad de incidencia (TDI) [27], adaptada mensualmente utilizando un estandar de 30 dias/
mes. Las TDI de cada periodo de seguimiento se calcularon como el niimero de perros que dieron positivo, bien en las
pruebas seroldgicas o bien en las moleculares, dividido por el nimero de meses de seguimiento por perro (es decir,
el nimero de meses entre la anterior evaluacién y la actual para cada perro con riesgo de infeccion por L. infantum).
Las TDI se expresaron por aino. Los perros analizados una vez (p. ej.,, perdidos o muertos) no contribuyeron en ningin
momento al calculo de la incidencia.

La eficacia (%) para prevenir infecciones por L. infantum se calculé por cada grupo tratado con collar utilizando
la misma férmula que se adopt6 para calcular la eficacia contra infestaciones por pulgas. La significacion de las eficacias
se evalu6 con la prueba x2.

Se analizaron las diferencias en la frecuencia de los resultados de citologia y PCR de médula ésea, asi como en




el nimero de infecciones activas entre perros vacunados y sin tratar, utilizando la prueba X2 o el test de Fischer segun
el caso. Se determiné un nivel de significancia de 0,05.

Resultados

Los cuatro grupos eran homogéneos (p > 0,05) en cuanto a las variables en el momento de la inclusion, a excep-
cién de la edad y el peso de los animales del grupo CaniLeish, pues la ficha técnica de esta vacuna requiere una
edad minima de 6 meses. De los 247 perros seleccionados inicialmente, se excluyeron 23 porque dieron positivo
en laIFAT o en la IFAT y en la citologia (n = 2), superaban la edad maxima definida en los criterios de inclusién (n =
4) o murieron antes de la primera visita de seguimiento (n = 16). Ademas, un perro fue adoptado. Durante el estu-
dio, se sustituyeron los collares de 13 perros en el grupo tratado con Seresto para reajustar la dosis en funcién de
los cambios en el peso, y/o se sustituyeron una o mas veces por pérdida o danos en 21y 36 perros de los grupos
Seresto y Scalibor, respectivamente.

La eficacia de Seresto contra infestaciones por pulgas fue del 100 % (p < 0,01) en los dias 120y 210, mien-
tras que los animales tratados con Scalibor mostraron infestacién con una prevalencia del 23,3 % y el 33,3 % los
dias 120y 210, respectivamente (tabla 1).

Ademas, entre los dias 120 y 210, se observé una infestacién importante de pulgas en 24 perros (11 del grupo
Scalibor, 8 del grupo CanilLeish y 5 del grupo de control) y recibieron un tratamiento individual de rescate con un
producto en formato de pipeta (spot-on) con fipronil. Las infestaciones por garrapatas observadas en los perros
fueron muy esporadicas a lo largo del estudio (tabla 1), lo que impidié una evaluacién estadisticamente significa-
tiva de la eficacia de los dos collares contra las garrapatas.

El nUmero de perros que dieron positivo para L. infantum en alguna prueba y en algin momento oscilé entre los
cuatro del grupo Seresto y los 35 del grupo Canileish (tabla 2).

En la Ultima visita, tres perros del grupo Seresto y 12 perros del grupo Scalibor dieron positivo para L. infantum en al
menos una de las pruebas de diagndstico, siendo la IFAT la prueba con el mayor nimero de animales positivos (tabla 2).

Tabla 1. Presencia de infestacion por pulgas y garrapatas en diferentes momentos del estudio.

Dia del estudio (mes/es)

0 120 210
(abril/mayo de 2013) (septiembre de 2013) (diciembre de 2013)
G1 (Seresto)
N.o dg perros 55 55 55
examinados
N.c de perros
infestados por pulgas 13(23,6 %) 0 0
N.° de perros infestados 0 0 0
por garrapatas
G2 (Scalibor)
N.c de perros 60 60 60
examinados
N.2 de perros 6 (10,0%) 14 (23,3%) 20 (33,3%)
infestados por pulgas e = =
5 .
N.c de perros infestados 0 2 3,3%) 0
por garrapatas
G3 (CaniLeish)*
N.c de perros 54 54 53
examinados
N.c de perros o o o
infestados por pulgas 12 (22,2%) 12 (22,2%) 19 (35,9%)
5 .
N.c de perros infestados 2 3,7%) 0 0
por garrapatas
G4 (Control)
N.° de perros 55 51
. 55
examinados
N.c de perros o o o
infestados por pulgas 1(1,8%) 12 (21,8%) 14 (27,5%)
5 .
N.c de perros infestados 0 1(1,8%) 0
por garrapatas




Tabla 2. Resultados seroldgicos, moleculares y citolégicos solo de los perros que dieron
positivo para Leishmania infantum en IFAT, PCR de la piel o la médula ésea (MO) o cito-
logia de la MO en algun momento durante el estudio.

Centroy Dia 120 Dia 210 Dia 360
codigo (septiembre de 2013) (diciembre de 2013) (abril-mayo de 2014)
IFAT PCR IFAT PCR | PCR |[IFAT PCR PCR Citologia | Signos
piel piel | MO piel MO MO clinicos
G1 S1021 1:80 = = - - - - - - -
S1028 = = 1:80 = = 1:80 = = = gl
$2020 = = 1:80 = = 1:80 4 = = =
$2025 = A = = = - 3 = = =
G2 S1044 - - - - - 1:80 4 - - -
S1052 = = = = = 1:1280 = i = gl, de
S1059 = = = = = 1:80 = = - -
S1063 = = = = = = = 3 = =
S2051 = 3 = = = - + - - -
S2067 = 1 = 1 = 1:80 = = = gl
S3047 = - - - = 1:80 - = - -
S3065 - - - - - - + - - -
S3067 - + - - - 1:80 - + - -
S4042 - - - - - 1:80 - - - -
S4043 - - - - - 1:80 - - - -
S4044 1:80 - - s . . g . - -
S4046 - - 1:80 - - | 11160 - - + -
S4048 - - - + - - - - - -
G3 $1002 = - - - - 1:80 + - - gl
S1003 = = 1:80 = = 1:80 = - - al
S1005 = A 1:80 - i 1:80 = = - gl
$1006 - - - - - 11280 - + - -
S1008 - + - - - - - - - -
S1013 = A = - - - = A - -
S2007 1:80 = = 3 = 1:80 = - - -
S2010 = = = A - = A = - =
S2011 1:80 = 1:160 = = 1:1280 4 aF = =
S2014 = 4 = = = 1:80 = = = =
S2015 1:80 = 1:160 = = 1:160 - - - -
S2016 = 4 = 3 = 1:1280 - = = =
S2017 1:80 = 1:160 1 1 1:2560 1 1 1 gl
S2018 = = = = = 1:80 + = = =
S3003 - - - - - 1:80 - - - al, pp
S3004 - + 1:80 - - 1:80 - - + -
S3005 - - - - - 1:80 - - - gl, de
S3006 - - 1:80 - + 1:320 - + + gl
S3007 = = = = = 1:80 = = = =
S3008 - - - - - 1:80 - - - -
S3010 = = = = = 1:80 = = = al
S3011 - - - - - 1:80 - - - -
S3012 = = 1:80 = = 1:80 = = = al




Dia 120 Dia 210 Dia 360

Centroy
codigo (septiembre de 2013) (diciembre de 2013) (abril-mayo de 2014)
IFAT PCR IFAT PCR | PCR | IFAT PCR PCR Citologia | Signos
piel piel | MO piel MO MO clinicos
S3013 = = 1:80 = = 1:80 = = = gl
S3014 = + - = = 1:80 - = -
S4001 = = = 1 = = 1 = =
S4002 - - - - - 1:80 + - - gl
S4004 - + - + - 1:80 - + - gl
S4005 - + - - - 1:80 + - - gl
S4006 - - - + - 1:80 - - -
S4007 - - - - - 1:80 + - -
S4009 - - - - - 1:80 - - -
S4010 - - - - - 1:80 - - -
S4013 - - - -+ - - - - -
S4049 - - - - - 1:80 - - +
G4 S1030 - + - - - - - - - gl
S1032 - + - - - 1:80 + - - gl
S1033 - -+ - - - - -+ - -
S1034 = = = = = 1:1280 = 4 =
S1035 - + 1:80 - - 1:80 + - + aql
S$1036 = 4 1:80 = = = 4 = =
S1037 - + 1:80 - + 1:80 + - -
S$1039 = 4 1:80 4 = 1:80 4 = = al
S1041 - - 1:80 - - 1:320 - + -
$1043 = = 1:80 = = = = = ik
S2056 - + 1:80 - - 1:80 - - +
$2058 = = 1:80 4 = 1:80 = = =
S2059 - - - - - 1:1280 - - -
S3035 = 4 = = = = = = =
S3036 = = = = = 1:80 = = =
S$3052 = = 1:80 = = = = = =
S3053 = = 1:80 = = 1:80 = = =
S3054 - + - - + - - - - al
S3055 = = 1:80 = = 1:80 = = =
S3057 = = 1:80 e F 1:640 = = =
S3060 - + - - - - - - -
S3062 = = 1:80 = = 1:640 = = =
S3063 - + - - - - - - -
S4050 = = 1:80 A = 1:160 = = =
S4055 = = 1:80 - - 1:160 + - - gl
S4056 = = = = = 1:80 4 = =

Leyenda: de = dermatitis exfoliativa seca; gl = agrandamiento de ganglios linfaticos; pp = pérdida de peso.



La TBIA calculada sobre la cantidad total de perros que permanecieron en el estudio hasta la ultima visita
fue del 5,5 % (3/55), 20 % (12/60) y 38 % (19/50) en los grupos Seresto, Scalibor y de control, respectivamente, con
una diferencia estadistica significativa en las comparaciones Seresto vs. control (p < 0,001) y Scalibor vs. control (p
< 0,05). En consecuencia, la TDI media oscil6 entre el 7,8 % (Seresto) y el 66,9 % (control) (tabla 3), lo que apunta a
una eficacia global de los dos collares para prevenir las infecciones por L. infantum del 88,3 % en el grupo Seresto
y del 61,8 % en el grupo Scalibor (p < 0,01).

Tres perros del grupo CaniLeish (5,7 %) y otros tres del grupo de control (5,9 %) dieron positivo en la PCR
de médula ésea el dia 210, mientras que no se detecté una diferencia estadistica (p = 0,417) en los animales que
dieron positivo en la PCR y/o citologia de médula ésea el dia 360 entre el grupo CaniLeish (15,4 %; 8/52) y el gru-
po de control (10 %; 5/50). La mayoria de estos animales también dio positivo en la IFAT, con titulos entre 1:180 y
1:2560 en el grupo Canileish, y entre 1:80y 1:1280 en el grupo de control (tabla 2). Se diagnosticaron infecciones
sintomaticas activas, caracterizadas por unos titulos altos en la IFAT (concretamente, 1:320 y 1:2560) y unos resul-
tados positivos en la PCR y citologia asociados a un agrandamiento de los ganglios linfaticos, en dos perros del
grupo Canileish (tabla 2), pero no se observaron diferencias en la frecuencia de dichos eventos entre el grupo
vacunado con CanilLeish y el grupo de control (p = 0,495).

Se atraparon flebotomos (n = 2008) de seis especies desde finales de mayo (R1) hasta octubre (en todos
los centros). El mayor nimero de fleb6tomos se capturd en el R3 (n =910), seguido del R1 (n =733), R4 (n = 256) y
R2 (n =109). La mayor variabilidad de especie (n = 6) se encontré en el R1, donde las especies prevalentes eran P,
perniciosus (n =521) y P. perfiliewi (n = 124). Sergentomyia minuta y P. perniciosus fueron las especies mas comunes
en todos los centros, con una frecuencia entre el 11,3 % (R1) y el 95,1 % (R3) y entre el 4,9 % (R3) y el 71 % (R1), res-
pectivamente. Phlebotomus perniciosus se capturo sistematicamente en todas las sesiones, excepto a finales de
julio en el R2. Phlebotomus sergenti (un macho y una hembra) y P. papatasi (un macho) se capturaron en el centro
R1 solo en junio-julio y julio, respectivamente, mientras que P. neglectus solo se capturé en el R4 en junio.

Tabla 3. Tasa de densidad de incidencia (TI) en la poblacion del estudio.

Perros de la cohorte (negativos Casos Meses por Casos | Anos por .
Grupo/fase (neg . P TDI/mes P TDl/afo
en tomas de muestras anteriores) | nuevos perro nuevos perro

1 (Seresto)

Basal 55

Seguimiento 1 55 2 224,95 0,89 2 18,75 10,67
Seguimiento 2 53 2 156,35 1,28 2 13,03 15,35
Seguimiento 3 51 0 231,54 0,00 0 19,30 0,00
Total 4 612,84 0,65 4 51,07 7,83
G2 (Scalibor)

Basal 60

Seguimiento 1 60 245,4 1,63 4 20,45 19,56
Seguimiento 2 56 165,76 1,21 13,81 14,48
Seguimiento 3 54 245,16 3,26 20,43 39,16
Total 14 656,32 2,13 14 54,69 25,60
G4 (Control)

Basal 55

Seguimiento 1 55 12 224,95 533 12 18,75 64,01
Seguimiento 2 39 10 115,05 8,69 10 9,59 104,30
Seguimiento 3 28 4 126,00 3,17 4 10,50 38,10
Total 26 466,00 5,58 26 38,83 66,95

doi:10.1371/journal.pntd.0004987.t003

No se observaron anomalias en perros con collar en los siete meses de aplicacién ni como consecuencia
de la vacuna, excepto en el caso de tres perros del grupo tratado con Scalibor, que mostraron lesiones cutaneas
en el cuello que aparecieron entre dos y cinco meses después de ponerles el collar, probablemente debido al
roce mecanico de la zona con el collar. Todas las lesiones se curaron entre 3 y 25 dias después de aflojar el collar
Scalibor sin ningun tratamiento (1) o después de un tratamiento tépico con pomada antibiética o espuma an-
tibacteriana (2). Cinco perros (uno del grupo Seresto y cuatro del grupo de control) sufrieron demodicosis, y un
perro del grupo de control sufrié sarna sarcoptica. Recibieron tratamiento tépico con 25 ml/51 de amitraz una vez
cada 4 dias durante 20 dias.



Discusion

Las pulgas fueron el ectopardasito mas prevalente encontrado en este ensayo, mientras que las garrapatas solo se
observaron de forma esporadica, probablemente a causa de las medidas profilacticas (p. ej., aislamiento y tratamiento
preventivo de los perros al ingresar en los refugios) establecidas en todos los centros del estudio, que han llevado a un
control satisfactorio de las garrapatas.

Se observé una diferencia significativa de la eficacia contra las pulgas entre los dos collares en estudio. Mien-
tras que en los animales tratados con Seresto no se encontraron pulgas en ninguna de las visitas de seguimiento pos-
teriores al tratamiento, en el caso de los animales tratados con Scalibor se observé un porcentaje cada vez mayor de
animales tratados que se infestaron por pulgas en los dias 120 (23,3 %) y 210 (33,3 %), que de hecho fue similar al del
grupo de control.

La alta eficacia de Seresto para proteger a los perros de las pulgas ya se habia documentado en otros ensayos
de campo llevados a cabo con un nimero mayor de perros y expuestos a altas cargas de ectoparasitos [4 28], mientras
que en el caso de Scalibor, los estudios llevados a cabo respecto a pulgas y garrapatas eran solo estudios de laboratorio
[29-32].

A pesar de las diferentes naturalezas y objetivos de los enfoques de intervencidn contra L. infantum que se han
utilizado en este estudio (es decir, prevenir la infeccion o el desarrollo de enfermedad), su efectividad fue evaluada al
mismo tiempo utilizando los mismos procedimientos de diagnéstico en animales que viven en estrecho contacto. El
estudio se realizé en una zona donde la CanL es hiperendémica, como demuestra la alta tasa de exposicion (TBIA = 38
%; TDI = 66,95 %) en los perros del grupo de control. Como ya se esperaba, los dos enfoques (collares y vacuna) mos-
traron resultados distintos a la hora de prevenir la infeccién por L. infantum, que estan intimamente relacionados con
sus distintos mecanismos de accion: reducir el riesgo de infeccién frente a reducir el riesgo de progresion de la enfer-
medad. En efecto, ambos collares demostraron ser eficaces (p < 0,01) para prevenir infecciones por L. infantum con una
eficacia global del 88,3 % en el grupo Seresto y del 61,8 % en el grupo Scalibor. Todos los animales positivos del grupo
Seresto y la mayoria del grupo Scalibor (77,8 %) presentaron titulos bajos en la IFAT (1:80), y solo unos pocos del grupo
Scalibor dieron positivo también en la citologia o en la PCR de la médula 6sea, pero sin pruebas de enfermedad activa.

En el grupo CaniLeish, que no recibio proteccion contra flebétomos, el nimero de perros que dio positivo para
L. infantum en la PCR o citologia fue considerablemente mayor que en los grupos Seresto y Scalibor. La deteccion de L.
infantum en tejidos como la médula ésea, ya sea por PCR o citologia (tabla 2), apunta a que el parasito se ha diseminado
desde el punto de entrada (es decir, la piel). Este hallazgo diagnéstico también sugiere que la respuesta inmunitaria
contra la infeccién no es eficaz [19, 33], como demuestra el hallazgo de dos perros enfermos en el grupo Canileish el
dia 360. Ademas, el hallazgo de cinco perros del grupo vacunado que dieron positivo en la IFAT con titulos altos (1:320-
1:2560) indicaba infeccidn activa. De hecho, la IFAT puede tornarse positiva en los animales del grupo Canileish [17],
pero la seroconversion inducida por la vacuna suele ocurrir en un plazo de 8-12 semanas después de la vacuna [18]. Por
el contrario, la mayoria de perros del grupo 3 que dieron positivo en la IFAT seroconvirtieron varios meses después de
la vacuna, lo que apunta a una respuesta natural contra la infeccion por L. infantum en lugar de a una seroconversion
inducida por la vacuna. Curiosamente, en un ensayo anterior de campo realizado con perros no sometidos a trata-
miento previamente en un drea donde la CanL es endémica, se observaron en total unay cinco infecciones activas en
un grupo de 41 perros vacunados después del primer y segundo afo, respectivamente [19]. El nimero de infecciones
activas observado aqui en el grupo CaniLeish (2/52; 3,8 %) no es significativamente distinta del observado en [19] ni del
observado en el grupo de control de este estudio. Esta similitud entre los grupos Canileish y de control podria deberse
a que el numero de animales no es lo suficientemente grande para discernir esta cuestion especifica, asi como al corto
periodo de observacion (solo un afio). De hecho, en un estudio de campo anterior no se observaron diferencias signi-
ficativas en las infecciones por L. infantum entre el grupo vacunado (41 perros) y el grupo de control (39 perros) en la
visita de seguimiento que se hizo transcurrido un afo [19]. Por tltimo, la presencia de anticuerpos detectables por IFAT
durante largos periodos en perros vacunados plantea problemas practicos en cuanto al uso de las pruebas serolégicas
para cribar animales en areas donde la CanL es endémica.

El estudio entomoldgico confirmé la presencia de flebétomos vectores en todos los centros del estudio, siendo
su periodo de actividad desde finales de mayo hasta octubre, lo cual concuerda con otros estudios anteriores llevados
a cabo en el sur de Italia [16, 23, 25] e indica que la temporada de transmisién de L. infantum dura unos 6 meses en la
zona de estudio. Aunque las especies mas frecuentes en todos los centros del estudio fueron P. perniciosus y S. minuta,
la composicion de las especies y las frecuencias relativas difirieron entre los refugios. Sin embargo, es importante re-
calcar que el estudio entomoldgico realizado en este caso tenia como objetivo evaluar la fauna de flebétomos en los
cuatro centros del estudio, no hacer una estimacién de su abundancia. La captura de P. sergenti confirma lo observado
en estudios anteriores en el Este de Italia [23, 34]. Esta especie de flebotomos esta implicada en la transmision de Leis-
hmania tropica, el parasito responsable de la leishmaniosis cutdnea antroponética en Oriente Medio y Africa, que, sin
embargo, tiene el daman roquero (Procavia capensis) como hospedador reservorio en Israel, Jordania y la Autoridad
Palestina [35, 36].



Conclusiones

El collar Seresto demostré ser eficaz para proteger a los perros contra infestaciones por pulgas, mientras que no se ob-
servaron diferencias en la tasa de infestaciones entre los animales tratados con Scalibor y los perros no tratados. Ambos
collares fueron eficaces para prevenir la infeccion por L. infantum, con una eficacia del 61,8 % en el caso de Scalibor y del
88,3 % en el caso de Seresto después de una temporada de transmision. La frecuencia de infecciones activas en perros
vacunados con CaniLeish fue similar a la de un ensayo sobre el terreno llevado a cabo anteriormente [19], y no se ob-
servaron diferencias significativas en las tasas de infeccién por L. infantum entre los animales vacunados y los del grupo
de control después de un ano. Todos los productos demostraron ser seguros, y debe considerarse su uso al planificar
estrategias de control de la CanL. Sin embargo, por su ineficacia para prevenir la infeccion por L. infantum y segun las
instrucciones del fabricante, se recomienda que la vacuna se combine siempre con repelentes/insecticidas, puesto que
no es sustitutiva de estos en dreas donde la CanL es endémica.

Contribuciones de los autores

Concepcion y diseio de los experimentos: EB DO FSB DS.

Ejecucion de los experimentos: EB EN LF GG MSL GA VDT.
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Seresto® collar 1,25 g + 0,56 g PARA PERROS < 8 kg. 1. D« inacion del medic veterinario. Seresto® collar 1,25 g + 0,56 g para perros < 8 kg 2. Composicién cualitativa y c itativa. Sustan-
cias activas: Un collar de 38 cm (12,5 g) contiene como sustancias activas 1,25 g de imidacloprid y 0,56 g de flumetrina. Para la lista completa de excipientes, véase la seccion 6.1. 3. Forma farmacéutica. Collar.
Collar gris, inodoro. 4. Datos clinicos. 4.1 Especies de destino. Perros (< 8 kg). 4.2 Indicaciones de uso. Para la prevencion (Ctenocephalides felis, C. canis) y tratamiento de la infestacion por pulgas (Cteno-
cephalides felis) durante 7- 8 meses. Protege el entorno inmediato del animal al inhibir el desarrollo de larvas de pulga durante 8 meses. Seresto® puede utilizarse como parte de una estrategia de tratamiento
de la dermatitis alérgica por picadura de pulgas (DAPP). El medicamento es eficaz contra las infestaciones por garrapatas durante 8 meses por su efecto repelente (antialimentacion) (Ixodes ricinus, Rhipicepha-
lus sanguineus) y su efecto acaricida (muerte del parésito) (Ixodes ricinus, Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor reticulatus). Es eficaz contra larvas, ninfas y garrapatas adultas. Las garrapatas presentes en el
perro antes del tratamiento pueden no morir en las primeras 48 horas después de la aplicacion del collar, por lo que podrian permanecer adheridas y visibles. Por tanto, se recomienda retirar las garrapatas
existentes en el perro previo a la aplicacion del collar. La prevencién de nuevas infestaciones por garrapatas se inicia durante los dos primeros dias después de la aplicacion del collar. El collar protege de modo
indirecto frente a la transmision de los patégenos Babesia canis vogeliy Ehrlichia canis por la garrapata Rhiphicephalus sanguineus y en consecuencia, se disminuye el riesgo de babesiosis canina y ehrliquiosis
canina durante 7 meses. Para el tratamiento de la infestacion por piojos picadores/masticadores (Trichodectes canis). 4.3 Contraindicaciones. No tratar a cachorros de menos de 7 semanas. No usar en caso
de hipersensibilidad a las sustancias activas o a algtin excipiente. 4.4 Advertencias especiales para cada especie de destino. Generalmente después del tratamiento, las garrapatas mueren y se desprenden
del animal 24 - 48 horas después de la infestacion sin haber ingerido sangre del hospedador. No obstante, no se puede descartar la adhesion aislada de garrapatas después del tratamiento. Por esta razén, no
se puede excluir completamente la transmision de enfermedades infecciosas a través de garrapatas, si las condiciones del entorno son desfavorables. Preferentemente, el collar debe aplicarse antes del inicio
de la temporada de pulgas o garrapatas. Al igual que con el resto de medicamentos tépicos de uso prolongado, una caida estacional de pelo en exceso puede producir una disminucién leve y pasajera de la
eficacia del collar, por pérdida de parte de las sustancias activas presentes en el pelo. La liberacion de las sustancias activas del collar se iniciara inmediatamente, de modo que la eficacia completa sera reesta-
blecida sin necesidad de un tratamiento adicional o de un cambio de collar. En caso de tener una infestacion de pulgas instaurada en el hogar, puede ser necesario ademas un tratamiento del entorno con un
insecticida apropiado. El medicamento es resistente al agua y contintia siendo eficaz aunque el animal se moje. Sin embargo, debe evitarse una exposicion intensa y prolongada al agua o el uso frecuente de
champus dado que la duracién de la actividad puede verse disminuida. Los estudios muestran que el uso de champu o la inmersion en agua una vez al mes no disminuye la duracién de la eficacia de 8 meses
frente a garrapatas, después de la redistribucion de las sustancias activas por el pelaje, aunque si la reduce gradualmente frente a pulgas a partir del 5° mes. 4.5 Precauciones especiales de uso. Precauciones
especiales para su uso en animales. El medicamento es resistente al agua y continta siendo eficaz aunque el animal se moje. Sin embargo, debe evitarse una exposicién intensa y prolongada al agua o el
uso frecuente de champus dado que la duracion de la actividad puede verse disminuida. Los estudios muestran que el uso de champti o la inmersion en agua una vez al mes no disminuye la duracion de la
eficacia de 8 meses frente a garrapatas, después de la redistribucion de las sustancias activas por el pelaje, aunque si la reduce gradualmente frente a pulgas a partir del 5° mes. Precauciones especificas que
debe tomar la persona que ad re el medic alos les. Mantenga la bolsa que contiene el collar en la caja hasta el momento de su uso. Al igual que con otros medicamentos veterinarios,
no permita que los nifos jueguen con el collar ni que se lo introduzcan en la boca. Los perros que lleven collar no deberian dormir en la cama con sus propietarios, especialmente los nifos. Las personas con
hipersensibilidad conocida a los componentes del collar deben evitar el contacto con el collar. Elimine inmediatamente la parte sobrante del collar (véase la seccion 4.9). Lavese las manos con agua fria después
de colocar el collar. 4.6 Reacciones adversas (frecuencia y gravedad). En raras ocasiones, en los primeros dias tras la colocacion del collar en animales que no estan acostumbrados a llevar collar, pueden
observarse cambios leves en el comportamiento incluyendo rascado en la zona de aplicacion. Asegurese de que el collar no esté demasiado apretado. En raras ocasiones, pueden producirse reacciones leves
en la zona de aplicacién tales como prurito, eritema y pérdida de pelo, que generalmente desaparecen en 1 0 2 semanas sin necesidad de retirar el collar. En casos aislados, puede ser recomendable la retirada
temporal del collar hasta que los sintomas hayan desaparecido.En muy raras ocasiones, pueden producirse reacciones en la zona de aplicacién tales como dermatitis, inflamacién, eczema o lesiones. En estos
casos se recomienda retirar el collar. En raras ocasiones, pueden aparecer signos neuroldgicos tales como ataxia, tremor y convulsiones. En estos casos se recomienda retirar el collar. Ademas, en raras ocasio-
nes, pueden aparecer al principio reacciones leves y pasajeras tales como depresion, cambios en la ingesta, salivacion, vomitos y diarrea. La frecuencia de las reacciones adversas se debe clasificar conforme a
los siguientes grupos: — Muy frecuentemente (mas de 1 animal por cada 10) — Frecuentemente (més de 1 pero menos de 10 animales por cada 100) — Infrecuentemente (mas de 1 pero menos de 10 animales
por cada 1.000) — En raras ocasiones (mas de 1 pero menos de 10 animales por cada 10.000) — En muy raras ocasiones (menos de 1 animal por cada 10.000).

4.7 Uso durante la gestacion, la lactancia o la puesta. Los estudios de laboratorio efectuados con flumetrina y con imidacloprid en ratas y conejos no han producido efectos sobre la fertilidad ni la repro-
duccién, ni han demostrado efectos teratogénicos o téxicos para el feto. Sin embargo, no ha quedado demostrada la seguridad del medicamento veterinario durante la gestacion y la lactancia en las especies
de destino. En ausencia de datos disponibles, el medicamento no se recomienda en perras en gestacion o lactacion . 4.8 Interaccion con otros medicamentos y otras formas de interaccion. Ninguna
conocida. 4.9 Posologia y via de ad racion. Uso cutaneo. Un collar por animal para aplicar alrededor del cuello. Los perros pequenos de hasta 8 kg deben usar un collar Seresto® de 38 cm de longitud.
Los perros que pesen mas de 8 kg deben usar un collar Seresto® para perros > 8kg de 70 cm de longitud. Sélo para uso externo. Extraiga el collar de la bolsa protectora justo antes de su uso. Desenrolle el
collar y asegtirese de que no quedan restos de las tiras de plastico de la parte interna del collar. Ajuste el collar sin apretar alrededor del cuello
del animal (se recomienda dejar un espacio de dos dedos entre el collar y el cuello). Pase el extremo del collar a través de las hebillas. Corte el
exceso de collar dejando 2 cm tras la hebilla.

El perro debe llevar el collar de forma continua durante los 8 meses de periodo de proteccion. El collar debe retirarse al finalizar el tratamiento. Com-
pruebe el collar periédicamente y ajustelo si fuera necesario, especialmente en cachorros con crecimiento répido. 4.10 Sobredosificacion (sil

medidas de urgencia, antidotos), en caso necesario. Debido a la naturaleza d el collar, es improbable que ocurra una sobredosis y no se esperan
signos de sobredosis. Después de la aplicacion de 5 collares en perros adultos durante 8 meses asi como en cachorros de 7 semanas de edad durante
6 meses no se han observado efectos adversos excepto una ligera pérdida de pelo y reacciones cuténeas leves. En el caso improbable de que el animal
ingiera un collar, podrian presentarse sintomas gastrointestinales leves (p. ej. heces blandas). 4.11 Tiempo de espera. No procede. 5. Propiedades farmacolégicas. Grupo farmacoterapéutico: Ectoparasiticidas, insec-
ticidas y repelentes, piretrinas y piretroides, combinaciones de flumetrina. Cédigo ATCvet: QP53AC55. 5.1 P Jades farmacodinamicas. Imidacloprid es un ectoparasiticida perteneciente al grupo de compuestos
cloronicotinilos. Quimicamente, puede clasificarse como una cloronicotinil nitroguanidina. Imidacloprid es activo contra los estadios larvales de las pulgas, las pulgas adultas y los piojos. La actividad contra la pulga
C.felis comienza inmediatamente tras la aplicacion del collar. La eficacia apropiada contra C.canis empieza tras una semana de aplicado el collar. Ademas de las indicaciones mencionadas en la seccién 4.2, se ha demos-
trado actividad contra las especies de pulgas Ctenocephalides canis y Pulex irritans. Imidacloprid posee una elevada afinidad por los receptores nicotinérgicos de la acetilcolina en la region postsinaptica del sistema ner-
vioso central (SNC) de las pulgas. La inhibicion resultante de la transmision colinérgica en los insectos les ocasiona paralisis y muerte. En mamiferos, imidacloprid practicamente no produce efecto sobre el SNC debido




a la naturaleza débil de la interaccion con los receptores nicotinérgicos y a la escasa penetracion a través de la barrera hematoencefalica. Imidacloprid presenta una actividad farmacolégica minima en mamiferos.
Flumetrina es un ectoparasiticida del grupo de los piretroides sintéticos. En base a los conocimientos actuales, los piretroides sintéticos interfieren con los canales del sodio de la membrana celular de las neuronas
produciéndose un retraso en la repolarizacion de la fibra nerviosa y la muerte del parasito. En estudios realizados sobre la relacién estructura-actividad de algunos piretroides se observé una interferencia con recep-
tores de una determinada conformacién quiral causando, en consecuencia, una accion selectiva sobre los ectoparasitos. No se ha observado actividad anticolinesterasa en estos compuestos. Flumetrina proporciona
la actividad acaricida del medicamento, por lo que previene la formacién de huevos fértiles por su efecto letal sobre las garrapatas hembras. Por otro lado, en un estudio in vitro con garrapatas Rhipicephalus san-
guineus expuestas a una dosis subletal de 4 mg de flumetrina/L se observé que entre un 5y un 10 % de las garrapatas pusieron huevos con el aspecto alterado (arrugados, sin brillo y secos), lo que indica ademas el
efecto esterilizante de flumetrina. Ademas de las especies de garrapata indicadas en la seccion 4.2, se ha demostrado actividad contra Ixodes hexagonus, I. scapularis y las especies no europeas Dermacentor variabilis
e . holocyclus (garrapata de origen australiano que provoca pardlisis). El medicamento tiene un efecto repelente (antialimentacion) contra las garrapatas previniendo que los parasitos repelidos ingieran sangre, por
lo que indirectamente ayuda a disminuir el riesgo de contraer enfermedades caninas de transmision vectorial. Ademés de los patégenos indicados en la seccion 4.2, en un estudio de laboratorio se ha demostrado
una proteccion indirecta frente a la transmision de Babesia canis canis (por la garrapata Dermacentor reticulatus), el dia 28 de aplicado el tratamiento. Asimismo, en otro estudio de laboratorio se ha demostrado a los
2 meses del tratamiento una proteccion indirecta frente a la transmision de Anaplasma phagocytophilum (por la garrapata Ixodes ricinus). En consecuencia, se disminuye el riesgo de transmision de enfermedades
causadas por estos patégenos en las condiciones de estos estudios. Los resultados de dos estudios clinicos de campo efectuados en zonas endémicas de Leishmania infantum muestran una disminucion significativa
del riesgo de transmision de Leishmania por flebotomos en perros tratados respecto a los no tratados, independientemente de que la eficacia en la prevencién de la picadura no haya sido documentada. La influencia
del uso del champti o inmersion en agua respecto a la transmision de la leshmaniosis canina no fue estudiada. Los collares mejoran la infestacion por Sarcoptes scabiei en perros preinfestados y se logra la curacion
completa después de 3 meses. 5.2 Datos farmacocinéticos. Las dos sustancias activas se liberan continua y lentamente a bajas concentraciones, de la matriz polimérica del collar hacia el perro. De este modo, ambas
sustancias activas estan presentes en el pelaje a concentraciones acaricidas/insecticidas durante el periodo de eficacia completo. Las sustancias activas se distribuyen desde la zona del collar hasta la totalidad de la
superficie cutanea. Los estudios de cinética sérica y de sobredosis en la especie de destino mostraron que imidacloprid alcanzaba la circulacion sistémica de modo temporal y que flumetrina permanecia practica-
mente indetectable. La absorcion oral de ambas sustancias activas no es relevante para la eficacia clinica. 5.3 Propiedad: bi les. Véase seccion 6.6 6. Datos farmacéuticos. 6.1 Lista de excipientes.
Diéxido de titanio (E 171). Oxido de hierro negro (E 172). Dibutil adipato. Propilenglicol dicaprilocaprato. Aceite de soja epoxidado. Acido estedrico. Cloruro de polivinilo. 6.2 Incompati lades. Ninguna conocida.
6.3 Periodo de validez.Periodo de validez del medicamento veterinario acondicionado para su venta: 5 anos. 6.4. Precauciones especiales de conservacion. Este medicamento veterinario no requiere condicio-
nes especiales de conservacion. 6.5 Naturaleza y composicion del envase primario. Caja con una bolsa de PETP/PE que contiene un collar de 38 cm a base de cloruro de polivinilo. 6.6 Precauciones especiales
parala elii ion del medic veterinario no utilizado o, en su caso, los residuos derivados de su uso. Todo medicamento veterinario no utilizado o los residuos derivados del mismo deberan eliminarse
de conformidad con las normativas locales. Este medicamento no se debera verter en cursos de agua puesto que podria resultar peligroso para los peces y otros organismos acuéticos. 7. Titular de la autorizacion
de comercializacion. Bayer Hispania, S.L. Av. Baix Llobregat, 3 — 5 08970 - Sant Joan Despi (Barcelona) 8. Nimero de la autorizacién de comercializacion. 2349 ESP 9. Fecha de la primera autorizacion o de la
renovacion de la autorizacion. Fecha de la primera autorizacion: 16 de septiembre de 2011. Fecha de la renovacién de la autorizacidn: 18 de agosto de 2016. 10. Fecha de la revision del texto. 2 de diciembre
de 2016. PROHIBICION DE VENTA, DISPENSACION Y/O USO. No procede.

Seresto collar 4,50 g + 2,03 g para perros > 8 kg. 1. Di inacion del medic veterinario. Seresto® collar 4,50 g + 2,03 g para perros > 8 kg 2. Composicion cualitativa y cuantitativa. Sustancias activas:
Un collar de 70 cm (45 g) contiene como sustancias activas 4,5 g de imidacloprid y 2,03 g de flumetrina. Excipientes: Para la lista completa de excipientes, véase la seccion 6.1. 3. Forma farmacéutica. Collar. Collar gris,
inodoro. 4. Datos clinicos. 4.1 Especies de destino Perros (> 8 kg). 4.2 Indicaciones de uso. Para la prevencion (Ctenocephalides felis, C. canis) y tratamiento de la infestacion por pulgas (Ctenocephalides felis) durante
7 - 8 meses. Protege el entorno inmediato del animal al inhibir el desarrollo de larvas de pulga durante 8 meses. Seresto® puede utilizarse como parte de una estrategia de tratamiento de la dermatitis alérgica por
picadura de pulgas (DAPP). El medicamento es eficaz contra las infestaciones por garrapatas durante 8 meses por su efecto repelente (antialimentacion) (Ixodes ricinus, Rhipicephalus sanguineus) y su efecto acaricida
(muerte del parasito) (Ixodes ricinus, Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor reticulatus). Es eficaz contra larvas, ninfas y garrapatas adultas. Las garrapatas presentes en el perro antes del tratamiento pueden no morir
en las primeras 48 horas después de la aplicacion del collar, por lo que podrian permanecer adheridas y visibles. Por tanto, se recomienda retirar las garrapatas existentes en el perro previo a la aplicacion del collar. La
prevencion de nuevas infestaciones por garrapatas se inicia durante los dos primeros dias después de la aplicacion del collar. El collar protege de modo indirecto frente a la transmision de los patégenos Babesia canis
vogeliy Ehrlichia canis por la garrapata Rhiphicephalus sanguineus y en consecuencia, se disminuye el riesgo de babesiosis canina y ehrliquiosis canina durante 7 meses. Para el tratamiento de la infestacion por piojos
picadores/masticadores (Trichodectes canis). 4.3 Contraindicaciones. No tratar a cachorros de menos de 7 semanas. No usar en caso de hipersensibilidad a las sustancias activas o a algun excipiente. 4.4 Advertencias
especiales para cada especie de destino. Generalmente después del tratamiento, las garrapatas mueren y se desprenden del animal 24 - 48 horas después de la infestacion sin haber ingerido sangre del hospedador.
No obstante, no se puede descartar la adhesion aislada de garrapatas después del tratamiento. Por esta razon, no se puede excluir completamente la transmision de enfermedades infecciosas a través de garrapatas, si
las condiciones del entorno son desfavorables. Preferentemente, el collar debe aplicarse antes del inicio de la temporada de pulgas o garrapatas. Al igual que con el resto de medicamentos tépicos de uso prolongado,
una caida estacional de pelo en exceso puede producir una disminucion leve y pasajera de la eficacia del collar, por pérdida de parte de las sustancias activas presentes en el pelo. La liberacién de las sustancias activas
del collar se iniciara inmediatamente, de modo que la eficacia completa sera reestablecida sin necesidad de un tratamiento adicional o de un cambio de collar. En caso de tener una infestacion de pulgas instaurada en
el hogar, puede ser necesario ademas un tratamiento del entorno con un insecticida apropiado. El medicamento es resistente al agua y contintia siendo eficaz aunque el animal se moje. Sin embargo, debe evitarse una
exposicion intensa y prolongada al agua o el uso frecuente de champus dado que la duracién de la actividad puede verse disminuida. Los estudios muestran que el uso de champti o la inmersién en agua una vez al
mes no disminuye la duracién de la eficacia de 8 meses frente a garrapatas, después de la redistribucion de las sustancias activas por el pelaje, aunque si la reduce gradualmente frente a pulgas a partir del 5° mes. 4.5
Precauciones especiales de uso. Precauciones especiales para su uso en animales. No procede. Precauciones especificas que debe tomar la persona que administre el medicamento a los animales. Mantenga
la bolsa que contiene el collar en la caja hasta el momento de su uso. Al igual que con otros medicamentos veterinarios, no permita que los nifos jueguen con el collar, ni que se lo introduzcan en la boca. Los perros
que lleven collar no deberian dormir en la cama con sus propietarios, especialmente los nifios. Las personas con hipersensibilidad conocida a los componentes del collar deben evitar el contacto con el medicamento
veterinario. Elimine inmediatamente la parte sobrante del collar (véase la seccidn 4.9). Lavese las manos con agua fria después de colocar el collar. 4.6 Reacciones adversas (frecuencia y gravedad). En raras ocasiones,
en los primeros dias tras la colocacion del collar en animales que no estan acostumbrados a llevar collar, pueden observarse cambios leves en el comportamiento incluyendo rascado en la zona de aplicacion. Asegurese
de que el collar no esté demasiado apretado. En raras ocasiones, pueden producirse reacciones leves en la zona de aplicacion tales como prurito, eritema y pérdida de pelo, que generalmente desaparecen en 102
semanas sin necesidad de retirar el collar. En casos aislados, puede ser recomendable la retirada temporal del collar hasta que los sintomas hayan desaparecido. En muy raras ocasiones, pueden producirse reacciones
en lazona de aplicacion tales como dermatitis, inflamacion, eczema o lesiones. En estos casos se recomienda retirar el collar. En raras ocasiones, pueden aparecer signos neurolégicos tales como ataxia, tremor y convul-
siones. En estos casos se recomienda retirar el collar. Ademas, en raras ocasiones, pueden aparecer al principio reacciones leves y pasajeras tales como depresion, cambios en la ingesta, salivacion, vomitos y diarrea. La
frecuencia de las reacciones adversas se debe clasificar conforme a los siguientes grupos: — Muy frecuentemente (mas de 1 animal por cada 10) — Frecuentemente (més de 1 pero menos de 10 animales por cada 100)
— Infrecuentemente (mas de 1 pero menos de 10 animales por cada 1.000) — En raras ocasiones (mas de 1 pero menos de 10 animales por cada 10.000) — En muy raras ocasiones (menos de 1 animal por cada 10.000)

4.7 Uso durante la gestacion, la lactancia o la puesta. Los estudios de laboratorio efectuados con flumetrina y con imidacloprid en ratas y conejos no han producido efectos sobre la fertilidad ni la reproduccion, ni
han demostrado efectos teratogénicos o tdxicos para el feto. Sin embargo, no ha quedado demostrada la seguridad del medicamento veterinario du-
rante la gestacion y la lactancia en las especies de destino. En ausencia de datos disponibles, el medicamento no se recomienda en perras en gestacion
o lactacion. 4.8 Interaccién con otros medicamentos y otras formas de interaccion. Ninguna conocida. 4.9 Posologia y via de ion. Uso
cutaneo. Un collar por animal para aplicar alrededor del cuello. Los perros que pesen mas de 8 kg deben usar un collar Seresto® de 70 cm de longitud.
Los perros pequefios de hasta 8 kg deben usar un collar Seresto® para perros < 8 kg de 38 cm de longitud. Sélo para uso externo. Extraiga el collar de la
bolsa protectora justo antes de su uso. Desenrolle el collar y asegurese de que no quedan restos de las tiras de pléstico de la parte interna del collar. Ajuste
el collar sin apretar alrededor del cuello del animal (se recomienda dejar un espacio de dos dedos entre el collar y el cuello). Pase el extremo del collar a
través de las hebillas. Corte el exceso de collar dejando 2 cm tras la hebilla.

El perro debe llevar el collar de forma continua durante los 8 meses de periodo de proteccion. El collar debe retirarse al finalizar el tratamiento. Compruebe el collar periédicamente y ajustelo si fuera necesario, especial-
mente en cachorros con crecimiento rapido. 4.10 Sobredosificacion (sil didas de urgencia, antidotos), en caso necesario. Debido a la naturaleza del collar, es improbable que ocurra una sobredosis y no
se esperan signos de sobredosis. Después de la aplicacion de 5 collares en perros adultos durante 8 meses asi como en cachorros de 7 semanas de edad durante 6 meses no se han observado efectos adversos excepto
una ligera pérdida de pelo y reacciones cuténeas leves. En el caso improbable de que el animal ingiera un collar, podrian presentarse sintomas gastrointestinales leves (p. ej. heces blandas). 4.11 Tiempo de espera. No
procede. 5. Propiedades farmacoldgicas. Grupo farmacoterapéutico: Ectoparasiticidas, insecticidas y repelentes, piretrinas y piretroides, combinaciones de flumetrina.

Codigo ATCvet: QP53AC55 5.1 Propiedades far linamicas. Imidacloprid es un ectoparasiticida perteneciente al grupo de compuestos cloronicotinilos. Quimicamente, puede clasificarse como una cloronicotinil
nitroguanidina. Imidacloprid es activo contra los estadios larvales de las pulgas, las pulgas adultas y los piojos. La actividad contra la pulga C.felis | comienza inmediatamente tras la aplicacién del collar. La eficacia apro-
piada contra C.canis empieza tras una semana de aplicado el collar. Ademas de las indicaciones mencionadas en la seccién 4.2, se ha demostrado actividad contra las especies de pulgas Ctenocephalides canis 'y Pulex
irritans. Imidacloprid posee una elevada afinidad por los receptores nicotinérgicos de la acetilcolina en la region postsinaptica del sistema nervioso central (SNC) de las pulgas. La inhibicién resultante de la transmision
colinérgica en los insectos les ocasiona paralisis y muerte. En mamiferos, imidacloprid practicamente no produce efecto sobre el SNC debido a la naturaleza débil de la interaccién con los receptores nicotinérgicos y
a la escasa penetracion a través de la barrera hematoencefalica. Imidacloprid presenta una actividad farmacolégica minima en mamiferos. Flumetrina es un ectoparasiticida del grupo de los piretroides sintéticos. En
base a los conocimientos actuales, los piretroides sintéticos interfieren con los canales del sodio de la membrana celular de las neuronas produciéndose un retraso en la repolarizacion de la fibra nerviosa y la muerte
del parasito. En estudios realizados sobre la relacién estructura-actividad de algunos piretroides se observé una interferencia con receptores de una determinada conformacion quiral causando, en consecuencia, una
accion selectiva sobre los ectoparésitos. No se ha observado actividad anticolinesterasa en estos compuestos. Flumetrina proporciona la actividad acaricida del medicamento, por lo que previene la formacion de hue-
vos fértiles por su efecto letal sobre las garrapatas hembras. Por otro lado, en un estudio in vitro con garrapatas Rhipicephalus sanguineus expuestas a una dosis subletal de 4 mg de flumetrina/L se observé que entre
un 5y un 10 % de las garrapatas pusieron huevos con el aspecto alterado (arrugados, sin brillo y secos), lo que indica ademés el efecto esterilizante de flumetrina. Ademas de las especies de garrapatas indicadas en
la seccién 4.2, se ha demostrado actividad contra Ixodes hexagonus, I. scapularis y las especies no europeas Dermacentor variabilis e I. holocyclus (garrapata de origen australiano que provoca paralisis). El medicamento
tiene un efecto repelente (antialimentacion) contra garrapatas previniendo que los parasitos repelidos ingieran sangre, por lo que indirectamente ayuda a disminuir el riesgo de contraer enfermedades caninas de
transmision vectorial. Ademas de los patégenos indicados en la seccién 4.2, en un estudio de laboratorio se ha demostrado una proteccién indirecta frente a la transmision de Babesia canis canis (por la garrapata
Dermacentor reticulatus), el dia 28 de aplicado el tratamiento. Asimismo, en otro estudio de laboratorio se ha demostrado a los 2 meses del tratamiento una proteccion indirecta frente a la transmision de Anaplasma
phagocytophilum (por la garrapata Ixodes ricinus). En consecuencia, se disminuye el riesgo de transmision de enfermedades causadas por estos patégenos en las condiciones de estos estudios. Los resultados de dos
estudios clinicos de campo efectuados en zonas endémicas de Leishmania infantum muestran una disminucién significativa del riesgo de transmision de Leishmania por flebotomos en perros tratados respecto a los no
tratados, independientemente de que la eficacia en la prevencion de la picadura no haya sido documentada. La influencia del uso del champti o inmersién en agua respecto a la transmision de la leshmaniosis canina
no fue estudiada. Los collares mejoran la infestacion por Sarcoptes scabiei en perros preinfestados y se logra la curacién completa después de 3 meses. 5.2 Datos farmacocinéticos. Las dos sustancias activas se liberan
continua y lentamente a bajas concentraciones, de la matriz polimérica del collar hacia el perro. De este modo, ambas sustancias activas estan presentes en el pelaje a concentraciones acaricidas/insecticidas durante el
periodo de eficacia completo. Las sustancias activas se distribuyen desde la zona del collar hasta la totalidad de la superficie cuténea. Los estudios de cinética sérica y de sobredosis en la especie de destino mostraron
que |m|dacloprld alcanzaba la circulacion sistémica de modo temporal y que flumetrina permanecia practicamente indetectable. La absorcion oral de ambas sustancias activas no es relevante para la eficacia clinica.
5.3 Propi bi les. Véase seccion 6.6 6. Datos farmacéuticos. 6.1 Lista de excipientes. Diéxido de titanio (E 171). Oxido de hierro negro (E 172). Dibutil adipato. Propilenglicol dicaprilocaprato.
Aceite de soja epoxidado. Acido estedrico. Cloruro de polivinilo. 6.2 Incompatibilidades. Ninguna conocida. 6.3 Periodo de validez. Periodo de validez del medicamento veterinario acondicionado para su venta: 5
anos. 6.4. Precauciones especiales de conservacion. Este medicamento veterinario no requiere condiciones especiales de conservacion. 6.5 Naturaleza y composicion del envase primario. Caja con una bolsa de
PETP/PE que contiene un collar de 70 cm a base de cloruro de polivinilo. 6.6 Precauciones especiales para la eliminacion del medic veterinario no utilizado o, en su caso, los residuos derivados de su
uso. Todo medicamento veterinario no utilizado o los residuos derivados del mismo deberan eliminarse de conformidad con las normativas locales. Este medicamento no se debera verter en cursos de agua puesto que
podiria resultar peligroso para los peces y otros organismos acuaticos. 7. Titular de la autorizacion de comercializacion. Bayer Hispania, S.L. Av. Baix Llobregat, 3 - 5 08970 — Sant Joan Despi (Barcelona) 8. Nimero de
la autorizacion de comercializacion. 2351 ESP 9. Fecha de la primera autorizacién o de la renovacion de la autorizacion. Fecha de la primera autorizacion: 16 de septiembre de 2011 Fecha de la renovacion de la
autorizacién: 18 de agosto de 2016 10. Fecha de la revisién del texto. 2 de diciembre de 2016. PROHIBICION DE VENTA, DISPENSACION Y/O USO. No procede.
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