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/ ANEXOS N\
E Comprobante de pago de la tasa de presentacién de |a solicitud.

D Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el soliciiante sea persona jurldica.

D Documento de Representacion Legal.

I:I Documento de cesién del Inventor al salicitante o a su causante.
D Declaraciones.

|:| Copia de la solicitud intemaclonal. (resumen, descripcién, relvindicaciones, dibujos)

E Traduccion de la solicitud Intemaclonal al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaclones, dibujos)

D Copla del examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen Prellminar
(IPEA).

D Traduccién del examen preliminar Interacional efectuado por la IPEA.

[[] e ser el caso, copla del contrato de acceso.

I:l De ser ol caso, documento que acredite ia licencia ¢ autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades Indigenas.

[] Arte Final 12x12. &

D De ser el caso, informacién sobre otras salicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalments con la invencitn de esta sollcitud.

D De sear el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud internacional.

Otros reporie de blsqueda internacional con su traducclén, publicacion con su traduccién, capltulo
reivindicatorio como fue originaiments presentado en fase intemacional con su traducclén, opinlén esacrita
de la autoridad de bisqueda internaclonal con su traduccién, anaexo explicativo de modificaciones a las
relvindicaclones y listado de secuencias.

@ FIGURA CARACTERISTICA:

T EN .'lql!'n:' L oridlen -
@ Solicito la conceslén de Ia patents, . -

........
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TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES

PCT
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

(PCT Articulo 18 y Reglas 43 y 44)

. . PARA FUTURAS Ver Forma PCT/ISA/220
Registro de referencia del solicitan
RVCVIJ;Z!MBI:E © fe o ageate ACCIONES asi comn, donde aplique, e ftem 5 & contimuacion.
Solicitud internacional No. Fecha de registro internacional {dia/mes/aia) Fecha de Prioridad (Primen) (dia/mes/aio)
PCT/(3B2004/002865 01/07/2004 01/07/2003
Solicitmnte

THE ROYAL VETERINARY COLLEGE

Esto Reporte 3¢ Blaqueda Internacional ha sido prepamdo por ests Autoridad de Bdsqueda Internacional y s transmitido sl solicitente
scgin el Articulo 18. Una copia serd transmitida a In Oficina Internacional.

Este Reporte de Bisqueda Internacional consta de vn wislde _R_ hojas.
m ‘Tamibién esth acompafiado de una copia de cada documento thenico anterior citado en este reporte

1. Bases del reporte

. Respecto ol leagua]e, Is bisqueda internacional se llievd a cabo segin Ia solicitud internacional en ¢f lenguaje en <] cual se presentd,
a menos qua sa indique de otro modo en este {tem.

D Ls biimqueda internacional se llevé a cabo segim Ia traduccidn de la solicitud internacions] proporcionada a esta
Autoridad (Regla 23.1(b))-

b. E Respecto a una secuencia de dcldo nucledtido y/o amino revelado en la sellcitud internacional, ver Casilla No. L

2. Clertas relvindiescionss no pudieron losslimrse (Ver Casilla II).

3. [] raits unidad de lavenciém (ver Casilla ).

4. Respecto al titule,

[[] @ texto e sprobado segin 1o presenta ol solicitante-

X] Estn Autorided ha cstablecide que el taxio se lea asi:
COMPOSICION DE VACUNA PARA VACUNAR PERROS CONTRA ENFERMEDAD RESPIRATORIA
INFECCIOSA CANINA (CIRD)

5. Respecto sl resumen,

<]  El t=xto e aprobado segin Io presenta e solicitants.
Ests Autoridad ha establecido el toxio de scuerdo con Ia Regla 38.2(b), segin sparece en ta Casilla No. V. El solicitante pueds, un
mes después de In fecha de haber enviado por comeo este reparte de bilsqueds intemacional, presentar comentarios & esta Autoridad.
6. Respecto a los dibujos,

8. La figura de los dibujes que se publicark con el resumen es ks Figura No. 1

X]  como lo mugirié ol solicitante.
D como lo selecciond esta Autaridad, porque e solicitante no suginié una figu.
como lo scleceiond esta Autoridad, porque ests figurs cancterizs mejor s In Invencidn.
b.[ ] ningmade las figuras es para ser publicads con el resumen.

Forma PCT/ISA/2 10 (primera haja) (Enero 2004)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/GB2004/002865

Carllia No.1I Secuencia(s) de dcido nucleétido y/o aminodcido (Continuacién del ftem 1.b de la primers hoja)

Con respecto a cualquier micledtido y/o secuencia de aminodcido revelados en la solicitud internacional y
necesarios para la invencién reivindicada, 1a iisqueda internacional se realizd sobre la base de:

8. tipo de material
un listado de secuencias
[[] tablas) relacionada(s) con el listado de secuencia

b. formato del material
E en formato escrito
E en una forma legible para computadora

¢. momento de presentacién/suministro
D contenido en la solicitud internacional tel como s¢ presentd
[:l presentado junto con la solicitud internacionsl en forma legible para computadora
E sumninistrado subsecuentemente a esta Autoridad para el propésito de 1a bdsqueda

E Adicionalmente, en el caso de que mis de una versién o copia de un listado de secuencias y/o tabla en
relacién con aquello hays sido presentada o suministrads, o se suministraron, tal como es apropiado, las
afirmaciones requeridas de que la informacién en las copias subsecuentes o adicionales es idéntica a aquella
en la solicitud tal como se presents o no va mds alli de la solicitud tal como se presentd.

Comentrios adicionales:

Forma PCT/ISA/210 (cemtinuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2004)




: Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2004/002865

Cnillls II Observaciones donde clertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuaeién del Item 2 de
Ia primera hoja)

Este Reporte de Bisqueda Internacional no ha sido establecido respecto a cicrtas reivindicaciones bajo el
Articulo 17(2)(s) por Ias siguicntes razones:

1. B Reivindicaciones Nos.: 16-19, 29, 32-34, 4348, 51

porque sc relacionan con un asunto que no €3 necésario que esta Autoridad busque, a saber:
ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

2. [ Reivindicaciones Nos.: . ] -
porque se relacionan con partes de Ia Solicitud Internacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar 2 cabo una biisqueda internacional significative,
especificamente:

3. [[] Reivindicaciones Nos.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estén disciadas de acuerdo con la segunda y terceru
oracidn de la Regla 6.4(a).

Caallla ITII Observaciones donde falta unidad de invenclén (Continuacién del Item 3 de la primera hoja)

Bsta Autoridad de Bisqueda Internacional encontrd invenciones miiltiples en esta solicitud internacional, asi:

1. D Puesto que todos los derechos de bilsqueda adicionales requeridos fueron pagados oporhmamente por
el solicitante, este informe de hiisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudicron investigarse sin eafuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autnridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3. [0 Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por cl
solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre inicamente aquellas reivindicaciones pars
las cuales se pagaron derechos, especificamente lus reivindicaciones Nos.:

4, [] El solicitante no pagé oportunamente los derechos de busqueda adiciomales requeridos. Por
consiguiente, este informe de bisqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; est cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protesta D Los derechoa de bilsqueda adicionales estuvieron acompefiados por 1a proiesta
del solicitmnte.

(] E1 pego de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompadada por
una protesta.

Farma PCT/ISA/210 (continumcidn de la primera hoja (2)) (Enero 2004)



Solicitud Internacional No. PCT/GB2004/002865

INFORMACION ADICIONAL CONTINUACION DE PCT/ISA/210

Continuacién de la Casilla IL.1

Aunque las reivindicaciones 16-19, 29, 32-34, 43-48 y 51 estén dirigidas a un método para el
tratamiento del cuerpo humano/animal, se ha realizado la bisqueda y se ha basado en los
supuestos efectos del compuesto/composicidn.

Continuacién de la Casilla I1.1

Reivindicaciones Nos.: 16-19, 29, 32-34, 43-48, 51

Reivindicaciones 16-19, 32-34:

Regla 39.1(iv) PCT - Método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante
terapia.

Reivindicaciones 29, 43-48, 51:

Regla 39.1(iv) PCT

- Método para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia.




Solicitud Internacional No.
REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/GB2004/002865

A. CLASIFICACION DE MATERIA ORJETO
IPC7 AG61K39/118 A61K39/09 AS1K39/02 AG61K39/295 GOIN33/569
AGIP31/04 AG6IPIVIZ COTKI&I2

| Segin s Clasificucién de Patente Internacional (IPC) o segpin la chusificucidn nacional y Ia I"C

L CAMPOS BUSCADOS

Dacumentacion minima buscads (sisterma ds clasificacidn seguido de simbolos de clasificacién)
IPC7 AG61K GOIN

Dn:umueihh-udlﬂundado:umll:ihnhinhmdmded?hudmmm:imlummhumbunﬂu

Base de datos clectrdnica consultada durante la bldsqueds ntemacionsl (nomioe de 1a base de datos y, donde sea prictico, buscar tirminos udos)
BIOSIS, EPO-Internacional, EMBASE, MEDLINE, WPI Dato

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria® | Citacidn de documentn, con indicacidn, dande sea spropiado, de fos textos relcvantes Ralevants a Ia reivindicacidn No.
X 'US 5 583 014 A (BROWN KAREN K Y COL) 1,2,8,
10 de Diciembre de 1996 (1996-12-10) 23,24,27

columna 1, linea 50 - linea 51
columna 5, lines 15 - linea 24
ejemplo 1
reivindicacién 1

X 18, 25,
52,54
X EP 0 415 794 A (COOPERS ANIMAL HEALTH) 1,3,6,8
6 de Marzo de 1991 (1991-03-06) 23,24, 27
phgina 2, linea 1 - pégina 3, linea 19
ejemplo 10
reivindicaciones 1, 2
X 18,25
of =
melmumCumnﬁMMu En ¢l anexo se enumemn miembros do Ia familia de patentes.

® Categorias especiales de documentos citados:
T documento posterior publicado despuds de Ia fecha de presentacidn

'A' documento que deline el estudo genernl de 1a téenica ol cual no se imemacional o fecha de prioridad y que no estl en conflicto con I
considera de relcvancia particular solicitud pero citado pars entender el prineipio o toaris que sustenta
Ia invencién
'E' documento enierior pero publicado en o después de la fecha de
presentscidn intemacional X" documento de relevancia particular; Is invencién reivindicads no
pucde conziderarse nueva o no puede consideramne que comprende
‘L' documento que puede wrrojar dudas sobre reivindicacionzs de un paso inventivo cuando ¢] docurnento se toma solo
priotidad o que se cils pars establecer In fecha de publicacidn de ot
citacién v otra raxin especial (segiin sc esperifica) 'Y’ documento de relevancia particular; ks invencidn neivindicads no
puede considerarse que comprende un pasa [nventivo cusndo el
O dacumento que se refiere & wna revelscion orat, uso, exhibicién u dotumento i cambina con uno o miks documentng, siendo diche
otras medios combinacidn chvia pars uns persona experia en la técnica

P documento publicado antes de Is fecha de presentacién intermacional | '&' documento miemixo de la misma familia de patentes
de In fecha de prioridad reivindicada

Fecha de la terminacién real de [a bisqueda intemacional Pecha de envio por correo del reporte de bisqueda internasional
16 de Noviembre de 2004 10/12/2004
Nombre y direccion de cormeo de la ISA
Ofcina de Patentes Furopea, P. B, 5818 Patentinsn 2 Funcionario sutorizado
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 65! eponl, Ulbrecht, M

Fax: (+31-70) 340-3016

Forma PCT/ISA/210 (segunda haja) (Enero 2004) pigina 1 de 4



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB2004/002865

C. (Continuscién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categorla® | Citacidn de documento, con indicaciin, donde sea apropiado, dc 108 texios relovantes Relevants a la reivindicacién No.
X EP 1 023 903 A (AKZO NOBEL NV) 1,2, 23,
2 de Agosto de 2000 (2000-08-02) 24,27
columna 4, linca 14 - linea 16
ejemplo 2
reivindicaciones 1, 3-5
X 18, 25,
52,54
X WIDDERS P R Y COL: "Inmunizacién de yeguas para controlar la 1,2,8,
endometritis causada por Streptococcus zooepidemicus” 23, 24,
RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE, 27,52, 54
vol. 58, no. 1, 1995, pdginas 75-81,
XP002301526
ISSN: 0034-5288
resumen
pdgina 75, columna a mano derecha, pérrafo 2
-pigina 77, columna a mano izquierda, pérrafo 2
figura 1
X 18, 25
X DATABASE BIOSIS 'Online! 1,18,
BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 23-25,27
FILADELFIA, PA, US; Marzo de 2001 (2001-03)
OBUKHOV I L Y COL: "Desarrollo de la vacuna contre
clamidiosis en gatos, perros y animales cubiertos de picl”
Acceso 2 la base de datos No. PREV200100271011
XP002301528
resumen
X 8
& SEL' SKOKHOZYAISTVENNAYA BIOLOGIYA,
no. 2, Marzo de 2001 (2001-03), piginas 68-79,
ISSN: 0131-6397
X US 2003/021801 A1 (KUBO AYA Y COL) L5,7,
30 de Encro de 2003 (2003-01-30) 23,21,
29, 31,
52,54
columna 10, pérrafo 3 - columna 19,
pimafo 4
reivindicaciones 1-22 )
X 8, 18,24,
30
X "Nobivac Forcat" 1, s! 6l
VETERINARIA NEWS, ‘Online! 2002, péginas 1-6, 23, 24,27
XP002304346
recuperado del Internet:
<URL:hitp://www.veterinaria.ch/news/welcome.html>
‘recuperado el 2004-11-06!
pigina 1
X 8,18,25
-

Forma PCT/ ISA /210 (continuacién de In sogunda haja) (Enero 2004)

phgina 2 de 4




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/GB2004/002865

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °

Citacién de documento, con indicecion, donde sos spropiado, de 108 teXtos relcvantes

Relevante a Ia reivindicacién No.

X

DATABASE PHIN 'Online!

10 de Mayo de 2002 (2002-05-10)
"Nobivac Forcat en Suizn"

recuperado de STN

Acceso a Ia base de datos No. 2002: 9264
XP002304348

resumen

HECHARD CELINE Y COL: "Evaluacién de la proteccién contra
¢l sometimiento a Chlamydophila abortus mediante vacuna de
ADN con un plésmido que codifica dnaK en ratones prefiados y
no-preflados”

VETERINARY RESEARCH (PARIS),

vol. 33, no. 3, Mayo de 2002 (2002-05), piginas 313-326,
XP002304347

ISSN: 0928-4249

resumen

pégina 316, columna 1, pérrafo 3 - pdgina 317,

columna 1, parrafo 2

WO 87/00531 A (TECHNOLOGY LICENCE CO LTD)
29 de Enero de 1987 (1987-01-29)
pégina 15, linea 13 - pdgina 16, linea 5

ejemplo 1

reivindicaciones 9, 24

WO 86/02355 A (TECHNOLOGY LICENCE CO LTD)
24 de Abril de 1986 (1986-04-24)
pigina 8, dltimo pérrafo

ejemplos 1-3

reivindicaciones 1-8

DATABASE BIOSIS 'Online!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
FILADELFIA, PA, US; 1994

WOLOSZYN STANISLAW Y COL: "Trasqueobronquitis
infecciosa en perros"

Acceso a Ia base de datos No. PREV199497512573
XP002304443

resumen

-& MEDYCYNA WETERYNARYJNA,

vol. 50, no. 9, 1994, péginas 428-431,
XP001183735

ISSN: 0025-8628

pégina 428, columna a mano izquierda, pérrafo 1
pégina 429, columna a mano izquierda, pérmafo 1

-

818,25

1,4, 23,
24, 27

8,18

27,29,31

52, 54

29, 31

30, 52, 54

45-51

45-51

Forma PCT/ ISA /210 (continuacidn de la segunda haja) (Enero 2004)

pigina 3 de 4




“ REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Infernacional No.
PCT/GB2004/002865

C. (Continuecidén) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

[ Categaria® | Citacién de documento, con indicacion, dande sea apropiado, de los (extos reicvantes Relevante s Ia reivindicacién No.
X CHALKER VICTORIA J Y COL: "La asociacién de 1,2,8,
Streptococcus equi subsp. zooepidemicus con la enfermedad 16-18,
respiratoria infecciosa caning” 20, 21,
VETERINARY MICROBIOLOGY, 23-25,
vol. 95, no. 1-2, 27, 29-33,
29 de Agosto de 2003 (2003-08-29), péginas 149-156, 35, 36,
XP002301527 45-48,
ISSN: 0378-1135 52,54
el documento completo
PY 9-15,19,
22, 26,
28, 34,37
PY WO 2004/011651 A (CHALKER VICTORIA JANE; BROWNLIE 9-15, 19,
JOHN (GB); ERLES KERSTIN (GB); ROYAL) 22, 26,
5 de Febrero de 2004 (2004-02-05) 28, 34,37
pigina 4; reivindicacioncs 47-63, 73-87
A ERLES K Y COL: "Deteccidn de un coronavirus grupo 2 en perros 1-54
con enfermedad respimataria infecciosa”
VIROLOGY, RAVEN PRESS, NUEVA YORK, NY, US,
vol. 310, no. 2, 5 de Junio de 2003 (2003-06-05),
péginas 216-223, XP002257085
ISSN: 0042-6822
¢l documento completo
A DURGUT RAMAZAN Y COL: "Sindrome de tos de perrera de 1-54
perros observados en la provincia de Ankara"
INDIAN VETERINARY JOURNAL,
vol. 80, no. 8, Agosto de 2003 (2003-08),
péginas 743-745, XP009038499
ISSN: 0019-6479
¢l documento completo
Forma PCT/ ISA 7210 (continuacion de Ia segunda haja) (Enerc 2004) pigma 4 de 4



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL [ gpoapm o oo
Documento de patente citado . we
melwpom:e.bﬁaquedn Fecha de publicacién Micmbro(s) de Ia familia de patentes ;bml. ‘!';
Us 5583014 A 10-12-1996 CA 2044721 Al 04-01-1992
EP 0415794 A 06-03-1991 AU 637405 B2 27-05-1993
AU 6335590 A  08-04-1991
CA 2064911 Al  02-03-1991
DD 297331 A5 09-01-1992
EP 0415794 Al 06-03-1991
EP 0766967 Al 09-04-1997
WO 9103256 Al 21-03-1991
HR 930517 Al 31-08-1997
HU 61205 A2 28-12-1992
IE 903161 Al 13-03-1991
JP 5500056 T 14-01-1993
LV 10394 A,B 20-02-1995
NZ 235119 A 23-12-1991
PL 286711 Al 15-07-1991
PL 168316 B1 29-02-1996
PT 95164 A,B 22-05-1991
Us 5178860 A 12-01-1993
ZA 9006977 A  2705-1992
EP 1023903 A 02-08-2000 EP 1023903 Al 02-08-2000
AT 257113 T 15-01-2004
AU 761515 B2 05-06-2003
AU 1355700 A  27-07-2000
CA 2296965 Al  26-07-2000
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PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

To:

ERIC POTTER CLARKSON
Attn. Miles, John
Park View House

58 The Ropewalk
Nottingham NG1 5DD ,
UNITED KINGDOM !

8 N

|

PP

PCT

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT AND
THE WRITTEN OPINION OF THE INTERNATIONAL
SEARCHING AUTHORITY, OR THE DECLARATION

THE ROYAL VETERINARY COLLEGE

JW (PCT Rule 44.1)
Date of mailing

ML_, (dey/monthyear)  10/12/2004
Applicant's or agent's fiile reference
RVCV/P3094BPC FOR FURTHER ACTION See paragraphe 1 and 4 balow
Intemational application No. Intamational fling date
PCT/GB2004/002865 (dayimomthiyse?  01/07/2004
Applicant

Flling of amendments and stzisment under Article 18:

When? The time limit for fil
Intemational Search

Whare? Directly to the

[] the protest together

4. Remindars

appiication, or of the

Guide, Volume i, Nafional Chepters and the WIPO internst aite.

1. m The applicant s hereby notiflad that the Intemational ssarch rsport and the written opinlon of the Intemational Searching
Authority have been astablished and are trensmitiad herewith.

The appiicant (a entitied, if he eo wishas, to amend the claims of the intemational Appiicertion (sse Rule 48):

such amendnents le normally 2 manths from the date of transmitial of the
port; however, for more datale, see the notes on the accompanying shest.

Iniemational Bureau of WIPQ, 34 chemin des Colombetine
1211 Geneva 20, Switzeriand, Fescimile No.: {(41-22) 740.14.35

For more detalied instructionas, sse the notes on the accompanying eheet.

2. ] The appiicant Is hersby notified that no _Intemational saarch report will be established and that the dedaration under
Articie 17(2){a) to that effact and the writien opinion of the Inemational Saarching Authority are trensmitied herewith.

3 D With regard o the protest against peyment of (an) additional fee(s) under Rule 402, the applicant Is notified that:

with the decision thareon has bsan transmitiad to the Interedional Bureaw tngether with the
appiicant's request to forward the s of both the protset and the decialon thareon 1o the designated Officaa.

[[] o dacision has been made yet on the protest; the applicant will be notifted as soon s a dacision Is made.

Shortly afier the expiration of 18 months from the priority daie, the Inlemational applicafion will be published by the
intemational Bureau. If the appiicant wishas o avald or posipone publication, a notice of withdrawad of the Intemationaj
priority claim, must reach the Intemational Bursau as providad in Rules 80his.1 and 80bis3, reapectively,
batore the compiation of the technical preparations for Inemational publication.

The appiicant may subrmit commenta on an informal basls on the written opinion of the Intarnetional Seerching Authority to the
Inlemeational Bureau, The International Bureau will send a copy of such comments o all designated Officas uniess an
nemetional prafiminary examination report has been or I8 o be eatablehad. Thess comments would also be mads avallable 1o
the public but nat bafore the expiration of 30 monthe from the priorty date.

Within 19 months from the priority date, but only in respect of eome deeignated Offices, a demand for intemational preliminery
ammination must be fad If the applicant wishes to postpons the entry into the national phass untl 30 monthe from the priority
date (In some Offices evan lakr); otherwise, the applicant must, within 20 months from the priority date, perform the prescribed
acts for snfry Info the national phase before those designated Officea.

in reapact of ather designaied Offices, the time iimit of 30 monthe (or iater) will epply even if no demand ie fled within 18
monthe.

Seo the Annex 1 Form PCT/1B/301 and, for detalls abaurt the applicebia ime limiia, Office by Office, sae the PCT Applicant's

Name and maling address of the Intsrnational Searching Authority

o European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2
NL-2280 HV Rijswik
Tal. (+31-70) 340-2040, T 31 651 apo nl,
Fax: (+31-70) 340-3018

Authorized officer
Sabine Oblinger

Form PCTABA/Z20 (January 2004)

{Ses notes on accompanying sheal)
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~ NOTES TO FORM PCTNISA/220

- Thess Notes are intendad o give the basic imbruciiona concaming the filing of amendments under aticle 18. The
Notss sre basad on the recuiramants of the Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrative Instructions
under that Tresly. in cass of disorepancy between these Noles and thoss requiremaents, the latier are applicable. For more
detsiied ormabion, ses also the PCT Applicanl's Guide, a publiaation of WIPO.

in thess Naoles, “Asticle”, "Ruia®, and "Sadlion” rafer o the provisions of the PCT, the PCT Reguistions and the PCT
MIMW

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicani has, afler having recsived the intermnalionsl search repart, one opportunily io emend the claims of the
intsmational appliostion. nm:mum:rdmd.m-mdu:dmm ination {olsims,
smended niemational preliminary sxamination ra, there is uaually
:thMM)mqhdﬁnumﬁ1iM“n.oghlﬂhﬂﬂﬂhhﬁrhhm
for the purposss of provisional prolsction or has ancther reason for amending the alsirme belore indemationsl pbulination.
Furthermore, i should be emphasizad that provisional protedtion is avalishie in soms States only.

What parts of tw International spplicaiion may be amsended?
Undar Asticle 19, only the slaime may be amended.

During the inlamasiional phasa, the claima may siso be amended (or further amendad) under Artisle 34 belore
the intemational Preliminary Examining Authority. Th.h-ﬂhn and drawings may only be amended under

Artivle 34 befors the inlemational
ummmhnM|m—.dmthMd applaation may be amanded under Artiole 28
or, whare spplioahle, Article

Whm? Within 2 months from the dais of tanemiital of the inlemational search repott or 16 monihs from the priarity

date, whichever fime Emit sxpires ister. & should be noled, howevar, that the amendments will be considernd
-mmmmhlhn_vdhﬂ-lmmm.ﬂ.hmdh
qﬁ:)ﬁmhﬂlﬂﬂnth twahnioal preparations for international publioation

Whare nat to flie the sssendmests?

The amendmants mey only ba fled with the intemational Buresu and not with the recalving Offies or the
Iniemational Besrching Autharity (Fule 46.2).

Wharmn a demand lor infemnational prefiminary sxamination has bean/As filad, sse below.

How? Either by canceliing one or mare entire cleima, by adding one or more new alaims or by smending the et of
ona or mon of the dlaims ss Mled.

A replacement shaet must be submitied for sach shest of the dleims whish, on acoourtt of an amandment or
ssnendmania, difiers from the shast originally fled.

Al the cleims sppearing on a replacemernt sheel must be rumbered in Arabic numerain. Whare a tigim bs
canstllnd, no renumbening of the alher olaims b redquired. in all casss whamn claims are erumnbered, they must
bs erumbsred corseauivaly (Adminiatralive irstructions, Ssation 205(b)).

The ssandnents must be mades in the lxnguage in which the intersational application Is 4o be publishad.

What decupanis must/may sccompany the amendmants?
Lattar (Section 208(b)):
The amendmanis mist ba submitied with & etter.

The lstier wil not be published with the intemational appliasiion and the amendad alaima, i should not be
conhaad with the "Stalement under Asticls 19{1)" (ses below, under "Statement under Artiole 19{1)").

Ihuunl.-hhm-rm ot e chelcs of the epplicant. However, if the language of the
inisrmationsl appliostion s English, the lsitar must be In English; if ihw tanguage of the intemstional
Is Frenoh, the ister must ba in French,

Noes to Form PCTABAZ20 (st sheet) {(Jaruary 1904)
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

The istier must indicate the differenoss batwesn the olaims as filed and the dlaima as amendad. R must, In
nﬂhll' IMhmm-ndmthMdmmmm
that identical Indloglions conesming saveral claims may be groupad),whether

) the glalm ia unchanped;

{f} the ciaim ia canoelied;

(i) the olsim s new;

(v} the alaim repizoss one or more olaims & Elsd;

() the olaim ia the result of the division of a claim as Sed.

The follewing examples Nuntraie the manner in which amendmentis muetbe expieinad in the
socomparrying letter:

1. [Whare arigirally there were 48 daime snd after amendmaent of some claims there we 51]:
*Ciaims 1 to 29, 31, 32, 34, 35, 37 1o 48 replenad by smancied cizime baaring the aarma numbemn;
caims 30, 33 and 36 unchangad; new claima 46 to 51 added.”

2 [Whare orginally there ware 15 olaime snd after amendment of ol alaims there are 11):
"Caime 1 i 15 replaced by wmanded clame 1 to 11.°

3 MﬂnuTldyhldeim.ﬂhMMumiﬂhMmdﬁmﬂhm
new claims
"Claims 1 to 8 and 14 unshangad; claima 7 to 13 cancsled; new olaima 15, 18 and 17 sdded " or
"Ciaims 7 io 13 cancelied; new alaime 15, 18 and 17 added; all other olsims unchangsd.*

4, [Where various kinds of smendmenia are mars):
*Clgins 1-10 unchanged; alaims 11 {o 13, 18 and 18 cancelied; olaims 14, 15 and 16 replsced by smendad
alaim 14; olaim 17 aubdividad into amended clslms 16, 18 and 17; new claims 20 snd 21 added.”

“Statament under srtiols 19(1)" (Rule 48.4)

The amencmenis may be scopmparied by a ststsment sxplaining the smendmaents and indicaling any impast
Mlﬂﬁ“lﬂﬂ!hﬂﬂlh”ﬂm ansi tha drawings (wivioh carnct be emended under

The slalsmant will be published with the inlsmational appiicstion and the smended claima.
& musd e in the languags in which the intsrmnasiional apppliostion is te be published.
1t muat be brief, nat exosading 500 worda i in Engliah or i ransisied inio English.

it should not be conhmed with and doss not replace the latier xiesling the difisrences beiwesn the olabme
a8 fiad arvd s smenciad. it must ba Sed on & sepersie shest and st be idenified s such by & heading,
prefersbly by using the worda "Bisiament under Artinle 15{1)."

It may not contsin eny disparaging commenis on the inlemational ssarch report or the relsvance of sitations
sontsined in that report. Refersncs to olations, relsvent ib a given olsim, contained In the intsmationa) ssarh
repost may be made only in cormeciion with an amendment of thet claim.

Consaguance If a demnand for intemational prelininery sxaminsiion has sheady bean filed

H, at the time of fing any smandmanis under Artisia 18, a demand for inlemational preliminay sxaminalion
mmmmmh#mmmﬂ st the same time of flling the amendmenis with the
intemnalional Burssu, also s a copy of such amendments with the international Prelminary Examining
Auttvxily (sae Rule 62.2{a), st sentence).

Conssguence with regand to tinalstion of the internetional applicalion for entry ints the nationsl phase

The spplicant’s attention is drawn to tha fact thal, ulnnupnﬂyhbhndnmlﬂi_ a transigtion of the
dlaims s amended under Asrticle 18 may have to be fumished to the designaded/slsciad Offioss, instsad ol, or
in acklilion o, the iranslalion of the slaims as filed.

For huther cetalis on the requirements of esch designatedieiscied Offios, sve Voluma || of the PCT Applicant's

Naotws to Form PCTASA/220 (sscond shest) (Jaruary 1804)
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PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anicle 18 and Rules 43 and 44)
Appicant's of agents fle relerence FOR FURTHER ace Form PCTASARZZD
RVCV/P309482C ACTION as wall as, whare appiicabia, Item 5 below.
Iremational appiication No. intemational fiing date (daymonthyear) (Eariiest) Priority Date (day/montivyear)
PCT/GB2004 /0026865 01/07/2004 01/07/2003
Applicant

THE ROYAL VETERINARY COLLEGE

This intemational Search Raport has been prepared by thie intarnational Searching Authority and 'e tranamitiad to the appicant
according © Articie 18. A copy 8 being tranamitad i the intermnational Buresu.

This iImamational Search Reportconaleteofatotalof ____ 8~ ashests,
[X]  1tis also accornpanied by & copy of sach prior art document ciied In this report.

1. Basls of the report

a. With regard to the language, the Intemational ssarch was carmed out on the basls of the Inlernational application In the
language In which it was flled, uniess othsrwise indicaied under thie lem.

[[] Thenematenal esarch was cared out on the basis of a ransiation of the Intemational application furmished to
this Authority (Rule 23.1(b}).

b. ]E With regand to any nuclectide and/or amino acid sequence diaciosed in the intermnational epplication, see Bax No. |.
2. [X] Cerisinclaims were found unsearchabie (See Bax If).
8. [] unityof invention is lncking (s8e Bax Ilf).

4. With regard to th title,
{T] the sextis approved as submited by the appiicant.
[X] the text hes besn estabished by this Authority to read as follows:

VACCINE COMPOSITION FOR VACCINATING DOGS AGAINST CANINE INFECTIOUS RESPIRATORY
DISEASE (CIRD)

5. With regard o the abstract,
[X] thetxtie approved as submitied by the appiicant

[]  the text has been established, according i Rute 38.2{b), by this Authority as 1t appears In Box No. IV. The applicant
may, within oneé month from the date of maling of this intermational ssarch report, submit commants to this Authority.

8. With regards to the drawings,
& the figure of the druwings to be published with the abstract I8 Figure No. __1
[X] aseugometed by the applicant.
[[] asssisctad by thie Authority, because the applicant falled to suggest e figure.
[[] eesemcted by this Authortiy, because thia figure better characterizes the Invention.
6. []  none of the fiures s to be pubfished with tha abstract.

Form PCT/ISA/210 (first sheet) (January 2004)



. Intemational appiication No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/GB2004/002865

Box No. 1 Nuclaotide and/or amino acld sequence(s) (Continustion of Itam 1.b of the first shest)

1. Wit ragard to any nucleolide and/or amino acld sequence disciosed in the intematonal application and nacassary to the claimed
invantion, the inlamational ssarch was camied cut on the basie of:

a. typs of matarial

E a asquence llsting
D table{s) related 1o the sequence Eating

b. format of meterial
[X]  wwmien tormr
E In computer readable form

c. time of filngXurnishing
[] containecinthe inmmational appiicatin as fled
D fled fogather with the Interational application in computar readable form
E fumishad subsequently to this Authorlty for the purposs of ssarch
2. in addition, In the case that more than one version or copy of a sequance Heting and/or table relating thereto haa bean flad

or furnished, the required stalaments that the information In the subsaquent or addiional copiss Ie kdentical to that In the
application as flied or doas not go beyond the application as flled, as appropriate, were furnished.

3  Addiional comments:

Form PCT/IBA/210 (cominuation of first ghedt (1)) (January 2004)
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Iimemational application No.

INTERNATI NAL SEARCH REPORT PCT/882004/002865

Bax i Obssrvetions whare ceriain claime were found unsssrchable (Continustion of lsm 2 of firet sheot)

This Imemational Search Rseport has not been patablshed In respect of canain claime under Arlicla 17(2){a) for the following reasons:

- m ﬂﬂi.""m'.y relats o u}m %2&?26:32 Ead\gge -aan'dl‘:{od by this Authority, namaly:
see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

2 D Claims Nos.:
bacaiuse they relais to parts of the International Application that do not comply with the prescribed reguirements to such
an axiant that no meaningiul Inkematonal Search can be carmied ott, specificaly:

a I:l Claims Nos.:
bacausa they are depandent clalms and are not drafted In accordance with the second and thind sentences of Rule 6.4{a).

Box B Obsarvations where unity of invention Is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This Intamational Searching Authority found muttiple Inventions in this iIntemational application, as follows:

1. As all reguired addiional search fees were timely paid by the applicant, this Imemational Search Report covers all
ssarchabie claims.

2. D As al nsarchabie claims could be ssarchad without effort lustifying an additional fes, this Authority did not Invite payment
of any additonal fee.

S D Asa only some of tha required additionsl search fees ware timely pald hyihaapﬂlnant.ﬂslnﬁnuﬂnml Search Report
covers oniy those claims for which fses were pald, specifically claims Nos

4, l:l No raquired addiional search fees ware timaly paid by the applicant. conaquanlly. this International Search Report Is
restricied t the Invention first mantioned in the clalms; it is covered by clalma Na

Remark on Proisst DmommnﬂmhnmmmmpmadbyuamlmnprML

D No proteet accompaniad the payment of additional eearch fees.

Farm PCT/ISA/210 {continuation of first sheet (2)) (January 2004)
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Intemational Application No. PCT/6B2004 /002865

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

Continuation of Box II.1

Although the claims 16~19, 29, 32-34, 43-48 and 51 are directed to a
method of treatment of the human/animal body, the search has been carried
out and based on the alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box II.1
Claims Nos.: 16~19,29,32-34,43-48,51

Claims 16-19, 32-34:

Rule 39.1(iv) PCT - Method for treatment of the

human or animal body by therapy

Claims 29, 43-48, 51:

Rule 39.1(1v) PCT

- Method for treatment of the human or animal body by surgery




INTERNATIONAL SEARCH REP RT N pr—
PCT/6B2004/002865
A CLASSIFICATION OF S}BJECT MATTER
IPC 7 A61K397318 A61K39/09 A61K39/02 A61K39/295 GOIN33/569
A61P31/D4  A61P31/12 C07X16/12

Arcordng 1o Intamational Patant Classiicsiion (IPC) or to both nailonal ceasification and IPC

B. FIELDS SEARCHED

Minknum
IPC 7 A61K GOIN

ion searchad (clasafication sysiem foliowed by caesificailon symbols)

Documantadlon asarched other than mipkmam documentation io the axlant that such documsnis am included In (he flaids ssarhed

BIOSIS, EPO-Internal,

Elecironkc data basa consulted during the inlsmational saanth (name of data baso end, whem practical, search iamms used)

EMBASE, MEDLINE, WPI Data

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO WE RELEVANT

Catagory * | Clation of documeni, with indication, wher approprinis, of the reievan passages Relovant to claim No.
X US 5 583 014 A (BROWN KAREN X ET AL) 1,2,8,
10 December 1996 (1996~12-10) 23,24,27
column 1, 1ine 50 — 1ine 51
column 5, ne 15 - 11ne 24
example 1
claim 1
X 18,25,
52,54
X EP 0 415 794 A (COOPERS ANIMAL HEALTH) 1,3,6,8,
6 March 1991 (1991-03-06) 23,24,27
page 2, 1ine 1 —page 3, 1ine 19
example 10
claims 1,2
X 18,25
-f—

[:] Further documants are lisiad i the continuation of bax .

[:] Patant tamlly membars ere Wsted In annex.

* Spacial categoriss of chad documants :

A" the ﬂ.d’l’lﬂ which ks
mﬂpﬂ geneml an not

F HMI;MIMMMMWMIM inlomational
"L documant which m

which ls chiad o ﬂm

Mumwmmm
" document referming ko an ondl discfosum, use, exhibition or
othor means

bished the infemational fing date
T e

T mter documan publishad aftar the Intermations m
or priority dete and not in confilct with the
cliad to understand the principla or theoyy lmmn-

" mupm-rmn-u-m invantion
cannal be considiared novel or cannot be conakian 1o
mmmwmmMME tukan alons

‘8" document member of tha same patant tamily

Dwia of tha actusi compistion of the imemational ssarch

16 November 2004

Daie of maliing of the Inlemational search mport

10/12/2004

- | Nama and maliing address of the ESA
European Patanl Offica, P.B. 5818 Patantinan 2

NL - 2280 HV
Tol (+31-70) Tx. 31 851 epo nl,

Faxx {+31-70) 40-3018

Authorized officer

Ulbrecht, M

Fomm PCTABA/R10 {swcand shast) (arumry 2004)

' page 1 of 4
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INTERNATIONAL SEARCH REP RT

intsmational Applleation No
PCT/&B2004/002865
C.{Conimustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT
Categery ® | Clation of docameni, with indicalion, wham appropriate, of the relsvant passages Raiovent to claim No.
X EP 1 023 903 A (AKZO NOBEL NV) 1,2,23,
2 August 2000 (2000-08-02) 24,27
column 4, line 14 - 1ine 16
example 2
claims 1,3~5
X 18,25,
52,54
X WIDDERS P R ET AL: "Immunisation of mares 1,2,8,
to control endometritis caused by 23,24,
Streptococcus zooepidemicus” 27,52 ,54
RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE,
vol. 58, no. 1, 1995, pages 75-81,
XP002301526
ISSN: 0034-5288
abstract
page 75, right-hand column, paragraph 2
~page 77, left-hand column, paragraph 2
figure 1
X 18,25
X DATABASE BIOSIS ‘Online! 1,18,
BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE, 23-25,27
PHILADELPHIA, PA, US; March 2001 (2001-03)
OBUKHOY I L ET AL: "Development of vaccine
against chlamydiosis in cats, dogs and
fur-bearing animals”
Database accession no. PREV200100271011
XP002301528
abstract
X 8
& SEL'SKOKHOZYAISTVENNAYA BIOLOGIYA,
no. 2, March 2001 (2001-03), pages 68-79,
ISSN: 0131-6387
X US 2003/021801 Al (KUBD AYA ET AL) 1,5,7,
30 January 2003 (2003-01-30) 23,27,
29,31,
52,54
column 10, paragraph 3 -column 19,
paragraph 4
clatms 1-22
X 8,18,24,
30
X "Nobivac Forcat" 1,5,6,
VETERINARIA NEWS, ‘Online! 2002, pages 23,24,27
1-6, XP002304346
Retrieved from the Internet:
<URL:http://www.veterinaria.ch/news/welcom
e.htm1> ‘retrieved on 2004~11-06!
page 1
X 8,18,25
-/—

Fom FCTASARIO montingsiion of wecond sheet) [Janusry J00D4)

page 2 of 4




INTERNATI NAL SEARCH REPORT

Intarnationai Appiication No
PCT/GB2004/002865

C/{Continustion) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Catogexy *

Cliation of documant, with indication, wheve appropriate, of the relovani pasaages

Relovant to clalm MNo.

DATABASE PHIN ‘Online!

10 May 2002 (2002-05-10)
"Nobivac Forcat in Switzerland”

retrieved from STN

Database accession no. 2002:9264

XP002304348

abstract

HECHARD CELINE ET AL: "Protection
evaluation against Chlamydophila abortus
challenge by DNA vaccination with a
dnak-encoding plasmid in pregnant and
non-pregnant mice”

VETERINARY RESEARCH (PARIS),

vol. 33, no. 3, May 2002 (2002-05), pages
313-326, XP0D2304347

ISSN: 0928-4249

abstract

page 316, column 1, paragraph 3 -page 317,
column 1, paragraph 2

WO 87/00531 A (TECHNOLOGY LICENCE CO LTD)
29 January 1987 {1987-01-29)
page 15, 11ne 13 -page 16, 1ine 5

example 1

claims 9,24

WO 86/02355 A (TECHNOLOGY LICENCE CO LTD)
24 April 1986 (1986-04-24)
page 8, last paragraph

examples 1-3

claims 1-8

DATABASE BIOSIS ‘Ontine!

BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US; 1994

WOLOSZYN STANISLAW ET AL: "Infectious
tracheobronchitis in dogs”

Database accession no. PREV199497512573
XP002304443

abstract

—& MEDYCYNA WETERYNARYJNA,

vol. 50, no. 9, 1994, pages 428-431,
XP001183735

ISSN: 0025-8628

page 428, left-hand column, paragraph 1
page 429, left-hand column, paragraph 1

-/—

1,5,6,
23,24,27

8,18,25

1,4,23,
24,27

8,18
27,29,31

52,54
29,31

30,52,54
45-51

45-51

Fann PCTABA/Z10 {contisumtion o seconc shaet) {Jenuary 2004)

page 3 of 4




INTERNATI NAL SEARCHREP RT
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién de vacuna para vacunacién de permos que
comprende cualquiera 0 més de: (a) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra Streptococcus equi sub especies zooepidemicus (S.
Zooepidemicus) en un perro, (b) un agente capaz de generar una respuesta
inmune contra Mycoplasma cynos (M. cynos) en un perro; y (c) un agents
capaz de generar una respuesta inmune contra una Chlamydophila en un
perro.

- 2. La composicion de vacuna de conformidad con la
reivindicacion 1, caracterizada ademas porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune contra S. zooepidemicus en un perro comprende S.
zooepidemicus inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico de S.
zooepidemicus o un derivado del mismo, o un acido nucleico que codifica
dicha fraccion o dicho derivado.

3. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacion 1 & 2, caracterizada ademas porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune contra M. cynos en un perro comprende M. cynos
inactivado o atenuado, 0 un fragmento inmunogénico de M. cynos o un
derivado del mismo, o un &cido nucleico que codifica dicha fraccion o dicho
derivado.

4. La composicién de vacuna de conformidad con ct'lalesquiera

de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademas porque el agente capaz
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de generar una respuesta inmune en un pero contra una Chlamydophila
comprende Chlamydophila abortus inactivada o atenuada, o un fragmento
inmunogénico de Chlamydophila abortus 0 un derivado de la misma, 0 un
écido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

5. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra una Chlamydophila
comprende Chlamydophila psittac! inactivada o atenuada, o un fragmenio
inmunogénico de Chlamydophila psittaci o un derivado de la misma, o un
acido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

6. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademéas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un pemro contra una Chlamydophila
comprende Chlamydophila felis inactivada o atenuada, o un fragmento '
inmunogénico de Chlamydophila felis o un derivado del mismo, o un &cido
nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

7. La compaosicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las relvindicaciones 1 a 3, caracterizada ademéas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra una Chlamydophila
comprende Chlamydia muridarum, Chlamydia pecorum, Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia suis o Chlamydia trachomatis inactivada o atenuada,
o un fragmento inmunogénico de las mismas, 0 un derivado de las mismas, o

un &cido nucleico que codifica dicha fraccion o dicho derivado.
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8. La composicion de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, y un vehiculo, diluyente o adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

9. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a B8, caracterizada ademés porque comprende
adicionalmente cualesquiera uno o mas de: (d) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra coronavirus respiratorio canino
(CRCV); (e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro
contra parainfluenzavirus de canino (CPIV); (f) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra adenovirus tipo 2 canino (CAV-2);
(p) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra
herpesvirus de canino (CHV); y (h) un agente capaz de generar una respuesta
inmune en un perro contra Bordetella bronchiseptica (B. bn;nohiseptica).

10. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizada ademéas porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CRCV comprende CRCV inactivado
0 atenuado, o un fragmento inmunogénico de los mismos, o un &cido nucleico
que codifica dicha fraccién inmunogénica.

11. La composicion de vacuna de conformidad con Ila
reivindicacién 10, caracterizada ademas porque el fragmento inmunogénico
de CRCV comprende la proteina Spike o la proteina hemaglutinina-esterasa
(HE). o una porcién inmunogénica de la proteina Spike o HE.
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12. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra CPIV comprende CPIV
inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un acido
nucleico que codifica dicha fraccion inmunogénica.

13. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra CAV-2 comprende CAV-
2 inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un écido
nucleico que codifica dicha fraccién inmunogénica.

14. La composicion de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizada ademés porque el agente capaz

de generar una respuesta inmune en un perro contra CHV comprende CHV

" inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un &cido

nucleico que codifica dicha fraccién inmunogénica.

15. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizada ademés porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un permo contra B. bronchiseptica
comprende B. bronchiseptica inactivado o atenuado, o un fragmento
inmunogénico del mismo, o un acido nucleico que codifica dicha fraccion
inmunogénica.

16. Un método de vacunacion de un perro contra enfermedad

respiratoria infecciosa canina {(CIRD) que comprende administrar al perro una
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composicion de_ vacuna de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 1 a 15.

17. Un método para tratamiento de la CIRD en un permo que
comprende administrar al perro una composicién de vacuna de conformidad
con cualesquiera de las reivindicaciones 1-15.

18. Un método para estimulacién de una respuesta inmune
contra cualquiera o mas de S. zooepidemicus, M. cynos y una Chlamydophila
en un permo, el método que comprende la administracibn al perro de
cualquiera 0 més respectivos entre: (a) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra S. zooepidemicus en un perro; (b) un agente capaz
de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un perro; y {c) un
agente capaz de generar una respuesta inmune contra una Chlamydophila en
un perro.

19. El método de conformidad con ia reivindicacion 18,
caracterizado ademés porque comprende adicionalmente administrar al perro
cualquiera o méas de: (d) un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un perro contra CRCV; (e) un agente capgz de generar una respuesta
inmune en un perro contra CPIV; {f) un agente capaz de generar una
respuesta inmune en un permo contra CAV-2; (g) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CHV; y (h) un agente capaz de
generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica.

20. El uso de cualquiera 0 més de: (a) un agente capaz de

generar una respuesta inmune contra S. zooepidemicus en un perro; (b) un
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agente capaz de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un pemo;
y (c) un agente capaz de generar una respuesta Inmune contra una
Chiamydophila en un perro, en la preparacidon de un medicamento para la
profilaxis o el tratamiento de CIRD en un perro.

21. El uso de cualquiera o méas de: (a) un agente capaz de
generar una respuesta inmune contra S. zooepidemicus en un pero; (b) un
agente capaz de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un peno;
y (c) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra una
Chlamydophila en un perro, en la preparacidn de un medicamento para la
estimulacién de una respuesta inmune contra dicho cualquiera o més
respectivos entre S. zooepidenlicus, M. cynos y una Chlamydophila en un
perro.

22. El uso de conformidad con i{a reivindicacién 20 6 21, en
donde el medicamento comprende adicionaimente cualquiera o mas de: (d) un
agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra CRCV; (e)
un agente capaz de generar una respuesta inmune en un pero contra CPIV;
(f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra
CAV-2; (g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un permo
contra CHV; y (h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemro contra B. bronchiseptica.

23. Una composicién que comprende cualesquiera uno o méas
de: (a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.

zooepidemicus en un perro; (b) un agente capaz de generar una respuesta
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inmune contra M. cynos en un permo; y (c) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra una Chlamydophila en un pemo, para uso en
medicina.

24. La composicién de conformidad con la reivindicacién 23, para
uso en medicina veterinaria.

25. La composicién de conformidad con la reivindicacién 24, para
uso en medicina veterinaria canina.

26. La composicion de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 23 a 25, caracterizada ademds porque comprende
adicionalmente cualquiera 0 mas de: (d) un agente capaz de generar una
respuesta inmune en un perro contra CRCV; (e) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perr6 contra CPIV; (f) un agente capaz de
generar una respuesta inmune en un pemo contra CAV-2; (g) un agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra CHV; y (h) uh agente
capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchisepltica.

27. Un equipo de partes para una composicién de vacuna, que
comprende cualquiera o0 mas de: (a) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra S. z00epidemicus en un pemro; (b} un agente capaz
de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un permo; y (c) un
agente capaz de generar una respuesta inmune contra una Chiamydophila en
un permo, Yy opcionaimente un vehiculo, diluyente o© adyuvante

farmacéuticamente aceptable.
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28. El equipo de conformidad con la reivindicacion 27,
caracterizado ademas porque comprende adicionalmente cualquiera o mas
de: (d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra
CRCV; (e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un pefro
contra CPIV; (f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2; (g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en
un perro contra CHV; y (h) un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un perro contra B. bronchiseptica.

29. Un método para elaborar un anticuerpo que se une
especificamente a cualquiera o mas de S. zooepidemicus, M. cynos o una
Chlamydophila que comprende generar una respuesta inmune a cualquiera o
més respectivos entre S. zooepidemicus, M. cynos o una Chlamydophila, o un
fragmento inmunogénico de los mismos en un animal, y preparar un
anticuerpo a partir del animal o a partir de una célula inmortal derivada a partir
de éste.

30. Un método para obtener un anticuerpo que se une
especificaments a cualquiera 0 mas de S. zooepidemicus, M. cynos o una
Chlamydophila que comprende seleccionar un anticuerpo a partir de una
libreria para exhibicién de anticuerpo utilizando cualquiera 0 més respectivos
entre S. zooepidemicus, M. cynos o una Chlamydophila, o un fragmento
inmunogénico de los mismos.

31. Un anticuerpo que se une especificamente a S.

zooepidemicus, M. cynos o una Chiamydophila.
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32. Un método para inmunizar pasivamente a un pero contra
CIRD que comprende administrar al perro uno o més anticuerpos que se unen
especificamente a uno 0 mas respectivos entre S. zooepidemicus, M. cynos, y
una Chlamydophila.

33. Un método para tratamiento de la CIRD en un pemo que
comprende administrar al perro uno o mas anticuerpos que se unen
especificamente a uno 0 mas respectivos entre S. zooepidemicus, M. cynos, y
una Chiamydophila.

34. El método de conformidad con la reivindicacion 32 ¢ 33,
caracterizado ademéas porque comprende adicionalmente administrar al perro
anticuerpos que se unen especificamente a cualquiera 0 mas de CRCV, CPIV,
CAV-2, CHV, y B. bronchiseptica.

35. El uso de anticuerpos que se unen especificamente a
cualquiera o méas de S. zooepidemicus, M. cynos y una Chlamydophila en la
preparacion de un medicamento para inmunizar pasivamente a un permo
contra CIRD.

36. El uso de anticuerpos que se unen especificamente a
cualquiera 0 méas de S. zooepidemicus, M. cynos y una Chlamydophila en la
preparacion de un medicamento para tratamiento de CIRD en un perro.

37. El uso de conformidad con la reivindicacién 35 6 36, en
donde el medicamento comprende adicionalmente anticuerpos que se unen
especificamente a cualquiera 0 més de CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, y B.

bronchiseplica.
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38. Una Qmmsicién que comprende cualquiera dos 0 mas de
un anticuerpo que se une especificamente a S. zooepidemicus, un anticuerpo
que se une especificamente a M. cynos, y un anticuerpo que se une
especificamente a una Chlamydophila.

39. La composicién de conformidad con la reivindicaciéon 38,
caracterizada ademéas porque comprende adicionalmente anticuerpos que se
unen espacificamente a cualquiera o mas de CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, y B.
bronchiseptica.

40. Una composicién de vacuna que comprende: (b) un agente
capaz de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un perro; y (d) un
agente capaz de generar una respuesta inmune contra CRCV en un perro.

41. La composicion de vacuna de conformidad con Ia
reivindicacién 40, caracterizada ademéas porque comprende adicionalmente
cualquiera 0 més de: {c) un agente capaz de generar una respuesta inmune
contra una Chlamydophila en un permo; (e) un agente capaz de generar una
respuesta inmune en un perro contra CPIV; {f) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CAV-2; (g) un agente capaz de
generar una respuesta inmune contra CHV en un perro; y (h) un agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica.

42. La composicion de vacuna de conformidad con la
reivindicacion 40 O 41, caracterizada ademé&s porque comprende
adicionalmente: {a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra

S. zooepidemicus en un perro.
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43. Un método para determinar si un permo ha sido expuesto a
una especie de Chlamydophila asociada con CIRD, el método
comprendiendo: (a) obtener una muestra adecuada a partir del pero; y (b)
identificar una especie Chlamydophila asociada con CIRD, o un anticuerpo a
la misma, en la muestra.

44, El método de conformidad con la reivindicacion 43,
caracterizado ademas porque la especie Chiamydophila asociada con CIRD
tiene ARNr 23S que comprende la secuencia (cuando se muestra como RNA)
de cualesquiera de SEQ ID No: 1 a 8.

45. Un método para determinar si un perro tiene o es susceptible
a CIRD, el método comprende: (a) obtener una muestra adecuada a partir del
perro; y (b) Identificar cualquiera 0 mas de S. zooepidemicus o M cynos o
Chiamydophila, o un anticuerpo a cualesquiera de éstos, en la muestra.

46. El método de conformidad con la reivindicaciéon 45,
caracterizado ademas porque el S. Zzooepidemicus o M. cynos o
Chlamydophila se identifica utilizando un anticuerpo.

47. El método de conformidad con la reivindicacion 45,
caracterizado ademés porque el S. zooepidemicus o M. cynos o
Chlamydophiia se Identifica utilizando un &cldo nucleico.

48. El método de conformidad con la reivindicacién 45,
caracterizado ademas porque el anticuerpo anti-S. zooepidemicus se detecta

utilizando un S. zooepidemicus o una porcion antigénica del mismo.
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49. El método de conformidad con la reivindicacion 45,
caracterizado ademéas porque et anticuerpo anti-M. cynos se detecta utllizando
un M. cynos o una porcion antigénica del mismo.

50. El método de conformidad con ia reivindicacion 45,
caracterizado ademéas porque el anticuerpo anti-Chlemydophila se detecta
utilizando una Chlamydophila o una porcién antigénica del mismo.

51. El método de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 43 a 49, caracterizado ademéas porque la muestra es una
muestra que contiene anticuerpo tal como suero, saliva, lavado traqueal o
lavado branquiolar.

52. Un ensayo inmunoabsorbente para detectar anticuerpoé
asociado con CIRD, el ensayo comprendiendo: una fase sélida revestida con
cualquiera 0 mas de (a) un agente capaz de generar una respuesta inmune
contra S. zooepidemicus en un perro; (b) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra M. cynos en un perro; y (c) un agente capaz de
generar una respuesta inmune contra una Chiamydophila en un pero; y una
marca conjugada detectable la cual se unira a los anticuerpos unidos a la fase
solida.

53. El ensayo inmunoabsorbente de conformidad con la
reivindicacién 52, caracterizado ademas porque la fase sodlida contiene
cualquiera de dos o tres de (a), (b) y {(c).

54. Un sustrato de fase sdlida revestido con cualquiera entre uno

o dos o los tres de (a), (b) y (¢) como se define en la reivindicacién 52.
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CLAIMS
1. A vaccine composition for vaceinating dogs comprising any one ar
more of:

() an agenmt capable of raising an immune response agains.t
Strepiococcus equi sub species zooepidemicus (S. zooepidemicus) in a dog;

(b) ap agent capable of raising an immune response against
Mycoplasma cymos (M. cymos) in 8 dog; and

(¢) an agem cupable of ruising an immune response against a
Chianiydophila in 8 dog.

2. A vaccine composition according to Claim 1 wherein the agent
capable of raising an immune response against S. 200epidemicus in a dog
comprises inactivated or attenuated S. zooepidemicus, or an immunogenic
frugment of 8. zencpidemicus or a derivative thereof or a nucleic acid

encoding said fraction or said derivative.

3. A vaccine composition according to Claim 1 or 2 wherein the agent
capable of raising an immune response against M. cynos in a dog comprises
inactivated or attenuated M, cymos, or an immunogenic fragment of M.
¢ynos or 8 derivative thereof, or a nucleic acid encoding said fraction or

said derivative.

4. A vaccine composition according to any of Claims 1 to 3 wherein

the agent capable of raising an immune response in a dog ageinst a

Chiamydophila comprises inactivated or attenusted Chlamydophila

aborfus, or an immunogenic fragment of Chlamydop-hila aborius or a
derivative thereof, or a nucleic acid encoding said fraction or ssaid

derivative.
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5. A vaccine composition according to any of Claims 1 to 3 wherein
the agent capable of raising an immune response in a dog against a
Chlamydophila comprises inactivatsd or attenuated Chlamydophila
psittaci, or an immunogenic fragment of Chlamvdophila psittaci or a
.derivative thereof, or a nucleic acid encoding said fraction or said

derivative.

6. A vaccine composition according to any of Claims 1 to 3 wherein
the agent capable of raising an immune response in a dog against a
Chlamydophila comprises inactivated or attenuated Chlamydophila felis, ot
an immunogenic fragment of Chlamydophila felis or a derivative thereof, or
a nucleic acid encoding said fraction or said derivative.

7. A vaccine composition according to-any of Claims 1 to 3 wherein
the agent capable of raising an immune response in a dog against a
Chlamydophila comprises inactivated or attenuated Chlamydia muridarum,
Chlamydia pecorwn, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia suis or
Chlamydia trachomatis, or an immunogenic fragment thereof, or a

derivative thereof, or a nucleic acid encoding said fraction or said

derivative.
8. A vaccine composition according to any of Claims 1 to 7 and a
pharmaceutically acceptable carrier, diluent or adjuvant. )

9. A vaccine composition according to any of Claims 1 to 8 further
comprising any one or more of: .

(d) an agent capable of reising an immunpe response in a dog
against canine respiratory coronavirus (CRCV);

(¢) an agent capable of raising an immune response in a dog
against canine parainfluenzavirus (CPIV);
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(f) an agem capable of raising an immune response in a dog
arainst canine adenovirus tvpe 2 (CAV-2):

() &n agemi capable of raising an immune responst in a dog
against canine herpesvirus (CHV); and

(h) un a.g.eﬁi capable of raising an immune response in a dog

againsi Bordeiella bronchiseptica (B. bronchiseptica).

10. A vaccine composition according to Claim 9 wherein the agent
capable of raising an immune response in a dog against CRCV comprises
inactivated or aitennated CRCV, or an immunogenic fragment thereof, or a

nucleic acid encoding said immunogenic fraction.

11. A veccine composition according to Claim 10 wherein the
immunogenic fragment of CRCV comprises the Spile protein or the~- -
hemagglutinin-estersse (HE) protein, or an immunogenic portion of the
Spike or HE prot=in.

12. A vaccine composition according to any of Claims 9 to 11 wherein
the agent capable of raising an immune response in a dog against CPIV
comprises inactivaled or attenuated CPIV, or an immunogenic fragment

thereof, or a nucleic acid encoding said immunogenic fraction.

13. A vaccine composition according to any of Claims 9 to 12 wherein
the agent capable of raising an immune response in a dog against CAV-2
comprises inactivated or attenuated CAV-2, or an immupogenic fragment

thereof, or a nucleic acid encoding said immunogenic fraction.

14. A vaccine composition according to any of Claims 9 to 13 wherein
the agent capaﬂe of raising an immune response in a dog against CHV
comprises inectivated or attenvated CHV, or an immunogenic fragment

thereof, or a nucleic acid encoding said immunogenic fraction.
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15. A vaccine compasition according to any of Claims 9 to 14 wherein
the agent capable of raising an immune respomse in a dog against B.
bronchiseptica comprises inactivated or attenuated B. bronchiseptica, or an
immunogenic 'fragment thereof, or a nucleic acid encoding said

immunogenic fraction.

16. A method of vaccinating a dog against canine infectious respiratory
disease (CIRD) comprising administering to the dog a vaccine composition
according to any of Claims 1 to 13.

17. A method of treating CIRD in a dog comprising administering to the
dog a vaccine compositioﬁ according to any of Claims 1-15,

18. A method of stimulating an immune response against sny one or
more of S. zooepidemicus, M. cynos and a Chlamydophila in a dog, the
method comprising administering to the dog a respective any one or more
of:

(a) an agent capable of raising an immune response against S
zooepidemicus in a dog;

(b)  an agent capable of raising an immune response against M.
cynos in a dog; and

(c) an agent capable of raising en immune response against a
Chlamydophila in a dog.

19. A method according to Claim 18 further comprisin.g administering to
the dog any one or more of: )

(d) an agent capable of raising an immune response in a dog
against CRCV;

(e) an agent capable of raising ap immune response in a dog
against CPIV;
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(f)  an agent capable of raising an immune response in & dog
against CAV-;

{(g) an agent capable of raising an immune response in a dog
against CHV: and

(h) an agent capable of raising an immune response in a dog

against B. bronchiseptica.

20. Use of any one or more of:

(a) an agent capable of raising an immune response against .
zooepidemicus in a dog;

(b) an agent capable of raising an immune résponse against M,
cynos in a dog; and )

(¢) an agent capable of raising an immune response against a-
Chlaomydophila in a dog.

in the preparation of a medicament for prophylaxis or treatment of
CIRD in a dog.

21. Use of any one or more of:

(8) an agent capable of raising an immune response against S.
zooepidemicus in a dog;

(b) en agent capable of rzising an immune response against M
cyriog in a dog; and

(c) an agent capable of raising an immune response against a
Chlamydophila in a dog,

in the preparstion of a medicament far stimulating an immune
response against said respective any one or more of S. zooepidemicus, M

eynos and a Chlanndophila in a dog.

22. The use according to Claim 20 or 21 wherein the medicament

further comprises any one or more of:
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(d) an agent capable of raising an immune response in a dog
aguainst CRCV;

(¢} an agent capable of raising an immune response in a dog
against CPIV;

(H  an agent cepsble of raising an immune response in a dog
against CAV-2:

(2) an agent capable of raising an immune response in 2 dog
against CH\" and

(hy  an agent capable of raising an immune response in a dog

against 3. hronchiseptica.

23. A comiposition comprising any one or more of:

{x) an agent ca.pablc of raising an immune response against S.
zooepidcmicux in a dog;

() an agent capable of raising an immune response against M
cynos in a dog: and

(c)  an agent capable of raising an immune response egainst a
Chlamydophila in 2 dog,

for usc in medicine.
24, A composition according to Claim 23 for use in veterinary medicine.

25. A composition according to Claim 24 for use in canine veterinary

medicine.

26. A composition accorcij.ng to any of Claims 23 to 25 further
comprising any one or more of: ' '
(d) =an agent capable of raising an immune response in a dog
against CRCV; '
(e} an agent capable of raising an immune response in a dog
against CPIV;
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{f)  an agent capable of raising an immune response in a dog
against CAV.2;

() an agent capable of raising an immune response in a dog
against CHV; and

(b) 2n agent capable of raising an immune response in a dog

acainst B. bronchiseptica.

27. A kit of parts for a vaccine composition, comprising any one or more
of:

(a) an sgent capable of raising an immune response against S.
zooepidemicus i a dog; -

(b) an agent capable of raising an immune response against A
cyvnos in a dog; and

(c) an agent capable of raising an immune response against a
Chlamydophila in 2 dog,

and optionelly a pharmaceutically acceptable carrier, diluemt or .

adjuvant

28. The kit according to Claim 27 further comprising any one or more
of:

(d) ° ap agent capable of raising an immune response in a dog
against CRCV;

(¢) &n agent capable of raising an immune response in a dog

against CPIV;

() ep agent capable of raising an immune response in a dog
against CAV-2; -

(g) an agent capable of raising an immune response in a dog
against CHV; and

(b) an agent capable of raising an immune response in a dog

against B. bronchiseptica.
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29. A method of making an antibody that specifically binds to any one
or more of S. zooepidemicus, M. cynos or a Chlamydophila comprising
raising an immune response to a respective eny one or more of S
sooepidemicus, M. cynos or a Chlamydophila, or an immunogenic fragment
thereof in an animal, and preparing an antibody from the animal or from an
immortal cell derived therefrom.

30. A method of obtaining an antibody that specifically binds to any one
or mare of S. zooepidemicus, M. cynos or a Chlamydophila cornprising
selecting an antibody from an antibody-display library using a respective
any one or more of S. zooepidemicus, M. cynos or a Chlanydophila, or an

immunogenic fragment thersof.

31. An antil:;ody that specifically binds to S zooepidemicus, M. cymos or
a Chlanydophila.

32. A method of passively immunising a dog against CIRD comprising
administering to the dog one or more antibodies that specifically bind to a
respective one or more of S. zooepidemicus, M cynos, and a
Chlamydophila.

33. A method of treating CIRD in a dog comprising administering to the
dog one or more antibodies that specifically bind to a respectivé one or
more of 8. zooepidemicus, M. cynos, and a Chlamydophila. '

34.° A method according to Claim 32 or 33 further comprising

adminisiering to the dog antibodies that specifically bind to any one or more
of CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, and B. bronchiseptica.
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35.  TUse of antibodies that specifically bind to any one or more of S.
zooepidemicus, M. cynos and 8 Chlamydophila in the preparation of a

medicament for passively immunising a dog against CIRD.

36. Use of aniibodies that specifically bind to anmy one or more of S.
zooepidemicus, M. cynos and a Chlamvdophila in the preparation of a

medicament for treating CIRD in a dog.

37. Use according to Claim 35 or 36 wherein the medicament further
comprises antibodies that specifically bind to any one or more of CRCV,
CPIV, CAV-2, CHV, and B. bronchiseptica.

38. A composition comprising any two or more of an antibody that
specifically binds lo S. zooepidemicus, an aniibody thal specifically binds to
M. ¢ynos, and an antibody that specifically binds to a Chlamydophila.

39. A composition according to Claim 38 further comprising antibodies
that specifically bind 10 any one or more of CRCV, CPIV, CAV-2, CHV,

and B. bronchiseptica.

40. A vaccine composition comprising:

(b) an agent capable of raising an immune response against M
cynos in a dog; and ‘

(d) =an agent capable of raising an immllme response against
CRCYV in a dog.

4]. The vaccine composition according to Claim 40 further comprising
any one or more of:
(¢) an agent capable of raising an immune response against a

Chlamydophila in a dog;
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(¢) =an agont capable of raising un immune response in & dog
against CPIV;

()  an agent capable of raising an immune response in a dog
against CAV-2; '

(g) an agent capable of raising an immune response agginst CHV
in a dog; and

(h) an agent capable of raising an immune response in a dog

against B. bronchiseptica.

42, The vaccine composition according to Claim 40 or 41 further
comprising:
(a) an agent capable of raising an immune response against S

zooepidemicus in a dog.

43. A method of determining whether a dog has been exposed to a
Chlamydophila species associated with CIRD, the method comprising:

(a) obtaining a suitable sample from the dog; and

(b) identifying a Chlamydophila species associated with CIRD,

or an entibody there to, in the sample.

44, A method according to Claim 43 wherein the Chlamydophila species
associgted with CIRD has 23S rRNA comprising the sequence (when
shown as RNA) of any of SEQ ID No: 1 to 8. )

45. A method of determining whether a dog has or is susceptible to
CIRD, the method comprising: : -

(a2)  obtaining a suitable sample from the dog; and

(b) identifying any one or more of S. zooepidemicus or M. cynos
or Chlamydophila; or an antibody to any of thess, in the sample.
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46. A method according tuv Claim 45 wherein the S. sooepidemicus or

M. cynos or Chlanmvdophila is identified using an antibody.

47. A method according to Claim 45 wherein the S. zooepidemicus or

M. cvnos or Chlemydophila is idemified using & nucleie acid.

48. A method according to Claim 45 wherein the anti-S. znoepidemicus
antibody is defected using a S. zooepidemicus or an antigenic portion
thereof.

49. A method according to Claim 45 wherein the anti-M cynos antibody
is detected using a M. cynos or an antigenic portion thereof.

50. A method according to Claim 45 wherein the anti-Chlamydophila
antibody is detected using a Chlamydophila or an antigenic portion thereof.

51. A method according to any one of Clamms 43 to 49 wherein the
sample is an antibody-containing sample such as serum, saliva, tracheal
wash or branchiolar lavage.

52. An immunosorbent assay for detecting antibodies associated with
CIRD, the assay comprising:

a solid phase coated with any one or more of (a) an agent capa.‘l‘ale of
raising an immune response against S. zooepidemicus n a dog; (b) an agent
capable of raising an immune response against M. cynos.in a dog; and (c)
an agent capable of raising an immune response against # Chlamydophila in
a dog; '

and a detectsble label conjugate which will bind to the antibodies
bound to the solid phﬁse.

PCTIGB2004 /02865
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53. An immunosorbent assay sccording to Claim 52 wherein the solid
phase contains any two or all three of (2), (b) and (c).

54. A solid phase substrate coaied with any one or two or all three of (a),
(b) and (c) as defined in Claim 52.
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1. [J El siguiente documento nio se ha presentado:
[] copia de la solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado (Regla 43bis.1 y 66.7(a)).
' [ traduccién de la solicitud anterior cuya prioridad se ha reivindicado (Regla 43bis.1 y 66.7(b))..

Por consiguiente, no ha sido posible considerar la validez de la reivindicacion de prioridad. Sin embargo, se ha
establecido esta opinidn sobre el supuesto de que la fecha relevante es Ia fecha de la prioridad reivindicada.

2. [] Se ha establecido esta opinién como si no se hubiese reivindicado ninguna prioridad debido al hecho de que se
ha encontrado que la reivindicacifn de prioridad es invdlida (Reglas 43bis.1 y 64.1). Por consiguiente, para los
fines de esta opinién, se considera que la fecha de registro internacional indicada anteriormente es la fecha
relevante,

3. X No ha sido posible considerar la validez de Ia prioridad relvindicada porque una copia del documento de
prioridad no estaba disponible para Ia ISA en el momento en que se condujo la bisqueda (Regla 17.1). Esta

opinitn ha sido, no obstante, establecida sobre el supuesto de que la fecha relevante e la fecha de prioridad
reivindicada.

4. Observaciones adicionales, si es necesario:
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Casilla No. Il No establecimiento de opinién respecto a novedad, nivel inventivo y aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencion reivindicada parece ser novedosa, ct;mprmder un nivel inventivo (ser no obvia) o ser
aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

[] toda la solicitud internacional,
X reivindicaciones Nos. 16-19, 29, 32-34, 4348, 51 (con respecto a Al)

porque:

B4 dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos. 16-19, 29, 32-34, 43-48, 51 (con respecto a Al) se
refieren a la siguiente materia objeto 1a cual no requiere un examen preliminar internacional (especifigue):

ver hoja separada
[ 1a descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique los elementos particulares a continuacidn) de dichas
reivindicaciones Nos. son tan poco claros que no se podria formar una opinion significativa (especifique):
[] las reivindicaciones, o dichas reivindicaciones Nos.  son sustentadas tan inadecuadamente por In descripcidn
que no se podria formar una opini6n significativa.

[] no se ha establecido ningdn reporte de biisqueda internacional para toda la solicitud o para dichas
reivindicaciones Nos.

[ El nuclestido y/o lista de secuencia aminoécida no cumple con el estindar proporcionado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas en que:

la forma escrita [ no se ha proporcionado
[] no cumple con el esténdar
el formato legible por computador  [] no se ha proporcionado
[ no cumple con el estindar
[] las tablas relacionadas con el nuclestido y/o lista de secuencia aminodcida, si estin en formato legible por

computador dnicamente, no cumplen con los requerimientos técnicos proporcionados en el Anexo C-his de Ias
Instrucciones Administrativas.

] Ver hoja separada para més detalles
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Casilla No. V Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad
industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1 Declaracién

Novedad (N) Si: Reivindicaciones 9-22, 25, 26, 30, 32-37, 45-48, 51
No: Reivindicaciones 1,2, 8, 23, 24, 27,29, 31,52, 54
Nivel Inventivo (IS} Si: Reivindicaciones 43,44, 53
No: Reivindicaciones 1-42, 45-52, 54
Aplicabilidad Industrial (IA) Si:  Reivindicaciones 1-15, 20-28, 30, 31, 3542, 49, 50, 52-54

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada

Casilla No. VI Ciertos documentos citados

1.  Ciertos documentos publicados (Reglas 43bis.1 y 70.10)

y/o

2. Descripciones no escritas (Regias 43bis.1y 70.9)

ver forma 210
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Se hace referencia a los siguientes documentos:

D1:
D2:
D3:

D4:
D5:
Dé6:
D7:

D9:

D10:
D11:
D12:

D13:

D14:

Re Item III:

US-A-5 583 014

EP-A-1 023 903 .
WIDDERS PR ET AL: “Immunisation of mares to control endometritis caused by
Streptococcus zooepidemicus® RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE, vol. 58,
no. 1,1995, paginas 75-81

EP-A-0 415794

HECHARD CELINE ET AL: “Protection evaluation against Chlamidophyla abortus
challenge by DNA vaccination with a dnaK-encoding plasmid in pregnant and
non-pregnant mice” VETERINARY RESEARCH (PARIS), vol. 33, no. 3, Mayo de
2002 (2002-05), paginas 313-326

“Nobivac Forcat” VETERINARIA NEWS, [Online] 2002, pdginas 1-6 '
DATABASE PHIN STN; Mayo 10 de 2002 (2002-05-10). “Nobivac Forcat in
Switzerland”

US 2003/021801)

DATABASE BIOSIS [Online] BIOSCIENCES INFORMAION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US; Marzo de 2001 (2001-03), OBUKHOV IL ET AL:
“development of vaccine against chlamydosis in cats, dogs and fur-bearing animals”
No. de acceso de Base de datos PREV200100271011

WO 86/02355

WO 87/00531

WOLOSZYN S ET AL: “Infectious tracheobrinchitis in dogs”. MEDYCYNA
WETERYNARY]NA, vol. 50, no. 9, 1994, paginas 428-431

CHALKER VICTORIA ] ET AL: "The association of Streptococcus equi subsp.
Zooepidermicus with canine infectious respiratory disease. VETERINARY
MICROBIOLOGY, vol. 95, no. 1-2, Agosto 29 de 2003 (2003-08-29), paginas 149-156
WO 2004/011651

Las reivindicaciones 16-19 y 32-34 se relacionan con métodos para el tratamiento del
cuerpo humano o animal mediante terapia. Las palabras de las reivindicaciones 29, 4348 y
51 son tales que abarcan un método de tratamiento del cuerpo humano o animal mediante
terapia. Asf, las reivindicaciones 16-19, 29, 32-34, 43-48 y 51 se relacionan con la materia
objeto considerada por esta autoridad como cubierta por las provisiones de R.67.1 (iv) PCT.
En consecuencia, no se formular4 opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de la
materia objeto de estas reivindicaciones (Art. 34(4) (a)(i) PCT).
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Re Item V:
11 D1 revela una vacuna que comprende detergente de enzima extraido de S. zooepidermicus

1.2

13

(c.1, 1-60-51; c.5, 1. 15-24; ejemplo 1; reivindicacién 1).

D2 ensefia una vacuna que comprende S. zooepidermicus de vida atenuada (c.4, 1. 14-16;
Ejemplo 2; reivindicaciones 1, 3-5).

D3 revela una vacuna que comprende un extracto antigénico de S. zooepidermicus (p. 75,
c.1, parra. 2 - p. 76, c. 1, parra. 4).

D4 ensefia una vacuna que comprende Chlamydia psittaci o M. cynos (p.2, L1 - p. 3, 1.19;
Ejemplo 10; reivindicaciones 1y 2).

D5 ensefia una vacuna contra Chlamydophila abortus que coprende su gen dnakK
(resumen; p. 316, c. 1, parra. 2 - c. 2, parra. 3).

D6 (documento completo) y D7 (documento completo) enseflan una vacuna que
comprende Chalmudophilia felis de vida atenuada (Nobivac Forcat).

D8 revela vacunas contra C. trachomatis, C. psittact y C. pneumoniae que comprenden los
polipéptidos PorB respectivos (reivindicaciones 1-18).

D9 ensefia una vacuna contra Chlamydosis en perros, que comprende Chlamydia
inactivada (documento completo).

Como no hay caracteristicas especificas sugeridas que se requieran para alcanzar una
inmunogenicidad en perros, se considera que las vacunas reveladas en D1-D9 destruyen la
novedad de la reivindicacién 1 (Art. 33(2) PCT).

En D1-D9 (supra) las vacunas se usan en medicina. Asf{, la reivindicacién 23 carece de
novedad sobre cualquiera de D1-D9 (Atr. 33(2) PCT).

D6 también revela un kit que comprende la vacuna Nobivac Forcat (c.4, parrad). La
materia objeto de la reivindicacién 27, carece entonces de novedad sobre D6 (Art. 33(2)
PCT).

D8 ensefia un kit que comprende el polipéptido PorB (c. 14, parra. 3), destruyendo asf la
novedad de la reivindicacion 27 (Art. 33(2) PCT).
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14

15

D11 ensefia un kit que comprende un antigeno de S. zooepidermicus. Como cualquier
antigeno de S. zooepidermicus se considera capaz de elevar una respuesta inmune en
perros (p. 15, 1. 13 - p. 16, 1. 5), la materia objeto de la reivindicacion 27 carece de novedad
sobre D11 (Atr. 33(2) PCT).

Més atn, como la tGnica caracterfstica del kit de acuerdo con la reivindicacién 27 es el
agente capaz de elevar una respuesta inmune contra cualquiera de los microorganismos
listados, y como cada uno de D1-D5, D7 y D9 revela tal agente (cf. V 1.1), la material objeto
de la reivindicacién 27 también carece de novedad sobre cualquiera de dichos documentos

(Art. 33(2) PCT).

D4 revela un método para generar un anticuerpo monoclonal dirigido en S.
zooepidermicus asf como tal anticuerpo (p. 15, 1.13 - p. 16, 1. 5; Ejemplo 1; reivindicacién 9).
D8 ensefia anticuerpos anti-PorB asf como un método para generarlos (c. 10, parra. 3-5;
¢. 19, parra. 4).

D10 ensefia anticuerpos monoclonales a C. trachomatis y C. psittaci asf como un método
para general dicho anticuerpo mediante tecnologfa de hibridoma (ejemplos 1-3;
reivindicaciones 1-8).

D11 ensefia un anticuerpo monoclonal espectfico para S. zooepidermicus asf como un
método para generar dicho anticuerpo mediante tecnologfa de hibridoma (Ejemplo 1;
reivindicacion 9).

Asf{, la materia objeto de las reivindicaciones 29 y 31 es anticipada por D4, D8, D10 y D11
(Art. 33(2) PCT).

D3 revela un ELISA para la deteccién de anticuerpos generados contra S. zooepidermicus a
la vacunacién de mares con una preparacién bacteriana de S. zooepidermicus. En dicho
ELISA dicha preparaci6n es recubierta en placas de microtitulo y los anticuerpos enlazados
son detectados mediante una prueba de emparedado que involucra un conjugado de
etiqueta detectable que se enlaza a los anticuerpos enlazados a la placa de microtftulo
(p- 76, ¢. 2, dltimo parra.).

D5 ensefia un ELISA para la deteccién de anticuerpos dirigidos a Dna-K, en donde el DnaK
es inmovilizado a un soporte y se usan anticuerpos anti-ratén conjugados con peroxidasa
para detectar el enlace de los anticuerpos contenidos en la muestra al DnaK inmovilizado
(p-317,c. 1, parra. 2).
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1.6

1.7

21

22

D8 ensefia un ensayo inmunosorbente de emparedado para la deteccién de anticuerpos
dirigidos a PorB, en donde PorB es inmovilizado a un soporte s6lido y se usan anticuerpos
secundarios marcados para detectar los anticuerpos unidos al PorB inmovilizado (c. 11,
parra. 3 - c. 14, parra. 1).

Las revelaciones de D3, D5 y D8 son entonces perjudiciales a la novedad de las
reivindicaciones 52 y 54 (Art. 33(2) PCT).

D1-D3 (supra) revela la caracter{stica adicional sugerida por la reivindicacién 2 y 24. Mas
atin, las caracterfsticas adicionales de acuerdo con la reivindicacién 8 también estdn
reveladas en D1 (supra) y D3 (supra).

D4 (supra) revela las caracteristicas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 3, 5, 8 y
24,

D5 (supra) revela las caracterfsticas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 4 y 24.
Las caracteristicas adicionales de acuerdo con las reivindicaciones 5, 6 y 24 estdn reveladas
en D6 (supra) y D7 (supra).

D8 (supra) revela las caracterfsticas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 5y 7.

D9 (supra) revela las caracteristicas adicionales propuestas por las reivindicaciones 24 y 25.
Asf, las reivindicaciones 2-8, 24 y 25 no establecen novedad sobre la técnica previa (Art.
33(2) PCT).

La materia objeto de las reivindicaciones 9-22, 26, 28, 30, 32-51 y 53 es novedosos porque la
técnica previa no revela la combinacién de caracterfsticas sugerida por cualquiera de estas
reivindicaciones 8 (Art. 33(2) PCT).

La descripcion solo ensefia una asociacién de S. zooepidermicus, M. cynos y
Chlamydophila PCR positiva con CIRD. No se provee soporte para ning(in efecto
profiléctico/ terapéutico de una vacuna que comprende un agente capaz de elevar una
respuesta inmune contra cualquiera de estos organismos en perros, que serfa la base para
reconocer que se resuelve el problema de vacunar a un perro contra CIRD o de tratar CIRD
en un perro usando dicha vacuna. Asf, no se considera que la materia objeto de las
reivindicaciones 16 y 17 involucra un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

Para consideraciones similares (cf. V 2.1) la materia objeto de las reivindicaciones 20, 21,32,
33, 35, 36 y 40 tampoco se considera que involucre un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).
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23 La combinacién de los anticuerpos sugeridos por la reivindicacién 38 es una mera

24

25

26

2.7

28

29

2.10

yuxtaposicion de los anticuerpos conocidos (cf. V 1.4) que no tiene ninguna interrelacién no
obvia y cuya inclusién en una composicién simple, por lo tanto, no establece un nivel
inventivo (Art. 33(3) PCT).

Por estas consideraciones (cf. V 2.3) la reivindicacién dependiente 39 tampoco se considera
inventiva (Art. 33(3) PCT).

D12 ensefia una asociacién de CIRD con M., cynos (p. 428, c. 1, parra. 1; p. 429, c. 1, parra.
1). Con base en esta ensefianza y aplicando experimentacién de rutina, el experto
inventarfa un método para determinar si un perro tiene CIRD mediante la identificacién de
dicho microorganismo en una muestra del perro. Asi, la reivindicacién 45 no se considera
que involucre un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

La materia objeto de la reivindicacién 18 difiere de, e.g., D3 en que se estimula una
respuesta inmune en perros y no en yeguas. No hay soporte que dicha estimulacién tenga
un efecto técnico, a saber prevencién, cura o alivio de CIRD en perros (cf. V 2.1). Por lo
tanto, la seleccién de perros para inmunizacién se considera arbitraria y no establece un

nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

Como tampoco hay soporte para un agente de acuerdo con la reivindicacién 9 para inducir
una respuesta inmune protectora en contra o curativa para CIRD, las mismas
consideraciones que para V 2.1 conducen a la conclusién que esta reivindicacién no
involucra un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

Para las consideraciones formuladas bajo V 21, 22 y 2.7, la materia objeto de las
reivindicaciones 10-15, 22, 26, 34, 41 y 42 tampoco se considera inventiva (Art. 33(3) PCT).

El método de la reivindicacién 30 es una modificacién de rutina de los métodos para
generar un mAb especifico de antigeno como se sugiere en cualquiera de D4, D10 y D11 (cf.
V 1.4) que no produce ningiin efecto técnico imprevisible, y por lo tanto no involucra un
nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

En vista de los argumentos dados bajo V 21, 26 y 2.7, el kit de acuerdo con la
reivindicacion 28 se relaciona con una yuxtaposicién arbitraria de los componentes que no
muestra ninguna interrelacién no obvia. Asf{, dicha reivindicacién no involucra un nivel

inventivo (Art. 33(3) PCT).
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2.11 Las caracterfsticas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 46, 47, 49 y 51 son una

212

213

214

215

31

materia de experimentacién de rutina y no producen ningtin efecto téenico imprevisible y,
por lo tanto, no establecen un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

Las caracteristicas adicionales sugeridas por las reivindicaciones 48 y 50 no tienen un efecto
limitante con respecto a la alternativa en el antecedente relacionado con M. cynos, y por lo
tanto no establecen un nivel inventivo sobre D12 (cf. V 2.5 y 2.11) (Art. 33(3) PCT).

La materia objeto de la reivindicacién 43 resuelve el problema de determinar si un perro ha
estado expuesto a Chlamydophila asociada con CIRD. La solucién involucra identificar en
una muestra del perro, las especies de Chlamydophila asociadas con CIRD o un anticuerpo
de esta. Este método estd basado en la asociacién observada de CIRD con ciertas especies
de Chlamydophila que no son sugeridas en la técnica previa. Asi, la materia objeto de la
reivindicacién 43 involucra un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

La reivindicacién 53 sugiere un ensayo inmunosorbente que comprende una fase stlida
que contiene antigenos de al menos dos de S. zooepidermicus, M. cynos y Chlamydophila
asociadas con CIRD. Esta fase solida resuelve el problema técnico de aumentar la
sensibilidad de deteccién de anticuerpos asociados con CIRD. D12 ensefia solamente la
asociacién de M. cynos con CIRD. El experto no tendria un incentivo para inmovilizar
ninguno de los otros dos antfgenos. La reivindicacién 53 es por lo tanto, considerada que
involucra un nivel inventivo (Art. 33(3) PCT).

Las consideraciones de V 2.13 también aplican a la reivindicaci6n dependiente 44 (Art.
33(3) PCT).

Para la evaluacion de las reivindicaciones 16-19, 29, 32-34, 4348 y 51 presentes, acerca de la
pregunta si son aplicables industrialmente, no existe un criterio unificado en los Estados
Contratantes de PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacion de las
reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la
materia objeto de las reivindicaciones para el uso de un compuesto en el tratamiento
médico, pero pueden permitir, sin embargo, reivindicaciones a un compuesto conocido
para uso primero en un tratamiento médico y el uso de dicho compuesto para la
fabricacion de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.
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32 La materia objeto de las reivindicaciones 1-15, 20-28, 30, 31, 3542, 49, 50 y 52-54 se
considera industrialmente aplicable (Art. 33(4) EPC).

41 Las reivindicaciones 1-7, 9-15, 18-23, 26-28, 4042 y 52 no cumplen con los requerimientos
del Articulo 6 PCT en que la materia para la cual se busca proteccién no estd definida
claramente. Las reivindicaciones intentan definir la materia objeto en términos del
resultado a alcanzar (“agente capaz de elevar una respuesta inmune contra...”), que
simplemente equivale a la declaracion del problema subyacente, sin proveer las
caracterfsticas técnicas necesarias para alcanzar este resultado. No se puede determinar
que compuestos caen bajo dicha definicién funcional.

42 Ademiss, en la reivindicacién 43, la materia objeto se considera que estd definida en
términos de un resultado a alcanzar (“una especia de Chalmydophila ahocicada con
CIRD"), creando asf no claridad (Art. 6 PCT).

43 Mientras que la parte introductoria de la reivindicacién 52 parece relacionarse con un
método, las caracterfsticas técnicas propuestas se refieren a un dispositivo. Esta
inconsistencia hace que la categorfa de dicha reivindicacién no sea clara (Art. 6 PCT).

Re Item VI:

Si la prioridad de la presente solicitud no es véilida, D13 y D14 serfan relevantes con
respecto a novedad y el nivel inventivo (Art. 33(2) y (3) PCT).
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language |, which is the language of a translation furnished for the purposes of intemational search
(under Rules 12.3 and 23.1(b)).

2. With regard io any nucleotide and/ior amino acid sequence disclosed in the intemational application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established aon the basis of:

a. type of material:
B a sequence listing
O tabla(s) related to the saquence listing
b. format of material:
& in written format
® in computer readable form
c¢. iime of filingfumishing:
O contained in the intemational application as filed.
[0 filed together with the intemnational application in computer readable form.
fumished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. @ Iin addition, in the case that more than one version or copy of a sequencs listing andbr table relating thereto
has been filed or fumished, the required statements that the information in the subsaquent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were fumished.

4. Additional comments:

Form PCTISA/ 237 {lanuary 2004)
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Box No. I Priortty

1. O The foliowing document has not been furnished:
O copy of the earlier application whose priority has been claimed (Rule 43bis.1 and 66.7(a)).
O translation of the earlier application whose priority has been ciaimed {Rule 43bis.1 and 66.7(b)).

Consequently it has not been posshle to consider the validity of the priority claim. This opinion has
nevearthelass been established on the assumption that the relevant date is the claimed priarity dats.,

2. O This opinion has been established as if no priority had been claimed due to.the fact that the priority claim
has been found invalid (Rules 43bis.1 and 64.1). Thus for the purposes of this opinion, the international
filing date indicated above is considered to be the relevant date.

3. B 1t has not been possible to consider the validity of the priority claim because a copy of the priority document
was not available to the ISA at the time that the search was conducted (Rule 17.1). This opinion has
nevertheless been established on the assumption that the relevant date is the claimed priarity date.

4. Additional observations, it necessary:

Form PCTASA/237 (danuery 2004)
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Box No. Il  Non-establishment of opinion with regard 1o novelty, Inventive step and Industrial
applicabllity

The questions whether the claimed invention appears fo be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of:

O the entire intemational application,
claims Nos. 16-19,28,32-34,43-48,51 (with respect to 1A)
because:

i the said international application, or the said claims Nos. 16-19,29,32-34,43-48,51 (with respect to |A)
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination
(specify):

860 separate gheet

B the description, claims or drawings (Indicate pariicuiar elements below) or said claims Nos.  are so
unclear that no meaningful opinion couid be formed (specily).

0O the claims, or said claims Nos. are o inadequately supported by the description that no meaningtul opinion
coukd be formed.

O no intemational gearch report has been established for the whole application or for said claims Nos.

O the nucleotide andbr amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been furnished
0 does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumished
O does not comply with the standard
D the tables related to the nucleotide andbr amino acid sequence listing, if in computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-i4s of the Administrative Instructions.

0 See separate sheet for further details

Form PCTASA/237 (Janumry 2004)
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Bax No.V Reasoned statemnent under Rule 43bis.1(a){l} with regard to novelty, Inventive step or
industrial applicabliity; cliations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims
Inventive step (IS) Yes: Claims
No: Claims
Industrial applicability {IA) Yes: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations

806 separate shest

8-22,25,26,30,32-37,45-48,51
1,2,8,23,24,27.29,31,52,54

43,4453
1-42,45-52,54

1-15,20-28,30,31,35-42,49,50,52-54

Box No.Vl Certain documents cited

1. Certain published documents (Rules 43bis.1 and 70.10)

and /or
2. Non-written disclosures (Rules 43bis.1 and 70.9)
see form 210

Form PCTISA/237 (January 2004)
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Reference is made to the following documents:

Di:
D2:
D3:

D5:

D7:

D8:

D10:
D1i1:
D12:

D13:

D14:

Re item Iii:

US-A-5 583 014

EP-A-1 023 903

WIDDERS P R ET AL: "Immunisation of mares to control endometritis caused
by Streptococcus zooepidemicus” RESEARCH IN VETERINARY SCIENCE,
vol. 58, no. 1, 1995, pages 75-81

EP-A-D 415 794

HECHARD CELINE ET AL: "Protection evaluation against Chlamydophila
abortus challenge by DNA vaccination with a dnaK-encoding plasmid in
pregnant and non-pregnant mice" VETERINARY RESEARCH (PARIS), vo!.
33, no. 3, May 2002 (2002-05), pages 313-326

"Nobivac Forcat” VETERINARIA NEWS, [Online] 2002, pages 1-6,
DATABASE PHIN STN; 10 May 2002 (2002-05-10), "Nobivac Forcat in
Switzerland”

US 2003/021801)

DATABASE BIOSIS [Online] BIOSCIENCES INFORMATION SERVICE,
PHILADELPHIA, PA, US; March 2001 (2001-03), OBUKHOV I L ET AL:
"Development of vaccine against chlamydiosis in cats, dogs and fur-bearing
animals® Database accession no. PREV200100271011

WO 86/02355

WO 87/00531

WOLOSZYN S ET AL: "Infectious tracheobronchitis in dogs.” MEDYCYNA
WETERYNARY.NA, vol. 50, no. 9, 1994, pages 428-431

CHALKER VICTORIA J ET AL: "The association of Streptococcus equi subsp.
zooepidemicus with canine infectious respiratory disease.” VETERINARY
MICROBIOLOGY, vol. 95, no. 1-2, 29 August 2003 (2003-08-29), pages 149-
156

WO 2004/011651

Claims 16-19 and 32-34 relate to methods of treatment of the human or animal body
by therapy. The wording of claims 29, 43-48 and 51 is such that it embraces a

Form PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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method of treatment of the human or animal body by therapy. Thus claims 16-19, 29,
32-34, 43-48 and 51 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of R. 67.1(iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Art. 34(4)(a)(i) PCT).

Reitem V:

1.1 D1 discloses a vaccine comprising enzyme-detergent extracted S. zooepidemicus (c.
1, . 50-51; ¢. 5, |. 15-24; Example 1; claim 1). _
D2 teaches a vaccine comprising life attenuated S. zooepidemicus (c. 4, I. 14-16;
Example 2; claims 1, 3-5).
D3 discloses a vaccine comprising an antigenic extract of S. zooepidemicus (p. 75, c.
1, para. 2-p. 76, c. 1, para. 4).
D4 teaches a vaccine comprising either Chlamydia psittaci or M. cynos (p.2. . 1 - p.
3, . 19; Example 10; claims 1 and 2).
D5 teaches a vaccine against Chlamydophila abortus comprising its dnaK gene
(abstract; p. 316, c. 1, para. 2-¢. 2, para.3 ).
D6 (whole document) and D7 (whole document) teach a vaccine comprising life
attenuated Chlamydophila felis (Nobivac Forcat).
D8 discloses vaccines against C. trachomatis, C. psittaci and C. pneumoniae
comprising the respective PorB polypeptides (claims 1-18).
D9 teaches a vaccine against Chlamydiosis in dogs comprising inactivated
Chlamydia (whole document).
As there are no specific features suggested that are required to achieve an
immunogenicity in dogs, the vaccines disclosed in D1-D9 are considered to destroy
the novelty of claim 1 (Art. 33(2) PCT).

1.2 In D1-D9 (supra) the vaccines are used in medicine. Hence, claim 23 lacks novelty
over any of D1-D9 (Art. 33(2) PCT).

1.3 D6 also discloses a kit comprising the Nobivac Forcat vaccine (c. 4, para. 3). The

subject-metter of claim 27, thus, lacks novelty over D6 (Art. 33(2) PCT).
D8 teaches a kit comprising the PorB polypeptide (c. 14, para. 3), thereby destroying

Form PCT/Separate Sheet/237 {Shest 2) (EPO-January 2004)
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the noveilty of claim 27 (Art. 33(2) PCT).

D11 teaches a kit comprising an antigen of S. zooepidemicus. As any antigen of S.
zooepidemicus is considered to be capable of raising an immune response in dogs
(p. 15, I. 13 - p. 16, 1. 5), the subject-matter of claim 27 lacks novelty over D11 (Art.
33(2) PCT). i i
Moreover, as the only feature of the kit according to claim 27 is the agent capabie of
raising an immune response against any one of the microorganisms listed, and as
each of D1-D5, D7 and D9 discloses such an agent (cf. V 1.1), the subject-matter of
claim 27 also lacks novelty over any of said documents. (Art. 33(2) PCT).

1.4 D4 discloses a method of generating a monoclonal antibody directed at S.
zooepidemicus as well as such an antibody (p. 15, 1. 13 -p. 16, L. 5; Example 1; claim
9).

D8 teaches anti-PorB antibodies as well as a method of generating the said (c. 10, .
para. 3-5; c. 19, para. 4).

D10 teaches monoclonal antibodies to C. trachomatis and C. psittaci as well as a
method of generating the said antibody by hybridoma technology(examples 1-3;
claims 1-8).

D11 teaches a monocional antibody specific for S. zooepidemicus as well as a
method of generating the said antibody by hybridoma technology (Example 1; claim
9).

Hence, the subject-matter of claims 29 and 31 is anticipated by D4, D8, D10 and D11
(Art. 33(2) PCT).

1.5 D3 discloses an ELISA for the detection of antibodies generated against S.
zooepidemicus upon vaccination of mares with a bacterial preparation of S.
Zooepidemicus. In said ELISA the said preparation is coated onto microtiter plates
and bound antibodies are detected by a sandwich assay involving a detectabie label
conjugate which binds to antibodies bound to the microtiter plate (p. 76, ¢. 2, last
para.).

D5 teaches an ELISA for the detection of DnaK-directed antibodies, wherein Dnak is
immobilised to a support and peroxidase-conjugated anti-mouse antibodies are used
to detect the binding of antibodies contained in the sample to the immobilised DnaK
(p. 317, ¢. 1, para. 2).

Fofm PCT/Separeis Sheel/237 (Sheet 3) (EPO-January 2004)
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D8 teaches a sandwich immunosorbent assay for the detection of PorB-directed
antibodies wherein PorB is immobilised to a solid support and labelled secondary
antibodies are used to detect antibodies bound to the immobilised PorB (c. 11, para.
3-c. 14, para. 1).

The disclosures of D3, D5 and D8 are thus prejudicial to the novelty of claims 52 and
54 (Art. 33(2) PCT).

1.6 D1-D3 (supra) disclose the additional feature suggested by claim 2 and 24.
Moreover, the additional features according to claim 8 are also disclosed in D1
(supra) and D3 (supra).

D4 (supra) teaches the additional features suggested by claims 3, 5, 8 and 24.

D5 (supra) discloses the additional features suggested by claims 4 and 24,

The additional features according to claims 5, 6 and 24 are disclosed in D8 (supra)
and D7 (supra).

D8 (supra) teaches the additional features suggested by claims 5 and 7.

D8 (supra) discloses the additional features proposed by claims 24 and 25.

Thus, claims 2-8, 24 and 25 do not establish novelty over the prior art (Art. 33(2)
PCT).

1.7 The subject-matter of claims 9-22, 26, 28, 30, 32-51 and 53 is novel as the prior art
does not disclose the combination of features suggested by any of these claims 8
(Art. 33(2) PCT).

2.1 The description only teaches an association of S. zooepidemicus, M. cynos and
positive Chlamydophila PCR with CIRD. No support is provided for any
prophylactictherapeutic effect of a vaccine comprising an agent capable of raising an
immune response against any of these organisms in dogs which wouid be the basis
for acknowledging the problem of vaccinating a dog against CIRD or of treating CIRD
in a dog using said vaccine as being solved. Hence, the subject-matter of ciaims 16
and 17 is not considered to involve an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.2 For similar considerations (cf. V 2.1) also the subject-matter of claims 20, 21, 32, 33,
35, 36 and 40 is not considered to involve an inventive step (Art. 33(3) PCT).

Form PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 4) (EPO-January 2004)
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2.3 The combination of antibodies suggested by claim 38 is a mere juxtaposition of
known antibodies (cf. V 1.4) which do not have any non-obvious inter-relation ship
and whose inclusion into a single composition, thus, does not establish an inventive
step (Art. 33(3) PCT).

2.4 Forthese considerations (cf. V 2.3) also dependent claim 39 is not considered
inventive (Art. 33(3) PCT).

2.5 D12 teaches an association of CIRD with M. cynos (p. 428, ¢. 1, para. 1; p. 429, c. 1,
para. 1). Based on this teaching and in applying routine experimentation the skilled
person would devise a method of determining whether a dog has CIRD by identifying
the said microorganism in a sample from the dog. Thus, claim 45 is not considered to
involve an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.6 The subject-matter of claim 18 differs from e.g. D3 in that an immune response is
stimulated in dogs and not in mares. There is no support for said stimuiation to have
a technical effect, namely of preventing, curing or alleviating CIRD in dogs (cf. V 2.1).
Therefore, the selection of dogs for immunisation is considered arbitrary and does
not establish an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.7 As there is also no support for an agent according to claim 9 to induce an immune
response protective against or curative for CIRD, the same considerations as under V
2.1 lead to the conclusion that this claim does not invoive an inventive step (Art. 33(3)
PCT).

2.8 For the considerations formulated under V 2.1, 2.2 and 2.7, also the subject-matter of
claims 10-15, 22, 26, 34, 41 and 42 is not considered inventive (Art. 33(3) PCT).

2.9 The method of claim 30 is a routine modification of the methods of generating an
antigen-specific mAb as suggested by any of D4, D10 and D11 (cf. V 1.4) which does
not result in any unforeseeable technical effect, and which, thus, does not establish
an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.10 In view of the arguments given under V 2.1, 2.6 and 2.7 the kit according claim 28

Form PCT/Separate Sheet/237 (Sheet 5) (EPO~Janusry 2004)
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relates to an arbitrary juxtaposition of components which do not show any non-
obvious inter-relationship. Hence, said claim does not involve an inventive step (Art.
33(3) PCT).

2.11 The additional features suggested by claims 46, 47, 49 and 51 are a matter of routine
experimentation and do not produce any unforeseeable technical effect and,
therefore, do not establish an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.12 The additional features suggested by claims 48 and 50 have no limiting effect with
respect to the altemative in the antecedent relating to M. cynos and thus do not
establish an inventive step over D12 (cf. V 2.5 and 2.11)(Art. 33(3) PCT).

2.13 The subject-matter of claim 43 solves the problem of determining whether a dog has
been exposed to CIRD-associated Chlamydophila. The solution involves identifying in
a sample from the dog a CIRD-associated Chlamydophila species or an antibody
thereto. This method is based on the observed association of CIRD with certain
Chlamydophila species which is not suggested by the prior art. Hence, the subject-
matter of claim 43 involves an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.14 Claim 53 suggest an immunosorbent assay comprising a solid phase comprising
antigens of at least two of S. zooepidemicus, M. cynos and Chlamydophila
associated with CIRD. This solid phase solves the technical problem of increasing the
sensitivity of detecting antibodies associated with CIRD. D12 teaches only the
association of M. cynos with CIRD. The skilled person would not have an incentive to
immobilise any of the other two antigens. Claim 53 is, therefore, considered to involve
an inventive step (Art. 33(3) PCT).

2.15 The considerations of V 2.13 also apply to dependent claim 44 (Art. 33(3) PCT).

3.1 Forthe assessment of the present claims 16-19, 29, 32-34, 43-48 and 51 on the
question whether they are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT
Contracting States. The patentability can also be dependent upon the formulation of
the claims. The EPO, for example, does not recognize as industrially applicable the
subject-matter of claims to the use of a compound in medical treatment, but may

Form PCT/Sepwaie Sheet’237 (Sheat 6) (EPO-January 2004)
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allow, however, claims to a known compound for first use in medical treatment and
the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment.

3.2 The subject-matter of claims 1-15, 20-28, 30, 31, 3542, 48, 50 and 52-54 is
considered to be industrially applicable (Art. 33(4) EPC).

4.1 Claims 1-7, 9-15, 18-23, 26-28, 40-42 and 52 do not meet the requirements of Article
6 PCT in that the matter for which protection is sought is not clearly defined. The
claims attempt to define the subject-matter in terms of the result to be achieved
{(*agent capable of raising an immune response against ..."), which merely amounts to
a statement of the underlying problem, without providing the technical features
necessary for achieving this result. it cannot be determined which compounds fall
under the said functional definition.

4.2 Also in claim 43 the subject-matter is considered to be defined in terms of a result to
be achieved ("a Chlamydophila species associated with CIRD"), thereby creating
unclarity (Art. 6 PCT).

4.3 Whereas, the introductory part of claim 52 appears to relate to a method, the
technical features proposed refer to a device. This inconsistency renders the
category of said claim unclear (Art. 6 PCT)

Re ttem Vi:

Should the priority of the present application not be valid, the D13 and D14 would be
relevant with respect to novelty and inventive step (Art. 33(2) and (3) PCT).

Form PCT/Separaie Shee1/237 (Shest 7) (EPO-January 2004)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del Tratado de
Cooperacién en materia de Patentes PCT, atentamente me permito informar
a ese Despacho que el capftulo reivindicatorio tal como fue presentado

originalmente en Fase Internacional ha sido modificado.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente sustentadas en la
descripcion de la presente invencién y en este sentido, no configuran una
ampliacién del invento o de la divuigacién contenida en la solicitud

presentada.
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COMPOSICION DE VACUNA PARA VACUNAR PERROS C NTRA
ENFERMEDAD RESPIRATORIA INFECCIOSA CANINA (CIRD)

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

Una composicién de vacuna para vacunacién de perros que
comprende cualesquiera uno o mas de (a) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra Streplococcus equi sub especies zoosepidemicus en
un perro, (b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
Mycoplasma cynos en un pero, y (c) un agente capaz de generar una

respuesta inmune contra una Chlamydophila en un pero.

«\
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COMP_ SICION DE VACUNA PARA VACUNAR PERROS CONTRA
ENFERMEDAD RESPIRATORIA INFECCIOSA CANINA (CIRD)

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente invencién se refiere a una composicién de vacuna, y
en particular a una composicién de vacuna para uso contra una enfermedad
respiratoria infecciosa canina.

La enfermedad respiratoria infecciosa canina (CIRD) es una
enfermedad altamente contagiosa com(lin en perros alojados en condiciones
de hacinamiento tal como en centros de re-alojamiento y perreras de
hospedaje o entrenamiento. Muchos perros padecen solamente de una tos
leve y se recuperan después de un tiempo corto, sin embargo en algunos
casos s6 pue&e desarrollar una bronconeumonla severa (Appel y Binn, 1987).
La CIRD raramente es fatal pero retrasa el re-alojamiento de perros en
centros de rescate y ocasiona la desorganizacién de programas en perreras
para entranamie-nto asl como considerables costos de tratamiento.

Se considera que la patogénesis de la CIRD es multifactorial,
implicando diversos virus y bacterias. Los agentes infecciosos que se
considera que son los patdgenos causales principales de la CIRD son el
parainfluenzavirus canino (CPIV)- (Binn et al, 1967), adenovirus canino tipo 2
(CAV-2) (Ditchfield et al, 1962), y herpesvirus canino (CHV) (Karpas et al,
1968a y 1986b), coronavirus respiratorioc canino (CRCV) (WO 2004/011651
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(The Royal Veterinary College) y Erles et al, 2003) y la bacteria Bordetella
bronchiseptica (B. bronchiseptica) (Bemis et al, 1977a, Keil et al, 1898).

Estos virus y bacteria frecuentemente han sido aislados durante
epidemias y se ha demostrado que ocasionan los sintomas respiratorios o las
lesiones pulmonares en infecciones experimentales (Appel y Percy 1870,
Swango et al, 1970, Karpas et al, 1986b).

También, el reovirus de humano y las especies de micoplasma
se han aislado a partir de perros con sintomas de CIRD (Lou y Wenner 1963,
Randolph et al, 1993) Tamblén pueden ser importantes factores adicionales
como el estrés.

B. bronchiseptica se reporté como que es un agente etiolégico
principal en la enfermedad respiratoria "tos de perrera® (Bemis et al, 1977b y
Thompson et al, 1978). Esta predispone a los perros a la influencia de otros
agentes respiratorios y frecuentemente existe concurrentemente con éstos. La
tos de pemrera se puede reproducir mediante prueba con B. bronchiseptica
virulenta. Ademés, los factores ambientales tales como frio, corrientes de aire,
y humedad elevada, frecuentemente condiciones tipicas en permeras,
incrementan la susceptibiidad a la enfermedad (Ellis et al, 2001).
Generalmente se reconoce que los antibi6ticos son agentes poco efectivos
para el tratamiento de la enfermedad primaria (Ellis et al, 2001). En contraste,
la inmunoprofilaxis para la B. bronchiseptica provee un método relativamente

efectivo para ayudar en el control de la enfermedad.
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El signo sobresaliente de la infeccién por B. bronchiseptica es
una tos aspera, seca, la cual se agrava por la actividad o la excitacion. La tos
se presenta en paroxismos, seguida por arqueadas 0 nauseas en intentos
para aclarar pequefias cantidades de moco a partir de la garganta. La
temperatura corporal se puede elevar conforme toma lugar la invasion
bacteriana secundaria. Debido a que la tos de perrera es altamente
contagiosa, la enfermedad se puede transmitir facilmente a los perros
susceptibles y produce una tos severa. Los signos mas severos son evidentes
iniciando a los dos a cinco dias después de la infeccién, pero pueden
continuar por periodos extendidos. El estrés, particularmente de las
condiciones ambientales adversas, puede ocasionar recaidas durante etapas
posteriores de la enfermedad.

La tos de perrera tlpicamente es una condicibn de las vias
respiratorias superiores y se caracteriza por descarga nasal y tos. Mientras
que la tos de perrera implica cambios principalmente en el tracto respiratorio
superior, la patologia de la CIRD indica que estd implicada en el dafio
pulmonar y, en algunos casos, en la bronconeumonia. La tos de perrera es un
sindrome mas leve que la CIRD y no tiene el amplio rango de patologla
evidenciado en la CIRD. La CIRD también se distingue por una severidad y
morialidad incrementadas.

La CIRD es un sindrome en pemos el cual se presenta con
signos respiratorios que tienen un intervalo de enfermedad de ligera a fatal.

Se caracteriza por la participacion de las vias aéreas superiores e inferiores
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en la infecciébn con progresién de la inflamaciéon a la patologla exudativa,
edematosa y algunas veces hemorrigica la cual se puede extender en los
tejidos pulmonares. La CIRD también se puede presentar en la ausencia de B.
bronchiseptica, y de hecho algunos perros contraen la CIRD a la vez que no
tienen B. bronchiseptica detectable, lo cual indica que la tos de perrera y la
CIRD son infecciones distintas.

Nosotros también hemos confimado la asociacion de B.
bronchiseptica con la enfermedad respiratoria a la vez que se concluyd que
otros agentes participan en la enfermedad respiratoria (Chalker et al, 2003).

Los inventores han demostrado que Streplococcus equi sub
especies zooepidemicus (véase el ejemplo 1), Mycoplasma cynos (véase el
ejemplo 2), y una Chlamydophila (véase el ejemplo 3) estadn asociadas con
CIRD. Puesto que todos los perros en nuestras poblaciones de estudio se
vacunaron contra CPIV y CAV-2, nosotros no tenemos datos novedosos para
apoyar la participacién de estos virus en la CIRD. Sin embargo nosotros
también hemos encontrado un incremento en la prevalencia de herpesvirus
canino en perros con sintomas respiratorios mas severos (véase el ejemplo
4).

Streptococcus equi sub especies zooepidemicus (S.
Zooepidemicus) es un patdégeno oportunista el cual frecuentemente se alsla a
partir de una variedad de animales hospederos, no solamente a partir de
caballos. Frecuentemente se encuentra como un comensal de la mucosa del

tracto respiratorio superior de mamiferos (Timoney et al, 1988; Quinn et al,
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1999) y se ha asociado con diversos sindromes de enfermedad incluyendo
enfermedad de vias aéreas inferiores, neumonia fetal y cervicitis en caballos
(Chanter, 1997; Biberstein y Hirsh, 1999), neumonia en llamas (Biberstein y
Hirsh, 1999), septicemia y artritis en cerdos (Timoney, 1987), mastitis en
vacas y cabras (Timoney et al, 1988), septicemia en aves de comal,
pericarditis y neumonia en corderos (Timoney,1987), linfadenitis en conejillos
de Indias (Quinn et al, 1999), glomerulonefritis en humanos (Balter et al, 2000)
y meningitis en humanos (Ural et al, 2003). En perros S. zooepidemicus ha
sido asociada en infecciones de heridas y septicemia (Quinn et al, 1898) y
neumonia hemorrégica necrosante aguda (Gamett et al, 1982).

Aunque’ los perros en las Ultimas etapas de neumonia
ostreptococal hemorragica (HSP) comparten algunas caracteristicas
histolégicas con permos con CIRD, este no es el caso en sus etapas
tempranas (véase Chalker et al, 2003) y los trombos sépticos estin presentes
oen HSP (Gamett et al, 1982). La HSP tiene un inicio rapido que fue fatal en la
mayoria de los casos sin signos clinicos, mientras que con CIRD nosotros
observamos un inicio lento con un enorme intervalo de signos clinicos a partir
de la descarga nasal, tos, estomudos, niuseas, inapetencia, neumonla y
bronconeumonia.

Mycoplasma cynos (M. cynos) ha sido asociado con infeccién del
tracto urinario canino (Jang et al, 1984). También se ha identificado en los

pulmones de un perro con la enfermedad (Rosendal, 1978), y se encontré que
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la inoculacién endobronquial de M. cynos induce la neumonia en perros
(Rosendal & Vinther, 1977).

El desamreglo canino descrito por Rosendal (1978) es una
enfermedad compleja siguiendo a la infeccién con virus del desarreglo
canino, diversas especies de micoplasma y la bacteria Pseudomonas. Esta es
una combinacién poderosa de pruebas microbianas y, no somprendentemente,
resulta en neumonla. La proporcién de patologia debido a la Mycoplasma spp.
no fue evidente. La prueba subsecuente con M. cynos no se caracterizdé por
signos de enfermedad en los perros aunque algunas lesiones inflamatorias
pequefias locales se evidenciaron en 4 de los 5 peros inoculadas. La
importancia de M. cynos en este sindrome fue, como Rosendal establecio,
"dificil de evaluar”.

Las especies Chlamydophila asociadas con CIRD estdn muy
cercanamente relacionadas con Chiamydophila abortus (C. aboris) mediante
la comparacién de una secuencia de 218 nucleédtidos en el gene de ARNr 23
S. La secuencia nucleotidica de esta regibn en estas especies de
Chlamydophila (SEQ ID NO: 1) es mayor de 98% idéntica a aquella de C.
abortus, 98.6% idéntica a Chlamydophile psittacl y 96.3% idéntica a
Chiamydophila felis.

Las especies Chiamydophila se identificaron en la traquea y
pulmones de pemos con CIRD. En contraste, la infeccién con C. aborfus que

tipicamente esta asociada con trastomos reproductivos, frecuentemente lleva
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a aborto no deseable, especificamente en ovejas. C.abortus no se ha descrito
previamente como que tenga un papel en la infeccion respiratoria en perros.

Existen muy pocas publicaciones con respecto a las especies
Chiamydiae que infectan a los perros, y por lo tanto se sabe muy poco acerca
de la biodiversidad de especies Chlamydiae caninas. Recientemente,
Chlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) ha sido asociada con atrosclerosis
en perros (Sako et al, 2002). Una Chlamydophila spp no identificada también
ha sido identificada en un perro con poliartritis séptica (Lambrechts et al,
1999).

C. psitiaci se ha aislado previamente a partir de heces, cerebro,
higado, bazo, rifién y tejldo pulmonar de peros caseros (Arizmendi et al,
1992; Fraser et al, 1985 y Gresham et al, 1996). Los estudios han demostrado
que 20% de la poblacién de mascotas caninas en Alemania y 10% en Japén
han sido expuestas y han generado anticuerpos a Chlamydiaceae (Werth et
al, 1987 y Fukushi et al, 1985). La prevalencia de pemos seropositivos a C.
psittaci en el Reino Unido es desconocida (Gresham et al, 1996.). Los perros
infectados con C. psittaci pueden desarmollar infecciones crénicas sub-clinicas,
atrosclerosis, artritis, conjuntivitis © incluso la enfermedad respiratoria
(Gresham et al, 1996 y Storz 1988). Gresham et al, (1996) aislaron C. psittaci
a partir de un perro con sintomas de la enfermedad respiratoria aunque estos
sintomas no fueron tan severos como aquellos en CIRD. Se ha sugerido que
los perros pueden ser reservorios potenciales y, por lo tanto, importantes en la

epidemiologia de infecciones por Chiamydiae en el humano (Gresham et al,
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1986; Werth 1989). Existe solamente un caso documentado de aislamiento en
cultivo celular de C. psitiaci a partir de un permo naturalmente infectado -
(Arizmendi et al, 1992), y un caso de aislamiento a partir de perros
experimentalmente infectados (Young et al, 1872).

Las vacunas estan disponibles contra algunos de los agentes
infecciosos asociados con CIRD, es decir B. bronchiseptica asi como CPIV y
CAV-2. Sin embargo, a pesar del uso de estas vacunas, la CIRD aln es
prevalente en perreras a nivel mundial, lo cual es posible debido a que las
vacunas no proveen proteccion contra todos los agentes infecciosos
implicados en la CIRD.

Por lo tanto un primer aspecto de la invencién provee una
composicion de vacuna para vacunacion de perros que comprende cualquiera
0 mas de:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra S. zooepidemicus;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra M. cynos; y

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chiamydophila.

Se aprecia que la composicién puede contener cualquiera de dos
de estos agentes, por ejemplo (a) y (b), (a) y (c), o (b) y (c). La composicién
puede contener los tres de estos agentes (a), (b) y (c).
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Por un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemo contra un organismo particular, nosotros incluimos el significado de que,
cuando se administra a un perro el cual no estd inmunocomprometido o asté
inmunodeprimido, el agente induce al sistema inmune del perro para producir
anticuerpos los cuales se unen especificamente al organismo. Por lo tanto el
agente es capaz de inducir una respuesta inmune protectora contra el
organismo particular.

Por lo tanto, preferiblemente, el anticuerpo producido
especificaments se une al organismo particular con una mayor afinidad que
para cualquier otra molécula en el individuo. Preferibiemente, el anticuerpo se
une al organismo particular con al menos 2, o al menos 5, o al menos 10 o al
menos 50 veces mayor afinidad que para cuaiquier otra molécula en el
individuo. Mas preferiblemente, el anticuerpo se une al organismo particular
con al menos 100, ¢ al menos 1,000, o al menos 10,000 veces mayor afinidad
que para cualquier otra molécula en el individuo.

Por un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra un organismao particular, nosotros también incluimos el significado
de que, cuando se administra a un perro el cual no esta inmunocomprometido
o estd inmunodeprimido, el agente induce al sistema inmune del perro para
producir anticuerpos los cuales se unen especificamente a las
macromoléculas tales como proteinas que se secretan a partir del organismo.
Los anticuerpos se podrian unir especificamente a las macromoléculas

secretadas, tales como una toxina o hemolisina, y las inactivan, por lo tanto
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reduciendo las pruebas patogénicas en el hospedero y la severidad de la
enfermedad, por lo tanto permitiendo que el hospedero supere la infeccion.
Por lo tanto, por un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemmo contra un organismo particular nosotros incluimos agentes los cuales
son capaces de generar una respuesta inmune a una parte del organismo tal
como una molécula secretada.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
contra S. zooepidemicus en un perro comprende S. zooepidemicus inactivado
o atenuado, o un fragmento inmunogénico de S. zooepidemicus o un derivado
del mismo, o un Acido nucleico que codifica dicho fragmento o dicho derivado
(en cuyo caso dicho fragmento o dicho derivado comprende un polipéptido).

Streptococcus equi sub especies 2ooepidemicus se ha
depositado en NCTC (No. de depdsito 4676.S34), la ATCC (No. de depésito
43079) y the National Collection of Dairy Organisms (NCDO) (No. de depésito
1358), y se describe por Farrow et al (1984).

Por un componente "inactivado” de una vacuna nosotros
incluimos el significado de que el componente de vacuna particular, tal como
una bacteria, micoplasma o virus, ha sido tratado de tal manera que se elimina
su capacidad para ocasionar la enfermedad, pero adn asl retiene su
capacidad para evocar inmunidad protectora. Por un componente de vacuna
"inactivado” nosotros incluimos un organismo eliminado.

Los métodos para inactivar y eliminar organismos tales como

bacterias, micoplasma y virus para uso en una vacuna se conocen bien en la
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técnica, y han sido utilizados, por ejemplo, en la preparacion de algunos de ios
componentes para las vacunas para peiro que se describen a continuacion.

Existen diversos métodos para inactivar micro-organismos para
preparaciones de vacuna. El método mas simple es la eliminacién mediante
calentamiento (por ejemplo, calentamiento de virus a 58°C por 30 minutos;
ebullicién de la bacteria por 5 minutos o calentamiento a 65°C por 1 hora) o
eliminacion mediante mezclado con formalina. Usted tamblén puede eliminar
micro-organismos con un intervalo de otros quimicos, o mediante tratamiento
con luz UV.

Por un componente “atenuado” de una vacuna nosotros
inciuimos el significado de que el componente de vacuna particular, tal como
una bacteria, micoplasma o virus, ha sido seleccionado o se ha tratado de otra
manera de tal manera que disminuye en gran medida su capacidad para
ocasionar la enfermedad pero ain asl retiene su capacidad para evocar
inmunidad protectora.

Los métodos para atenuar organismos tales como bacterias,
micoplasma y virus para uso en una vacuna se conocen bien en la técnica, y
han sido utilizados, por ejemplo, en la preparacién de algunos de los
componentes para las vacunas para pemo que se describen a continuacién.

Usted puede atenuar los microorganismos mediante el paso
prolongado en un dispositivo diferente - por ejemplo cultivo celular para virus o
Chlamydophila, y sobre medio sélido o un hospedero diferente para bacteria,

hasta que sea evidente una declinacion en la virulencia. Altemativamente
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usted puede mutar puntualimente o deletar genes en bacterias I;s cuales
estan implicadas en la virulencia, por lo tanto limitando el potencial patogénico
del organismo, o mutando el organismo de manera que éste tiene un
requerimiento especifico para un quimico que no esta presente en el animal
hospedero y por lo tanto no se puede multiplicar y sobrevivir una vez en el
hospedero. La atenuacion también se puede llevar a cabo en las bacterias con
tratamiento quimico y el tratamiento con luz UV para ocasionar mutaciones
puntuales en el genoma.

Uq fragmento inmunogénico de S. zooepidemicus puede ser
cuaiquier fragmento de S. zooepidemicus capaz de generar una respuesta
inmune protectora en un pemo. Por lo tanto cuando un fragmento
inmunogénico de S. zooepidemicus se administra a un perro el cual no esta
inmunocomprometido o estd inmunosuprimido, induce al sistema inmune del
permo para producir anticuerpos los cuales se unen especificamente a S.
Zzooepidemicus.

Tipicamente, el fragmento inmunogénico de un organismo
particular es un componente proteico de ese organismo. Por un “componente
protéico™ de un organismo nosotros incluimos el significado de una proteina
total, o una porcién de una protelna. Se aprecia que el fragmento protéico
puede o no estar glicosilado. Por lo tanto por "proteina® nosotros también
incluimos glicoprotelna. La secuencia de aminoécidos de una glicoproteina se

refiere a la secuencia de aminoacidos de la estructura base del polipéptido de



10

15

20

13

la glicoproteina, sin importar el tipo, nimero, secuencla y posicién de los
az(cares unidos a la misma.

Las protelnas de S. zooepidemicus incluyen los precursores de
proteina de superficie celular (Nimeros de Acceso Genbank AAA86832 y
BAD00711), Cpn60 (Nimero de Acceso Genbank AAM88472), protelna
semejanto a M (Nameros de Acceso Genbank AAP33082, AAP33081,
AAP33080, AAP33079, AAP22285 AAB92635, AAB92634, AABS2633,
AAB92632, AAB92631, AAB92630, AAB92620, AAB92628, AABS2627,
AAB92628, AAB92625, AAB92624, AABO92623, AABS2622, 2111310A y
BAD00712), precursor de protelna semejante a M (Numero de Acceso
Genbank AAD37432), precursor de protelna semejante a M Szp2 (Nimero de
Acceso Genbank AAF75674), precursor de protelpa semejante a M Szp3
(Namero de Acceso Genbank AAF75875), precursor de protelina semejante a
M Szp4 (Nimero de Acceso Genbank AAF75676), la protelna similar a
Streptococcus pneumoniae ORF5 (Nimero de Acceso Genbank BAB16041),
la proteina de unidn/adhesina de metal putativa (NGmero de Acceso Genbank
CAB56710), factor de inmunidad zoocin A (Namero de Acceso Genbank
AAC46073) y las protelnas Szp descritas por Walker et al (1998, 2003;
incluyendo los Nimeros de Acceso Genbank AAQ08488-AAQ08510).

Preferiblemente, el fragmento inmunogénico de 8.
Zzooepidemicus, es una proteina estructural de S. zooepidemicus © una
porcién inmunogénica de la misma. Mas preferiblements, el fragmento

inmunogénico de S. zooepidemicus es una toxina secretada, o hemolisina, o
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una protelna de adhesion/proteina de superficie, 0 una porciéon inmunogénica
de la misma.

Las proteinas de superficie adicionales se pueden aislar a partir
de una bacteria tal como S. zooepidemicus mediante métodos estandares que
§e conocen por una persona experta en la técnica. Sambrook et al (2001)
"Molecular Cloning, a Laboratory Manual", 3a edicién, Sambrook et al (eds),
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, EUA,
incorporado en la presente invencién como referencia, describe técnicas de
clonacién bacteriana general que podrian ser utilizadas para este propésito.

Si el agente capaz de generar una respuesta inmune en un petro
s un componente de un organismo, tal como una proteina, se puede aislar a
partir de un cultivo del organismo. Mas preferiblemente, las protelnas se
elaboran mediante la expresién de una construccién de ADN adecuada que
codifica la proteina utilizando tecnologia de ADN recombinante.

Las técnicas adecuadas para clonacion, manipulacion,
modificacion y expresién de acidos nucleicos, y purificacion de proteinas
expresadas, 8e conocen bien en la técnica y se describen por ejemplo en
Sambrook et al (2001), incorporado en la presente invencién como referencia.

Altemativamente, las protelnas se pueden elaborar utilizando
técnicas de quimica de proteinas por ejemplo utilizando protedlisis parcial de
proteinas asociadas (ya sea exoliticamente o endollticaments), o mediante

sintesis de novo. Los péptidos se pueden sintetizar mediante el modo de
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Fmoc-poliamida de sintesis de péptido en fase sblida como se describié por
Lu et al (1981) J. Org. Chem. 46, 3433 y referencias en la presente invencidn.

Por "un derivado™ de un fragmento inmunogénico de un
organismo nosotros incluimos el significado de una proteina, o porcién de una
protelna, la cual ha sido modificada a partir de la forma en la cual ésta se
presenta naturalmente en ese organismo, pero la cual retiene la capacidad de
generar una respuesta inmune en un perro, tal como la capacidad de inducir la
produccion de anticuerpos que se unen especificamente a ese organismo.

Por ejemplo, un derivado puede incluir una variante de secuencia
de la protelna o porcién de la misma la cual se puede utilizar para inducir la
produccion de anticuerpos los cuales se unen especificamente a ese
organismo. Tipicamente, las sustituciones de aminoacidos se elaboran para
mejorar la antigenicidad de la vacuna. Preferiblements, la secuencia variante
es al menos 90%, o al menos 91%, o al menos 92%, o al menos 93%, o al
menos 84%, o al menos 95% idéntica a la secuencia nativa de esa protelna o
porcién de la misma. Mas preferiblemente, la secuencia variante es al menos
96%, o al menos 97%, o al menos 98%, o al menos 99%, o al menos 99.5%
idéntica a la secuencia nativa de esa proteina o porcion de la misma.

La identidad de secuencia porcentual entre dos polipéptidos se
puede determinar utilizando programas de cOmputo adecuados, por ejemplo el
programa GAP de the University de Wisconsin Genetic Computing Group. El
porcentaje de identidad entre dos nucledtidos o dos secuencias de

aminodcidos se puede determinar utilizando GCG versidn 10 (Genetics
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Computer Group, (1991), Program Manual for the GCG Package, Versién 7,
Abril 1991, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, EUA 53711). Los
parédmetros GCG utilizados pueden ser: sancion por creacién de espacio 50,
sancién por extension de espacio 3 para ADN, y sancién por creacidn de
espacio 8 y sancién por extensién de espacio 2 para proteina. El porcentaje
de identidad entre dos nucleétidos o dos secuencias de aminoacidos también
se puede determinar utilizando FASTA versién 34 (Pearson WR. (1990)
"Rapid and sensitive sequence comparison with FASTP and FASTA". Methods
Enzymol.; 183: 63-98). Las determinaciones FASTA pueden ser sancién por
espacio ablerto -16 y sancién por extension de espacio 4.

Se apreciard que el porcentaje de identidad se calcula con
relacién a los polipéptidos cuyas secuencias se han alineado éptimamente.

El alineamiento se puede llevar a cabo de manera alternativa
utilizando el programa Clustal W (Thompson et al., (1984) Nucleic Acids Res
22, 4673-80). Los parametros utilizados pueden ser los siguientes:

Parametros de alineamiento rapido par a par: tamafio de K-tuple
(palabra), 1, tamafio de ventana; 5, sancién por espacio; 3, nimero de
diagonales superiores; 5. Método de evaluacién: x porcentual.

Parametros de alineamiento mdiltiple: sancién por espacio
abierto; 10, sancién por extension de espacio; 0.05. Matriz de evaluacién:
BLOSUM.

Tipicamente, la secuencia variante tiene menos de 100, o menos

de 50, o menos de 40, o menos de 30, o menos de 20 residuos de
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aminoacidos diferentes de la secuencia nativa de esa proteina o porcion de la
misma. Mas preferiblemente, la secuencia variante tiene 15014013012 u
1101009uB807060504 03020 solaments 1 residuo de aminoacidos
diferente de la secuencia nativa de esa proteina o porcion de la misma.

La secuencia del derivado puede haber sido alterada para
mejorar la inmunogenicidad del agente, o puede no tener efecto sobre su
inmunogenicidad. Por ejemplo, el derivado puede haber tenido una 0 mas
socuencias de aminodcidos que no son necesarias para remover la
inmunidad.

Por "derivado™ nosotros también incluimos péptidos en los cuales
uno o mas de los residuos de aminoscidos estan quimicamente modificados,
antes o después de que el péptido se sintetice, con la condiciébn de que la
funcién del péptido, es decir la produccién de anticuerpos especificos in vivo,
permanezca sustanciaimente sin cambio. Dichas modificaciones incluyen la
formacion de sales con acidos o bases, especialmente acidos y bases
orgéanicas o inorganicas fisiolégicamente aceptables, que forman un éster o
amida de un grupo carboxilo terminal, y uniendo grupos protectores del
aminoacido tal como N-t-butoxicarbonilo. Dichas modificaciones pueden
proteger al péptido del metabolismo in vivo. Los péptidos pueden astar
presentes como copias particulares o como miiltiplos, por ejemplo repetidos
en tindem. Dichos repetidos en tadndem o miditiples pueden ser lo
suficientemente antigénicos por si mismos para obviar el uso de un vehiculo.

Puede ser ventajoso para el péptido a ser formado como un asa, con los
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extremos N-terminal y C-terminal unidos, o afiadir uno o méas residuos Cys a
un extremo para incrementar antigenicidad y/o para permitir que se formen
enlaces disulfuro. Si el péptido esta covalentemente asociado a un vehliculo,
preferiblemente un polipéptido, entonces el areglo preferiblemente es tal que
el péptido de la invencion forma un asa.

De conformidad con las teorias inmunolbgicas actuales, una
funcibn del vehiculo debe estar presente en cualquier formulacion
inmunogénica con el objeto de estimular, o mejorar la estimulacién de, el
sistema inmune. Se piensa que los mejores vehiculos incluyen (o, junto con el
antigeno, crea) un epltope de célula T. Los péptidos se pueden asociar, por
ejemplo mediante entrecruzamiento, con un vehiculo separado, tales como
albiminas de suero, mioglobinas, toxoides bacterianos y hemocianina de lapa
herradura. Los vehiculos desamollados mas recientemente los cuales inducen
que la célula T auxilie en la respuesta inmune incluyen el antigeno nicleo de
la hepatitis B (también denominado la proteina de nucleocapside), supuestos
epitopes de célula T, beta-galactosidasa y el péptido 163-171 de interleucina-
1. El ditimo compuesto se puede observar de diversas maneras como un
vehlculo o como un adyuvante o como ambos. Alternativamentse, se pueden
entrecruzar varias copias de los mismos péptidos o de péptidos diferentes de
la invencion entre sl; en esta situacion no existe un vehiculo separado como
tal, sino que se puede proveer una funcién del vehiculo mediante dicho
entrecruzamiento. Los agentes entrecruzadores adecuados incluyen aquellos

listados como tal en los catdlogos Sigma and Pierce, por ejemplo
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glutaraldehido, carbodiimida y succinimidil 4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato, el Gitimo agente que explota el grupo SH en el residuo de cistelna
C-terminal (si esta presents).

Si el péptido se prepara mediante la expresién de una secuencia
nucleotidica adecuada en un hospedero adecuado, entonces puede ser
ventajoso expresar el péptido como un producto de fusién con una secuencia
peptidica la cual actia como un vehiculo. El sistema de Kabigen's "Ecosec” es
un ejemplo de dicho arreglo.

Tipicamente, el polinuciedtido que codifica la fraccién
inmunogénica de S. zooepidemicus codifica una proteina estructural, y mas
preferiblemente una proteina de superficie de S. zooepidemicus, o una
porcién inmunogénica de la misma, o un derivado del mismo. Las secuencias
de polinucleétidos que codifican diversas proteinas de S. zooepidemicus se
pueden evaluar facilmente como referencia a los NGmeros de Acceso
Genbank anteriormente mencionados. Sin embargo, la secuencla de un
polinucledtido que codifica cualquier protelna inmunogénica de S.
zooepidemicus se puede determinar facilmente mediante técnicas estdndares
de biologla molecular.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
contra M. cynos en un perro comprende M. cynos inactivado o atenuado, o un
fragmento inmunogénico de M. cynos o un derivado del mismo, o un é&cido

nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.
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Mycoplasma cynos se ha depositado en NCTC (No. de depdsito
10142 H831) y en la ATCC (No. de depdsito 27544) y se describe por
Rosendal (1972).

Preferiblemente, el fragmento inmunogénico de M. cynos es una
proteina estructural de M. cynos o una porcién inmunogénica de la misma, y
méas preferiblemente, una protelna de superficle de M. cynos o una porcién
inmunogénica de la misma o un derivado del mismo. Las protelnas de
superficie se pueden aislar a partir de un micoplasma tal como M. cynos
mediante métodos estdandares que se conocen por una persona experta en la
técnica.

Los métodos para identificar y aislar protelnas de micoplasma
generaimente son los mismos que para .Ias bacterias excepto que algunos
genes pueden requerir vectores espacializados que reconocen el uso de
codén Gnico de micoplasmas (véase todos los capitulos en la Seccioén B, en
Genome Characterisation and Genetics, in Molecular and Diagnostic
Procedures in Mycoplasmology. Vol. 1 Ed S. Razin & J. Tully. Academic Press
Inc. 1995.)

Las vacunas mas eficientes de micoplasma tienden a contener
una vacuna de céiula totel o de célula viva atenuada inactivada con calor o
inactivada con formalina, y por lo tanto contiene todos, o al menos la mayoria,
de sus proteinas. Los componentes potenciales de micoplasma para uso
como vacunas incluyen protelnas de tal manera que se cree que la proteina

membranal primaria con estructura de union, es de aproximadamente 45 kDA

ol
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(equivalente a la P1 citadhesina a partir de M. pneumoniae y homélogos tal
como MgPa a partir de M. genitalium todas las cuales son parte de un operén
de tres genes), proteinas expuestas en la superficie y otras proteinas de
unién, glicolipidos de membrana, fraccibn de polisacdrido membranal,
lipoglicanos y todas aquellas mencionadas en las revisiones de vacunas de
micoplasma animal (Barile 1985 y Barile et al, 1985).

En una modalidad, el agente capaz de generar una respuesta
inmune contra una Chleamydophila comprende C. aborts inactivada o
atenuada, o un fragmento inmunogénico de C. abortus o un derivado de la
misma, o un &cido nucleico que codifica dicha fraccion o dicho derivado.

Chlamydophila abortus (ATCC No. de depésito VR-856) se
depositd por Everett et al como clamidial de aborto cepa B-577 de ovino.

En otra modalidad, el agente capaz de generar una respuesta
inmune contra una Chlamydophila comprende C. pshHtaci inactivada o
atenuada, o un fragmento inmunogénico de C. psitfaci o un derivado de la
misma, o un écido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

Chlamydophila psittaci, también conocida como Chlamydia
psittacl, tiene el ATCC No. de depdsito VR-125 (Lillie (1930) pagina 1968, Int.
J. Syst. Bacteriol. 30:274 (AL)).

En una modalidad adicional, el agente capaz de generar una
respuesta inmune contra una Chlamydophila comprende C. felis inactivada o
atenuada, o un fragmento inmunogénico de C. felis o un derivado de la

misma, o un écido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.
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Chlamydophila felis (ATCC No. de depésito VR-120) se depositd
por Everett et al como pneumonitis cepa No. 1 de felino.

En otra modalidad, el agente capaz de generar una respuesta
inmune contra una Chlamydophila comprende Chlamydia muridarum
inactivada o atenuada (ATCC VR 123, MoPn; Everett et al, 1999, Int. J. Syst.
Bacteriol. 49: 431); Chlemydia pecorum (ATCC VR 628, Bo/E58; Fukushi y
Hirai 1992, Int. J. Syst. Bacteriol. 42: 307), Chlamydia pneumoniae (Cepa tipo:
TW-183; Grayston et al, 1989, Int. J Syst. Bacteriol. 39: 88), Chlamydia suis
(ATCC VR 1474, S45; Everett et al, 1999, Int. J. Syst. Bacteriol. 49: 431); o
Chiamydia trachomatis (especias tipo) (ATCC VR 571; Busacca 1935 Rake
1957 modificada por Everett et al, 1999, Int. J. Syst. Bacteriol. 30: 274 (AL), o
un fragmento inmunogénico de los mismos, 0 un derivado del mismo, o un
écido nucleico que codifica dicha fraclcién o dicho derivado.

Un fragmento inmunogénico de C. abortus, C. psittaci o C. felis,
o de C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. suis o C. trachomatis,
puede ser cualquier fragmento de los mismos capaz de generar una respuesta
inmune protectora en un perro. Tipicamente el fragmento inmunogénico es
una proteina o una porcibn de la misma. Preferiblemente, el fragmento
inmunogénico s una proteina estructural o una porcién inmunogénica de la
misma. Mas preferiblemente, el fragmento inmunogénico es una proteina de
superficie, 0 una porcién inmunogénica de la misma o un derivado del mismo.

Como se mencioné anteriorments, las proteinas de superficie se pueden aislar
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a partir de una bacteria tal como Chlamydophila mediante métodos
estindares que se CONOCeN por una persona experta en la técnica.

Las prdtelnas de C. aborius incluyen la proteina de choque
termico de 60 kD GroEL (Nimero de Acceso Genbank AAD26144), proteina
del complejo de membrana rica en cistelna de 60 kDa (NGmero de Acceso
Genbank AAG60550), proteina de 90 kDa (Nimeros de Acceso Genbank
AACA44400, AAC44401), protelna de membrana externa rica en cisteina Omp-
2 (Namero de Acceso Genbank AAD08587), DnaK (Nimero de Acceso
Genbank AAN77259), factor de elongacién P (Nimero de Acceso Genbank
AAK72389), GrpE (Nimero de Acceso Genbank AAN77258), HrcA (Nimero
de Acceso Genbank AAN77257), proteina principal de membrana externa
(Numeros de Acceso Genbank AAK00237, CAA368152, CAD29327), precursor
de la protelna principal de membrana extema (Nimeros de Acceso Genbank
AAD29103, AAD29102, AAG53881, P16567), MutS (NGmero de Acceso
Genbank AAD25864), Omp1 (Nameros de Acceso Genbank CAA06182,
CAA06620, CAA068621, CAA06622, CAADB624, CAA06625, CAA06183,
CAA0B8184), protelna de membrana extema (Ndmero de Acceso Genbank
AABO02850), protelna de membrana extema 2 {Nimero de Acceso Genbank
AAD20336), precursor de POMP90A (Namero de Acceso Genbank
AAC15922), precursor de POMPS90B {(Numero de Acceso Genbank
AAC15924), POMP91A (Nimero de Acceso Genbank AAC15821), precursor
de POMP91B (Namero de Acceso Genbank AAC15923), protelna putativa de
membrana extemma de 98 kDa (Nimero de Acceso Genbank AAB18188),
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proteina putativa de membrana extema (Nimero de Acceso Genbank
AAB18187), lipoproteina pequefia de membrana externa rica en cisteina
(Namero de Acceso Genbank AAG60549), protelna rica en azufre (Nimero de
Acceso Genbank AAG60551), y OmpA (Numeros de Accesc Genbank
AAT36355 y AAT36356).

Las protelnas C. psittac! incluyen los precursores de proteina de
membrana externa rica en cisteina de 60K (Numeros de Acceso Genbank
P23701, B39439, JC5204 y P27608); protelnas ricas en cisteina de 60K
(Nimeros de Acceso Genbank CAA37592 y CAA37591); homdlogo de
chaperonina. (Nimero de Acceso Genbank AAB22580); marco de lectura
abierto hacia el extremo 5' temprano (EUO) (Nimeros de Acceso Genbank
AAA23124, Q06566 y C36909); homdblogo de protelna EUO (Numero de
Acceso Genbank JC5207); proteina de aborto ewe (NOmero de Acceso
Genbank 1601347A); protelna especifica del género (Nimero de Acceso
Genbank AAB22558); proteina de cubierta rica en cisteina de alto peso
molecular (Nimero de Acceso Genbank AAB61619); proteina semejante a
histona H1 (NOmeros de Acceso Genbank AAA23132, JH0B858, Q46204);
proteina hypA (Namero de Acceso Genbank JL.0116); protelna hypB (Nimero
de Acceso Genbank JLO117); protelnas hipotéticas (Nimeros de Acceso
Genbank JC5206, NP_052329, NP_052332, NP_052331, NP_052330,
NP_052328, NP-052327, NP_052326, NP_052325, NP_052323, CAA44340,
CAA44339, CAA44334, CAA44341, CAA44338, CAA44337, CAA443386,
CAA44335, CAA44332, A39999, NP_052324, CAA44333, S61492, S18143,

\.\
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C39999, D39999, E39999, F39999, S18148, G39999, H39999 y 138999);
protelnas de membrana de inclusibn (Nimeros de Acceso Genbank
2108371A, S61491); protelna de cubierta rica en cistelna de bajo peso
molecular (Nimero de Acceso Genbank AAB61618); protelna hipotética rica
en lisina LRO (Nimero de Acceso Genbank B36909), proteina principal de
membrana extema y precursores (Nimeros de Acceso Genbank CAA31177,
2006276A 1616220A, AAA23148, AAA23147, AAA17396, 140864, 140740,
AAA231468, CAA40300, AAK00262, AAKO00250, AAK00249, AAK00248,
AAK00247, AAK00246, AAK00245, AAK00244, AAK00243, AAK00242,
AAK00241, AAK00240, CACB84081, A60341, A40371, B60109, A60109,
MMCWPM, MMCWP3, Q00087, P10332 y AAQ91209); factor sigma principal
(Nomero de Acceso Genbank AAAS50747), MutS (Numeros de Acceso
Genbank AAD25866 y AAD25863); la parte N terminal de una protelna de
funcidn desconocida (N(imero de Acceso Genbank CAA90824), ORF 2
(Namero de Acceso Genbank 2108371B); protelna de membrana externa 1
(Nimeros de Acceso Genbank CAA76286 y CAB96859), precursor de
proteina de membrana externa 3 (Nimero de Acceso Genbank JC5203);
proteina de funcién desconocida (Nimero de Acceso Genbank CAAS0623),
proteina putativa de membrana polimérfica (Nimeros de Acceso Genbank
AAL36963, AAL36962, AAL36961, AAL36960, AAL36959, AAL38958,
AAL36957, AAL36956, y AAL36955);, precursor de proteina pequefia de
cubierta rica en cisteina envA (Nimero de Acceso Genbank A39439);
protelinas ricas en azufre (Nimeros de Acceso Genbank P28164, AAB61620 y

ABS.
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JC5205); proteina desconocida (Nimeros de Acceso Genbank AAB22561 y
AAB22558); proteina de la familia parA de plasmido de virulencia pGP5-D;
(Namero de Acceso Genbank Q46263); proteina de plasmido de virulencia
pGP2-D (Namero de Acceso Genbank Q46260); protelna de plasmido de
virulencia pGP3-D (Namero de Acceso Genbank Q46261); protelna de
plasmido de virulencia pGP4-D (Numero de Acceso Genbank Q46262);
proteina de plasmido de virulencla pGP8-D (Nimero de Acceso Genbank
Q46264), OmpA (Nameros de Acceso Genbank AAT36351 y AAT36354) y
una proteina chaperonina de 60kD (NGmero de Acceso Genbank AAT38208).

Las proteinas de C. felis incluyen la proteina de choque térmico
GroEL (Nameros de Acceso Genbank AAL38954 y AA024108), la proteina
principal de membrana externa (Nimeros de Acceso Genbank AAKQ00238,
AAKO00239, AA024108 y CAA43408); MutS (Numero de Acceso Genbank
AAD25865); y la protelna de membrana extema 2 (Nimeros de Acceso
Genbank AAK38113, AAK38114, AAK38115, AAL89722, AA024107,
AAQ18779).

En una modalidad preferida, la protelna de Chiamydophiia
utilizada es una proteina de membrana externa tal como la protelna principal
de membrana externa (MOMP). Otras proteinas de Chlamydophila adecuadas
incluyen LPS o la proteina OmcB.

Tipicamente, el polinucleétido que codifica la fraccién
inmunogénica de C. aborius, C psittaci o C. felis codifica una proieina

estructural, y més preferiblemente una proteina de superficie, o una porcién

\Oq7
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inmunogénica de la misma, o un derivado del mismo. La secuencia de écido
nucleico que codifica las diversas proteinas se puede evaluar facilmente
mediante referencia a los Nimeros de Acceso Genbank anteriormente
mencionados y se pueden determinar faclimente mediante técnicas
estandares de biologia molecular.

En una modalidad, el agente capaz de generar una respuestia
inmune contra una Chlamydophila comprende una Chlamydophila inactivada o
atenuada que tiene una secuencia parcial de 218 nucleétidos del gen de ARNr
de 23 S la cual tiene la secuencia de SEQ ID NO: 1, o un fragmento
inmunogénico de los mismos o un derivado del mismo, o un &cido nucleico
que codifica dicha fraccion o derivado. Una Chlamydophila que tiene una
secuencia parcial de 218 nucledtidos del gen de ARNr 23 § la cual tiene la
secuencia de SEQ ID NO: 1 se puede encontrar en, y aislar a partir de, la
traquea y pulmones de perros con CIRD, tipicamente perros con CIRD a partir
de centros de re-alojamiento y permeras de hospedaje o entrenamiento.

La Chlamydophila se puede aislar a partir de permos mediante la
inoculacién de un extracto de tejido en una linea celular McCoy en la
presencia o ausencia de cicloheximida, cultivando las células por hasta 10
dias a 37°C con 5% de CO: y luego exirayendo la Chlamydophila mediante
fractura por congelamiento de las células. Este método se utiliza
rutinariamente para aislamiento de Chlamydophilas a partir de aves, gatos,
humanos, y otros hospederos. El fragmento del gen de ARNr 23 S se puede

amplificar a partir de la Chlemydophila utilizando las condiciones de PCR
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descritas en el ejemplo 3, y la secuencia obtenida se puede verificar mediante
comparacion con las secuencias en las figuras 5 u 8.

Para uso en vacunas, los agentes polinucleotidicos se pueden
administrar en diversos vectores replicantes (por ejemplo vacuna
recombinante de adenovirus) o no replicantes (vacuna de ADN).

Una dosis tipica de una vacuna comprendida de proteina
recombinante es de aproximadamente 5-10 pg. Una dosis tipica de una
vacuna bacteriana es de 10® unidades formadoras de colonia por ml.

Tipicamente, la composicion de vacuna comprende
adicionalmente un vehlculo, diluyente o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

Ciertos vehiculos y adyuvantes se describieron anteriorments.
Otros adyuvantes adecuados incluyen adyuvante completo de Freund o
adyuvante incompleto de Freund, muramil dipéptido, los "Iscoms” de EP 109
942, EP 180 564 y EP231 039, hidroxido de aluminio, saponina, DEAE-
dextrén, aceites neutros (tal como migliol), aceites vegetales (tal como aceite
araquis), liposomas, polioles plurénicos® o el sistema adyuvante Ribi (véase,
por ejemplo GB-A-2 189 141).

El vehiculo(s) debe ser "aceptable” en el senfido de ser
compatible con el agente(s) de la invenciéon y no deletéreo al recipiente del
mismo. Tipicamente, los vehiculos serdn agua o solucién salina los cuales

seran estériles y libres de pirbgeno.
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Tipicamente, la vacuna se administrara via las rutas orales,
intramusculares, subcutaneas, intravenosas, intraperitoneales o intranasales.

La composicion de vacuna se puede formular para
administracién parenteral, y pueden incluir soluciones acuosas o no acuosas
para inyeccion estéril las cuales pueden contener anti-oxidantes, reguladores
de pH, bacteriostatos y solutos los cuales vuelven a la formulaclén isoténica
con la sangre del recipiente pretendido; y/o suspensiones estériles acuosas o
no acuosas las cuales pueden incluir agentes para suspensién y agentes
espesantes.

La composicion de vacuna puede estar presente en
contenedores de dosis unitaria 0 en contenedores de dosis multiple, por
ejemplo ampolletas y viales sellados, y se pueden almacenar en condicién de
sacado por congelamiento (liofilizada) requiriendo solamente la adicién del
vehiculo liquido estéril, por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente
antes de su uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccién extemporénea
s pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos y tabletas.

La composicibn de vacuna se puede formular para
administracién intranasal y se puede administrar convenientemente en la
forma de una presentacion de aspersién en aerosol a partir de un contenedor
presurizado, bomba, aspesor o nebulizador con el uso de un propelente
adecuado, por ejemplo diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluoro-etano, un hidrofluoroalcano tal como 1,1,1,2 tetrafluoroetano
(HFA 134A™ o 1,1,1,2,3,3,3-heptafluoropropano (HFA227EA™), diéxido de
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carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad
de dosis se puede determinar mediante la provisidon de una valvula para
administrar una cantidad medida. El contenedor presurizado, bomba, aspersor
0 nebulizador puede contener una solucidon o suspensién del agente(s), por
ejemplo utilizando una mezcla de etanol y el propelente como el solvente, el
cual puede contener adicionalmente un lubricante, por ejemplo tricleato de
sorbitano.

Para uso veterinario, la vacuna se prepara como una formulacién
aceptable de conformidad con la practica veterinaria normal y el cirujano
veterinario determinara el rédgimen de dosis y la ruta de administracién la cual
sera mas apropiada para un animal particular.

Las formulaciones para vacunas adecuadas para administracién
a los perros se conocen bien en la técnica e incluyen las formulaciones
utilizadas en las vacunas para perro descritas a continuacion.

Como se discutié anteriormente, se sabe que diversos agentes
virales y bacterianos estdn asociados con la enfermedad respiratoria en
pemos, inciuyendo coronavirus respiratorio canino (CRCV), virus de
parainfluenza canina {(CPIV), adenovirus tipo 2 canino (CAV-2), herpesvirus
canino (CHV), y Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseptica).

Por lo tanto, en una modalidad, la composicion de vacuna
comprende adicionalmente cualquiera o mas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

perro contra CRCV;
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(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto la composicibn de vacuna también puede
comprender opcionalmente cuaiquiera de dos, o cualquiera de tres, o
cualquiera de cuatro, o los cinco de estos agentes adicionales.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un perro contra CRCV comprende CRCV inactivado o atenuado, o un
fragmento inmunogénico de CRCV, o un é&cido nucleico que codifica dicha
fraccién inmunogénica.

Los fragmentos inmunogénicos adecuados de CRCV se
describen en WO 2004/011651 (The Royal Veterinary College) y en Erles et
al, 2003. Los fragmentos inmunogénicos adecuados de CRCV incluyen las
proteinas Spike (S) y las proteinas de superficie hemaglutinina-esterasa (HE),
la glicoprotelna de membrana (M), y la proteina de la nucleocapside (N), o
porciones inmunogénicas de las mismas. Las proteinas Spike semejante a
CRCV vy las proteinas HE descritas en WO 2004/011651 también pueden ser

adecuadas como agentes que generan una respuesta inmune contra CRCV.
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Los coronavirus cercanamente relacionados, tales como coronavirus de
bovino y coronavirus de humano, y fragmentos inmunogénicos de los mismos,
también pueden ser adecuados como agentes que generan una respuesta
inmune contra CRCV. La descripcion total de WO 2004/011651 se refiere a
los agentes que pueden ser utilizados como un componente de vacuna contra
CRCV, se incorpora en la presente invencién como referencia.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un perro contra CPIV comprende CPIV inactivado o atenuado, o un
fragmento inmunogénico de los mismos, o un acido nucleico que codifica
dicha fraccién inmunogénica.

.Tlpicamente. un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un permo contra CAV-2 comprende CAV-2 inactivado o atenuado, o un
fragmento inmunogénico de los mismos, o un &cido nucleico que codifica
dicha fraccién inmunogénica.

El adenovirus tipo 1 canino ocasiona hepatitis infecciosa; el
adenovirus tipo 2 canino ocasiona enfermedad respiratoria. Se ha mostrado
que CAV-1 provee entrecruzamiento contra CAV-2 y viceversa. El agente que
genera una respuesta inmune en un pemo contra CAV-2 por lo tanto puede
contener ya sea CAV-1 o CAV-2, o un fragmento inmunogénico de los
mismos. Las vacunas listadas a continuacién contienen CAV-2 excepto por
EURICAN® DHPPI, el cual no especifica el tipo de virus utllizado.

Los agentes adecuados que generan una respuesta inmune en

un perro contra CPIV y CAV-2 sa conocen por una persona experta en la
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técnica. Por ejemplo, las siguientes vacunas para perro estan autorizadas en
el Reino Unido.

KAVAK® DA.PiP69 por Fort Dodge Animal Health es una
vacuna viva secada mediante congelamiento que contenia cepas atenuadas
del virus de desarreglo canino, adenovirus tipo 2 canino, parainfluenza tipo 2
canina y parvovirus canino crecido en cultivo de tejidos.

KAVAK® Parainfluenza por Fort-Dodge Animal Heaith contiene
vacuna viva secada mediante congelamiento derivada a partir de una cepa
atenuada de virus de parainfluenza canina tipo 2 cultivada sobre una linea
celular homdloga establecida.

NOBIVAC® DHPPi por Intervet UK Limited es una vacuna de
virus vivo, atenuado, secada mediante congelamiento que contiene virus de
desarreglo canino, adenovirus tipo 2 canino, parvovirus canino y virus de
parainfluenza canina crecido en una linea celular en cultivo de tejidos.

NOBIVAC® KC por Intervet UK Limited es una vacuna viva
modificada secada mediante congelamiento que contiene Bordefelia
bronchiseptica cepa B-C2 y virus de parainfluenza canina cepa Comell {esta
es una vacuna intranasal). Manejo No. de autorizacién Vm 08376/4026.

EURICAN® DHPPi por Merial Animal Health Ltd. es una vacuna
viva combinada secada mediante congelacién contra el desarreglo canino,
hepatitis infecciosa canina, parvovirus canino y virus parainfluenza tipo 2

canino.
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VANGUARD® 7 por Pfizer Ltd. contiene virus vivo atenuado de
desarregio de canino (cepa Snyder Hill), adenovirus (cepa CAV-2 Manhattan),
vius de parainfluenza (cepa NL-CPI-5), parvovirus canino (NL-35-D)
propagado en una linea celular establecida, y un cultivo inactivado de
Leptospira canicola y Leptospira icterohaemorrhagiae.

QUANTUM® DOG 7 por Schering-Plough Animal Health
contiene virus del desarregio de canino, adenovirus tipo 2, parvovirus, vacuna
de virus de parainfluenza tipo 2 (vivo) y vacuna de Leplospira canicola
inactivada y de Leplospira icterohaemorrhagise.

CANIGEN DHPPi por Virbac Ltd. es una vacuna de virus vivo
atenuado, secado mediante congelamiento que contiene virus de desarregio
canino, adenovirus canino (CAV-2), parvovirus canino y virus de parainfluenza
canino crecido en una linea celular en cultivo de tejidos.

CANIGEN Ppi por Virbac Lid. es una vacuna de virus vivo
atenuado, secado mediante congelamiento que contiene parvovirus canino y
virus de parainfluenza canino crecido en una linea celular en cultivo de tejidos.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un pemo contra CHV comprende CHV inactivado o atenuado, o un
fragmento inmunogénico de los mismos, o un 4cido nucleico que codifica
dicha fraccién inmunogénica.

Los agentes adecuados que generan una respuesta inmune en
un perro contra CHV se conocen por una persona experta en la técnica. Por

ejemplo, EURICAN Herpes 205 por Merial es una vacuna de sub-unidad

\\\
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purificada contra CHV la cual se indica para la inmunizacién activa de perras
prefiadas para prevenir la mortalidad, los signos clinicos y las lesiones en los
cachorros resultan a partir de infecciones por CHV adquiridas en los primeros
dias de la vida. No esta autorizada para la vacunacién de perros adultos para
la prevencién de enfermedad respiratoria.

Tipicamente, un agente capaz de generar una respuesta inmune
en un perro contra B. bronchiseptica comprende B. bronchiseptica inactivada
o atenuada, o un fragmento Inmunogénico de la misma, o un écido nucleico
que codifica dicha fraccién inmunogénica.

Los agentes adecuados que generan una respuesta inmune en
un perro contra B. bronchiseptica se conocen por una persona experta en la
técnica. Por ejemplo, las siguientes vacunas para perro estan autorizadas
para uso.

COUGHGUARD-B® por Pfizer Animal Health (U. S. Vet. Lic. No.:
189) contiene un cultivo Inactivado de B. bronchiseptica. Es para la
inmunizacién de perros sanos contra la enfermedad ocasionada por B.
bronchiseptica, en particular tos de permera. COUGHGUARD-B® se prepara a
partir de una cepa de B. bronchiseptica altamente antigénica la cual ha sido
inactivada y procesada para no ser tdxica cuando se administra a los pemos.
El método de produccién se reporta para dejar intactas las propledades
inmunogénicas de B. bronchiseplica.

VANGUARD® 5/B por Pfizer Animal Health (U. S. Vet. Lic. No.:

189) contiene cepas atenuadas de virus de desarregio canino {CDV), CAV-2,

N\ 4
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CPIV, y parvovirus canine (CPV) propagados en una linea celular establecida
de canino. El antigeno CPV se atenué mediante unos pocos pasos en la linea
celular de canino y con ese nivel de pasajes tuvo propiedades inmundgénlcas
capaces de incrementar atin més a los anficuerpos matermnos. La vacuna se
empacd en forma liofilizada con gas inerte en lugar de vacio. El componente
bacteriano contiene cultivos totales inactivados de B. bronchiseptica los cuales
se abastecen como diluyentes. El componente de B. bronchiseplica en
VANGUARD® 5/B se prepara a partir de una cepa altamente antigénica la
cual ha sido inactivada y procesada para no ser toxica cuando se adminiatra a
los perros.

NASAGUARD-B™ por Pfizer Animal Health (U. S. Vet Lic. No.:
112) estd compuesto de un cultivo vivo no virulento de la bacteria B,
l-)mnchisoptica.

PROGARD®-KC por Intervet es una vacuna intranasal viva
modificada que contiene virus atenuado de parainfluenza de canino y cultivo
vivo no virulento de Bordetella bronchiseptica. PROGARD®-KC esté presente
en una forma desecada con diluyente estéril provisto para reconstitucion.
PROGARD®-KC es para la vacunacidn de cachorros sanos, susceptibles y
perros para la prevencién de tracheobronquitis infecciosa de canino ("tos de
perrera”) debido al virus de parainfluenza de canino y B. bronchiseptica.

PROGARD®-KC PLUS por Intervet contiene cultivos vivos de
cepas avirulentas de B. bronchiseptica, adenovirus atenuado tipo 2 canino y

virus de parainfluenza para administracion intranasal. La vacunacién con
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PROGARD®-KC Plus estimula la inmunidad répida, local en el tracto
respiratorio, por lo tanto inhibiendo la infeccién en el puerto de entrada asl
como previniendo los signos clinicos. Ademas de la inmunidad local, ésta
también estimula la inmunidad sistémica dentro de las primeras tres semanas
de administracién intranasal. El volumen pequefio (0.4 ml) y una aplicacién al
nostrilo de PROGARD®-KC Plus se provee para facilidad en la vacunacion,
particularmente en razas pequefias y cachormos jévenes. PROGARD®-KC
Plus se presenta en una forma desecada con diluyente estéril provisto para
reconstitucion. PROGARD®-KC Plus es para vacunacion de pefros sanos y
cachorros de tres semanas de edad 0 mas viejos para la prevencién de la
tracheobronquitis infecciosa de canine ("tos de perrera®) debido al adenovirus
tipo 2 canino, virus de parainfluenza y B. bronchiseptica.

Intrac por Intervet es una vacuna viva modificada secada
mediante congelamiento, que contiene B. bronchiseptica cepa S 55, para
administracién intranasal. El producto nimero de licencia PL 0201/4011

Nobivac® KC, anteriormente descrito, también contiene B.
bronchiseptica.

En una modalidad, la composicién de vacuna comprende:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra S. zooepidemicus; y/o

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra M. cynos,

Y. opcionalmente, cualquiera 0 mas de:
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(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlemydophila;

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

En una modalidad preferida, la composicibn ‘de vacuna
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en un perro.

En otra modalidad preferida, la composicidn de vacuna
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.

Cynos en un perro; y
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(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en un perro;

y cualquiera o mas de:

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pero contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que también como los agentes (b) y (d), 1a
composicion puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (e), (f), (g)
y (h), o cualquiera de tres o cualquiera de cuatro de los cinco agentes (c), (e),
(). @)y (h).

En otra modalidad preferida, la composicion de vacuna
comprende

(a) un agente capaz de generar una respuesta Inmune contra S.
Zooepidemicus en un pemo; y

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.

Cynos en un perro; y

\Z
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(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en u;1 pero;

y cualquiera o mas de:

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chiamydophila;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que también como los agentes (a), (b) y
(d), la composicién puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (e),
(P, (g) y (h), o cualquiera de tres, 0 cualquiera de cuatro, de los cinco agentes
(c). (e). (). (9) y (h).

Un segundo aspecto de la invencién provee un método para
vacunacién de un perro contra CIRD que comprende administrar al perro una
composicién de vacuna de conformidad con el primer aspecto de la invencion.,

Un tercer aspecto de la invencién provee un método para
tratamiento de la CIRD en un perro que comprende administrar al perro una

composicion de vacuna de conformidad con el primer aspecto de la invencién.
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Por lo tanto se puede observar que la composicién de vacuna del
primer aspecto de la invencién se puede utilizar en el combate de la CIRD ya
sea profilacticamente o terapéuticamente.

Un cuarto aspecto de la invencién provee el uso de cualquiera o
mas de:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
Zooepidemicus en un peITo;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(¢} un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemro contra una Chiamydophila;

en la preparacion de un medicamento para la profilaxis o el
tratamiento de CIRD en un perro.

En una modalidad, el medicamento comprende adicionalmente
cualquiera o mas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(f) un agente capaz de generar una respuesia inmune en un
pemro contra CAV-2;

{(9) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

perro contra CHV; y
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(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchisseptica.

En este y todos los aspectos subsecuentes de la invencion, las
preferencias para (a), (b), {c), (d), (e), (P, (g) y (h) son como se describen con
respecto al primer aspecto de la invencién.

Un quinto aspecto de la invencibn provee un método . para
estimulacion de una respuesta inmune contra cualquiera 0 mas de S.
Zzooepidemicus, M. cynos y una Chlamydophila en un pemo, el método
comprendiendo administrar al perro cualquiera o més respectivos entre:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
Zooepidemicus en un perro;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
peiro contra una Chiamydophila;

En una modalidad, el método comprende adicionalmente
administrar cualquiera o méas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV,;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

perro contra CAV-2;
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(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Un sexto aspecto de la invencién provee el uso de cualquiera o
mas de:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
Zzooepidemicus en un perro;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

perro contra una Chiamydophila;

en la preparacién de un medicamento para la estimulacion de .

una respuesta inmune contra dicho cualquiera o mds respectivos entre S.
zooepidemicus, M. cynos y una Chlamydophila en un perro.

En una modalidad. el medicamento comprende adicionailments
cualquiera o mas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

perro contra CAV-2;
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(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Un séptimo aspecto de la invencién provee una composicidn que
comprende cualquiera uno o més de:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
zooepidemicus en un perro;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un pemo; y

(¢) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila,

para uso en medicina. Por lo tanto la composicién se empaca y
presenta para uso en medicina.

Se aprecia que la composicién puede contener cualquiera de dos
de estos agentes, por sjemplo (a) y (b), (a) y (c), o (b) y {c). La composicién
puede contener los tres de estos agentes (a), (b) y (c).

En una modalidad, la composic-ién es para uso en medicina
veterinaria. Por lo tanto la composicién se empaca y presenta para uso en
medicina veterinaria.

Tipicamente, la composicién es para uso en medicina veterinaria

canina. Por lo tanto la composicién se empaca y presenta para uso en
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medicina veterinaria canina, por ejemplo se empaca y se presenta para uso

en perros.

En una modalidad, la composicién comprende adicionalmente
cualquiera 0 mas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
petro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemo contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

.(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bonchiseptica.

En una modalidad de este aspecto, la composicion comprende:

(@) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro cantra S. zooepidemicus; y/o

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra M. cynos,

y, opcionalmente, cualquiera o méas de:

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

pero contra una Chlamydophila,;
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(d) un agente capaz de ger;erar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV,

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

En una modalidad preferida de este aspecto, la composicién
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en un perro.

En otra modalidad preferida de este aspecto, la composicion
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCYV en un permo;

y cualquiera o mas de:
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(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(N un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

{g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que también como los agentes (b) y (d), la
composicion puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (e), (f), (g)
y (h), o cualquiera de tres o cualquiera de cuatro de los cinco agentes (c), (e),
(0. (@) y (h).

En otra modalidad preferida de este aspecto, la composicién
comprende

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
zooepidemicus en un periro; y

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un pemno; y

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en un perro;

y cualquiera 0 mas de:
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(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila;

(e) un agente capaz de generar una respuesta iInmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que también oomo‘ los agentes (a), (b) ¥
(d), l]a composicién puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (e),
(N, (g) y (h), o cualquiera de tres, o cualquiera de cuatro, de los cinco agentes
(c), (e). (), (B) y (h).

Un octavo aspecto de la invencién provee un equipo de partes
para la composicién de vacuna del primer aspecto de la invenciébn, que
comprende cualquiera 0 m4s de:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
Zooepidemicus en un perro;

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un

pero contra una Chlamydophila,
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y opcionaimente un vehiculo, diuyente o adyuvante
farmacéuticamente aceptable. |

Se aprecia que el equipo de partes puede contener cualquiera de
dos de estos agentes, por ejemplo (a) y (b), (8) y {c) o (b) y (c). El equipo
puede contener los tres agentes (a), (b) y (c).

En una modalidad, el equipo comprende adicionaimente
cualquiera o mas de:

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

(f) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

En una modalidad de este aspecto, el equipo comprende:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra S. zooepidemicus; yl/o

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra M. cynos,

y, opcionalmente, cualquiera o mas de:
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(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila,

(d) un agente capaz de generar una respuesta Inmune en un
perro contra CRCV;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemro contra CHV,; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

En una modalidad preferida de este aspecto, el equipo
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
Cynos en un perro; y

(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCYV en un perro.

En otra modalidad preferida de este aspecto, el equipo
comprende:

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.

Cynos en un perro; y
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(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCYV en un perro;

y cualquiera 0 mas de:

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlamydophila;

(e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
permo contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
pemo contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que tamblén como los agentes (b) y (d), el
equipo puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (e), (f), (8) y (h),
o cualquiera de tres o cualquiera de cuatro de los cinco agentes (c), (e), (). (g)
y (h).

En otra modalidad preferida de este aspecto, el equipo
comprende:

(a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
zooepidemicus en un perro; y

(b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M,

Cynos en un perro; y
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(d) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
CRCV en un perro;

y cualquiera o mas de:

(c) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra una Chlemydophila;

{e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CPIV;

() un agente capaz de generar una respussta inmune en un
perro contra CAV-2;

(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra CHV; y

(h) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un
perro contra B. bronchiseptica.

Por lo tanto se aprecia que también como los agentes (a), (b) y
(d), el equipo puede contener cualquiera de dos de los agentes (c), (). {f). (g)
y (h), o cualquiera de tres, o cualquiera de cuatro, de los cinco agentes (c),
(e). (0. (@) y ().

En un noveno aspecto, la invenciébn provee un método para
elaborar un anticuerpo contra cualquiera o mas de S. zooepidemicus, M.
cynos o una Chlamydophila, que comprende generar una respuesta inmune a
dicho cualquiera o0 més respectivos de S. zooepidemicus, M. cynos o una

Chiamydophila, o un fragmento inmunogénico de los mismos, en un animal, y
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preparar un anticuerpo a partir del animal o a partir de una célula inmortal
derivada del mismo.

Los métodos y técnicas para la produccién de un anticuerpo
monoclonal se conocen bien por una persona experta en la técnica, por
ejemplo aquellos descritos en "Monocional Antibodies: A manual of
techniques”, H Zola (CRC Press, 1988) y en "Monoclonal Hybridoma
Antibodies: Techniques and Applications®, J G R Hurrell (CRC Press, 1982),
incorporado en la presente invencién como referencia.

Un décimo aspecto de la invenciéon provee un método para la
obtencion de un anticuerpo contra cualquiera 0 méas de S. zoocepidemicus, M.
cynos 0 una Chlamydophila, que comprende seleccionar un anticuerpo a partir
de un libreria para exhibicién del anticuerpo utilizando dicho cualiquiera 0 mas
respectivos de S. zooepidemicus, M. cynos o una Chlamydophila, o un
fragmento inmunogénico de los mismos.

En una modalidad del noveno y décimo aspectos, la
Chlamydophila es C. abortus o C. psittaci o C. felis. En otra modalidad la
Chlamydophila es C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. suis o C.
trachomatis.

Un décimoprimer aspecto de la invencién provee un anticuerpo
que se une especificamente a S. zooepidemicus, M. cynos o una
Chlamydophila. Este se puede elaborar mediante los métodos del noveno y

décimo aspectos de la invencién.

&
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En una modalidad, el anticuerpo que se une especificamente a
una Chiamydophila se une a C. abortus o C. psittaci o C. felis. En otra
modalidad el anticuerpo que se une especificamente a una Chlamydophila se
une a C. muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. suis o C. trachomatis.

En el contexto de estos aspectos y de aspectos subsecuentes de
la invencién, por "anticuerpo” nosotros incluimos no solamente moléculas
totales de inmunoglobulina sino también fragmento de las mismas tales como
Fab, F(ab"),;, Fv y otros fragmentos de los mismos que retienen el sitio de
unién al antigeno. De manera similar en estos contextos, el témino
"anticuerpo” incluye derivados de anticuerpos genéticamente modificados tal
como moléculas Fv de cadena sencilla (scFv) y dominios de los anticuerpos
(dAbs). El término también incluye moléculas semejantes a anticuerpo las
cuales se pueden producir utilizando técnicas para exhibicién del fago u otras
técnicas de seleccidn al azar para moléculas las cuales se unen al organismo
particular o a las regiones del organismo particular. Por lo tanto, en estos
contextos, el término anticuerpo inciuye todas las moléculas las cuales
contienen una estructura, preferiblemente una estructura peptldica, la cual es
parte del sitio de reconocimiento (por ejemplo la parte del anticuerpo que se
une 0 que combina con el epitope o el antigeno) de un anticuerpo natural.

Los dominios variables pesados (Vy) y los dominios .varlables
ligeros (VL) del anticuerpo estan implicados en el reconocimiento del antigeno,
un hecho primero reconocido por los experimentos tempranos de digestién

con proteasa. La confirmacién adicional se encontrd por la "humanizaciéon® de



10

15

20

55

los anticuerpos de roedor. Los dominios variables de origen de roedor se
pueden fusionar a los dominios constantes de origen de humano de tal
manera que el anticuerpo resultante retiene la especificidad antigénica del
anticuerpo parental de roedor (Morrison et al (1984) Proc. Natl. Acad. Sci.
EUA 81, 6851-6855).

Se conoce esa especificidad antigénica que se confiere por
dominios variables y que es independiente de los dominios constantes a partir
de experimentos que implican la expresién bacteriana de fragmentos del
anticuerpo, todos los cuales contienen uno o mas dominios variables. Estas
moléculas incluyen moléculas semejantes a Fab (Better et al (1988) Science
240, 1041); moléculas Fv (Skerra et al (1988) Science 240, 1038); moléculas
Fv de cadena sencilla (ScFv) en donde los dominios del participe VH y VL
estan asociados via un oligopéptido flexible (Bird et al (1988) Science 242,
423; Huston et al (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 85, 5879) y anticuerpos de
dominio sencillo (dAbs) que comprenden dominios V aislados (Ward et al
(1989) Nature 341, 544). Una revision general de las técnicas implicadas en la
sintesis de fragmentos del anticuerpo los cuales retienen sus sitios de unién
especificos se encuentra en Winter & Milstein (1991) Nature 349, 293-289.

Por "moléculas ScFv" nosotros nos referimos a las moléculas en
donde los dominios del participe VH y VL estén asociadas via un oligopéptido
flexible. Los anticuerpos disefiados, tales como los anticuerpos ScFv, se
pueden elaborar utilizando las técnicas y métodos descritos en J. Huston et al,

(1988) "Protein engineering of antibody binding sites: recovery of specific
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activity in an anti-digoxin single chain Fv analogue produced in E. coli”, Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA, 85, pp. 5879- 5883, y en A. Pluckthun, (Junio 1891)
"Antibody engineering; Advances from use of E. coli expression systems",
Bio/technology vol 9, incorporado en ia presente invencién como referencia.

Las ventajas de la utilizacién de fragmentos del anticuerpo, méas
que los anticuerpos completos, son de varias veces de activacion. El tamafio
mas pequefic de los fragmentos puede llevar a propiedades farmacolégicas
mejoradas, tal como mejor penetracién al sitio blanco. Se remueven las
funciones del efector de los anticuerpos totales, tal como la unién al
complemento. Se pueden expresar todos los fragmentos de anticuerpo Fab,
Fv, ScFv y dAb y secretar a partir de E. coli, por lo tanto permitiendo la facil
produccion de grandes cantidades de los fragmentos.

Los anticuerpos totales, y los fragmentos F(ab') son
"bivalentes". Por "bivalente™ nosotros nos referimos a los anticuerpos y a los
fragmentos F(ab'), que tienen dos sitios de combinacién del antigeno. En
contraste, los fragmentos Fab, Fv, ScFv y dAb son monovalentes, que
solaments tienen un sitio de combinacion del antigeno.

Aunque el anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, se
prefiere si es un anticuerpo monocional. En cierios casos, particularmente sl el
anticuerpo se va a administrar repetidamente a un perro, se prefiere si el
anticuerpo monoclonal es un anticuerpo monoclonal de perro o un anticuerpo

"caninizado”.
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Se pueden producir los anticuerpos policionales los cuales son
poliespecificos © monoespecificos. Se prefiere que estos sean
monoespecificos. Los anticuerpos quiméricos se discuten por Neuberger et al
(1998, 8th Intemational Biotechnology Symposium Part 2, 792-799).

Se prefiere si el anticuerpo es un anticuerpo “"caninizado”. Los
anticuerpos preparados de manera adecuada que no son de permo pueden ser
"caninizados" en formas conocidas, por ejempio mediante la insercion de las
regiones CDR de anticuerpos de ratén dentro de la estructura en marco de los
anticuerpos de permo. Los anticuerpos caninizados se pueden elaborar
utilizando técnicas y métodos que corresponden a aquellos descritos para la
humanizacién de anticuerpos en M. Verhoeyen, C. Milstein y G. Winter (1988)
"Reshaping human antibodies: Grafting an antilysozyme activity”, Science,
239, 1534-1536, y en C. Kettleborough et al., (1991) "Humanisation of a
mouse monocional antibody by CDR grafting; The importance of framework
residues in loop conformation®, Protein Engineering, 14 (7), 773-783,
incorporado en la presente invencién como referencia.

Se aprecia que un perro puede adquirir pasivamente inmunidad
contra CIRD al ser administrado un anticuerpo que reacciona con un agente
que participa en la enfermedad.

Por lo tanto, un decimosegundo aspecto de la invencién provee
un método para inmunizar pasivamente a un perro contra CIRD que

comprende administrar al perro uno o mas anticuerpos que se unen
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especlficamente a uno o mas respectivos de S. zooepidemicus, M. cynos, y
una Chiamydophila.

Los anticuerpos que se unen especificamente a los S.
Zooepidemicus, M. cynos, y la Chiamydophila se pueden elaborar u obtener
utilizando técnicas estandares tales como aquellas anteriormente descritas.

Se aprecia que la CIRD en un perro se puede tratar mediante la
administracién de un anticuerpo que reacciona con un agente que participa en
la enfermedad.

En un decimotercera aspecto, la invencién provee un método
para tratamiento de la CIRD en un perro que comprende administrar al perro
uno 0 mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o0 mas respectivos
de S. zooepidemicus, M. cynos, y una Chlamydophila.

En una modalidad del decimosegundo o decimotercera aspectos,
el anticuerpo que se une especificamente a la Chiamydophila se une a C.
aborts, o C. psittaci o C. felis. En otra modalidad el anticuerpo que se une
especificamente a la Chlamydophila se une a C. muridarum, C. pecorum, C.
pneumoniae, C. suis o C. trachomatis.

En una modalidad del decimosegundo o decimotercera aspectos,
el método comprende adicionalmente administrar anticuerpos que se unen
especificamente a cualquiera o mas de CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, y B.

bronchiseptica.



10

15

20

59

Los anticuerpos que se unen especificamente a CRCV, CPIV,
CAV-2, CHV, y B. bronchiseptica se pueden elaborar utilizando técnicas
estandares tales como aquellas anteriormente descritas.

Un decimocuarto aspecto de la invencién provee el uso de uno o
mas anticuerpos que se unen especificamente a uno o méas respectivos de S.
zooepidemicus, M. cynos, y una Chlamyﬂoghlla. en la preparaciébn de un
medicamento para inmunizar pasivamente a un perro contra la CIRD.

Un decimoquinto aspecto de la invencion provee el uso de uno o
mds anticuerpos que se unen aspecificamente a uno o méas respectivos de S.
Zooepidemicus, M. cynos, y una Chlamydophila, en |la preparaclén de un
medicamento para el tratamiento de la CIRD en un perro.

En una modalidad del decimocu-arto o decimoquinto aspectos, el
anticuerpo que se une especificamente a la Chlamydophila se une a C.
aboris, o C. psittaci o C. felis. En otra modalidad el anticuerpo que se une
especificamente a la Chlamydophila se une a C. muridarum, C. pecorum, C.
pneumoniae, C. suis o C. trachomatis.

En una modalidad del decimocuarto o decimoquinto aspectos, el
medicamento comprende adicionalmente anticuerpos que se unen
especificamente a cualquiera 0 mas de CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, y B,
bronchiseptica.

Un decimosexto aspecto de la invencién provee una composicion
que comprende cualquiera dos 0 més de un anticuerpo que se une

especificamente a S. 2zooepidemicus, un anticuerpo que 88 une

e
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especificamente a M. cynos, y un anticuerpo que se une especificamente a
una Chiamydophila.

En una modalidad, el anticuerpo que se une especificamente a la
Chlamydophiia se une a C. aborts, o C. psittaci o C. felis. En otra modalidad el
anticuerpo que se une especificamente a la Chiamydophila se une a C.
muridarum, C. pecorum, C. pneumoniae, C. suis o C. trachomatis.

En una modalidad, la composicién comprende adicionalmente
anticuerpos que se unen especificamente a cualquiera o més de CRCV, CPIV,
CAV-2, CHV, y B. bronchiseptica.

También se apreciard que la invencidn incluye métodos y
ensayos diagnosticos. Por lo tanto, la invenciébn provee un método para
determinar si un perro ha sido expuesto a una especie Chlamydophila
asociada con la CIRD, el método comprendiendo:

(a) obtener una muestra adecuada a partir del perro; y

(b) identificar una especie Chlamydophila asociada con la CIRD,
0 un anticuerpo a la misma, en la muestra.

Tipicamente, la especie Chlamydophila es una la cual tiene un
ARN 23S que comprende la secuencia (cuando se muestra como ARN) de
cualquiera de SEQ ID Nos: 1 a 8 (véase las figuras 5 y 8 las cuales muestran
las secuencias parciales de ARN 238, y el ejemplo 3).

La invencién también provee un método para determinar si un
perro tiene 0 es susceptible a la CIRD, el método comprendiendo:

(a) obtener una muestra adecuada a partir del perro; y
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(b) identificar cualquiera 0 mas de S. zooepidemicus o M. cynos
o Chlamydophila, o un anticuerpo a cualquiera de éstos, en la muestra.

Se apreciard que los métodos pueden detectar, en una
modalidad, exposicion presente al organismo por ejemplo mediante la
deteccién del organismo mismo o un componente del mismo (tal como una
proteina o 4cido nucleico) dentro de la muestra. Los métodos también pueden
detectar la exposicion pasada al organismo mediante la deteccién de los
anticuerpos en la muesira los cuales se dirigen al organismo o a los
componentes del mismo.

Tipicamente, la muesira es cualquier muestra adecuada,
incluyendo anticuerpo que contiene muestras tales como suero, saliva, lavado
traqueal y lavado bronquiolar.

Por lo tanto la presencia del organismo en el perro a partir del
cual se deriva la muestra se puede determinar mediante el anéllsis de la
muestra para la presencia del organismo o components del mismo. Por
ejemplo, para componentes de 4cido nucleico, incluyendo ARN 23 S, el 4cido
nucleico se extrae y se puede copiar dentro del ADN si es necesario, y
detectar, por ejemplo, utilizando técnicas implicadas en la hibridacién de ailta
severidad, amplificacién especifica, secuenciacion de nucledtidos y otros
métodos bien conocidos por la persona experta en la técnica (Sémbrook et al
(2001) anteriormente mencionado). Por "hibridacién a una alta severidad” se
entiende que el polinuciedtido y el 4cido nucleico al cual se hibrida tiene una

similitud de secuencia nucleotidica adecuada que se puede hibridar de
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manera similar bajo condiciones de alta severidad. Como se conoce bien en la
técnica, la severidad de la hibridacidn de acidos nucleicos depende de
factores tales como la longitud de acido nucleico sobre la cual se presenta la
hibridacién, grado de identidad de las secuencias hibridantes y de factores
tales como temperatura, fuerza ibnica y contenido de CG o AT de la
secuencia.

Los écidos nucleicos los cuales pueden hibridar a una alta
severidad con las moléculas de acido nucleico del organismo incluyen acidos
nucleicos (os cuales tienen > 90% de identidad de secuencia, preferiblemente
aquellos con > 95% o > 96% o > 97% o > 98, mas preferiblemente aquellos
con > 99% de identidad de secuencia, sobre al menos una porcién del acido
nucleico del organismo.

Las condiciones tipicas para hibridacién de alta severidad las
cuales llevan a la hibridacién selectiva se conocen en la técnica, por ejemplo
aquellas descritas en Sambrook et al 2001 (anteriormente mencionado),
incorporado en la presente invencién como referencia.

Un ejemplo de una solucién tipica para hibrizacién cuando un
acido nucleico se inmoviliza sobre una membrana de nylon y la sonda de
écido nucleico es de 2 500 bases es:

SSC 6 x (citrato de sodio salino)

dodecil sulfato de sodio al 0.5% (SDS)

100 pg/ml de ADN de esperma de salmon fragmentado,

desnaturalizado
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La hibridacién se lleva a cabo a 68°C. La membrana de nylon,
con el cido nucleico inmovilizado, se puede lavar a 88°C en SSC 0.1 x.

SSC 20 x se puede preparar de la siguionte manera. Disolver
175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 ml de HzO. Ajustar el pH a
7.0 con unas pocas gotas de una solucién 10 N de NaOH. Ajustar el volumen
a 1 litro con H20. Dispensar en alicuotas. Esterilizar por autocableado.

Un ejemplo de una solucién tipica para hibrizacion cuando un
acido nucleico se inmoviliza en una membrana de nylon y la sonda es un
oligonucleétido de entre 15 y 50 bases es:

cloruro de trimetilamonio 3.0 M (TMACI)

fosfato de sodio 0.01 M (pH 6.8)

EDTA 1 mm (pH 7.6)

SDS al 0.5%

100 pg/ml de ADN de esperma de salmén fragmentado,
desnaturalizado

leche descremada deshidratada al 0.1%

La temperatura 6ptima para la hibridacién usualments se elige
para que sea de 5°C por debajo de la Ti para la longitud de la cadena dada. Ti
es la temperatura de fusion irmeversible del hibrido formado entre la sonda y su
secuencia blanco. Jacobs et al (1988) Nucl. Acids Res. 16, 4637 discuten la
determinacion de las Tis. La temperatura de hibridacién recomendara para las

moléculas de 17 elementos en TMAC| 3M es de 48-50°C; para las moléculas
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de 19 elementos, es de 55-57°C; y para las moléculas de 20 elementos, es de
58-66°C.

El ensayo de un componente de una proteina del organismo en
una muestra a partir del permo se puede realizar utilizando cualquier método
conocido en la técnica. Tipicamente, dichos métodos son unién al anticuerpo,
y el anticuerpo se une al organismo o a un componente del mismo.

Por ejemplo, la expresion de la proteina a partir del organismo se
puede estudiar con métodos inmunohistolégicos clasicos. En estos, el
reconocimiento especifico se provee por el anticuerpo primario (policional o
monocional) pero el sistema de deteccibn secundario puede utilizar
anticuerpos fluorescentes, enzimas, u otros anticuerpos secundarios
conjugados. Como un resultado, se abtiene una tincién inmunohistolégica de
una saccién de tejido para examen patolégico. Los tejidos también se pueden
extraer, por ejemplo, con urea y detergente neutro, para la liberacién de
proteina para el ensayo de Westem-blot o de dot/slot (Jalkanen, M., et al, J
Cell. Biol. 101: 976-985 (1985); Jalkanen, M., et al, J. Cell. Biol. 105: 3087-
3096 (1987)). En esta técnica, la cual se basa en el uso de fases sélidas
catidnicas, la cuantificacion de la protelna se puede lograr utilizando proteina
aislada como un estandar. Esta técnica también se puede aplicar para
muestras de fluido corporal.

Otros métodos basados en anticuerpo Utiles para detectar la
expresion de protelna incluyen inmunoensayos, tales como el ensayo

inmunosorbente asociado a enzima (ELISA) y el radicinmunoensayo (RIA).

O\
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Por ejemplo, un anticuerpo monocional reactivo se puede utilizar tanto como
un inmunoadsorbente y como una sonda marcada con enzima para detectar y
cuantificar la protelna. La cantidad de proteina presente en la muestra se
puede calcular con referencia a la cantidad presente en una preparacién
estdndar utilizando un algoritmo por computadora de regresién linear. Tal
como ELISA para detectar un antigeno tumoral se describe en lacobelli et al,
Breast Cancer Research and Treatment 11: 18-30 (1988). En un ensayo de
ELISA, dos anticuerpos monocionales especlificos distintos se pueden utilizar
para detectar proteina en un fluido corporal. En este ensayo, uno de los
anticuerpos se utiliza como el inmunoadsorbente y el otro como la sonda
marcada con enzima.

Las técnicas anteriormente mencionadas se pueden conducir
esencialmente como un ensayo de "un paso” o de "dos pasos”. El ensayo de
"un paso” implica poner en contacto la poteina con anticuerpo inmovilizado v,
sin lavado, poner en contacto la mezcla con el anticuerpo marcado. El ensayo
de "dos pasos” implica el lavado antes de poner en contacto la mezcla con el
anticuerpo marcado. Otros métodos convencionales también se pueden
emplear como sea adecuado. Usualmente es deseable inmovilizar un
componente del sistema de ensayo en un soporte, por lo tanto permitiendo
que otros componentes del sistema se pongan en contacto con el componente
y fAciimente se remueve a partir de la muestra.

Las marcas enziméticas adecuadas incluyen, por ejemplo,

aquellas a partir del grupo oxidasa, las cuales catalizan la produccién de

\&V
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perdxido de hidrégeno mediante la reaccidon con el sustrato. La glucosa
oxidasa se prefiere particularmente puesto que tiene una buena estabilidad y
su sustrato (glucosa) es facilmente disponible. La actividad de una marca de
oxidasa se puede ensayar mediante la mediciébn de la concentracién del
perdxido de hidrdgeno formado por la reaccién de anticuerpo marcado con
enzima/sustrato. Ademas de las enzimas, otras marcas adecuadas incluyen
radioisétopos, tales como yodo (%, '2'1), carbono (C), azufre (*°S), tritio
(*H), indio (*'In), y tecnecio (*mTc), y marcas fluorescentes, tales como
fluoresceina y rodamina, y biotina.

Los anticuerpos al organismo o componentes de los mismos se
pueden detectar utilizando, por ejemplo, la técnica bien conocida de ensayo
inmunosorbents, tal como un ensayo inmunosorbente asociado a enzima
(ELISA).

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién provee un
ensayo inmunoabsorbente para detectar anticuerpos asociados con CIRD, el
ensayo comprendiendo: una fase sdlida revestida con cualquiera 0 méas de (a)
un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S. zooaepidemicus
en un pero; (b) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra M.
cynos en un perro; y (c) un agente capaz de generar una respuesta inmune
contra una Chlamydophila en un perro; y una marca conjugada detectable la
cual se unira a los anticuerpos unidos a la fase sblida.

Preferiblemente, la fase sblida es un pozo para microtitulacion.

Adicionaimente de manera preferible, el conjugado comprende anticuerpo

b
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anti-anticuerpo de perro. Preferiblemente, el conjugado comprende una
enzima, por ejemplo peroxidasa de rédbano. Adicionaimente de manera
preferible, el ensayo inmunosorbents tamblén comprende un sustrato a partir
de la enzima. La invencién incluye un equipo de partes el cual incluye los
componentes del ensayo inmunosorbente. Por lo tanto el equipo de partes
puede incluir una fase sélida tal como una placa para microtitulacion, protelna
a partir del organismo u organismos para revestir la fase sdlida, una marca
detectable conjugada, tal como un anticuerpo anti-perro, el cual se unird a
anticuerpos anti-organismo (o componente del mismo) unidos a la fase sélida.
Si la marca detectable conjugada es una enzima, el equipo de partes también
puede incluir un sustrato para la enzima. El equipo también puede incluir una
muestra control positivo que contiene un anticuerpo que se sabe que
reacciona con el antigeno en el sustrato sélido, y una muestra control
negativo.

La invencién también incluye un sustrato de fase sélida revestido
con cualquiera de uno o dos o los tres de (a), (b) y (c) como se definid
anteriormente y en el primer aspecto de la invencién. Tipicamente, el agente
que es capaz de generar una respuesta inmune es uno el cual también se
unird a un anticuerpo. Tipicamente, el agente es una protelna antigénica.
TIpicamente, la proteina esta revestida en placas para microtitulacion durante
toda la noche a 4°C a 37°C, dependiendo de la estabilidad del antigeno. La
protelna no unida se elimina con un regulador de pH para lavado tal como

solucion salina con pH regulado con fosfato o solucién salina con pH regulado

X
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con Tris. El suero u otras muestras se incuban en la placa, tipicamente a 37°C
por entre 1 y varias horas. El material no unido se lava, las placas se incuban
con anticuerpo marcado con enzima (por ejemplo peroxidasa de rabano), tal
como anti-IgG canina o IgM para muestras de suero, o anti-IgA canina para
lavados pulmonares, por 1 a varias horas a 37°C. El anticuerpo no unido se
lava y las placas se incuban con sustrato tal como OPD por aproximadamente
10 minutos, y la densidad éptica se mide en un fotdmetro.

Preferiblemente, el sustrato sélido es un pozo para
microtitulacion.

Todos los documentos referidos en la presente invencién se
incorporan aqui, en su totalidad, como referencia. El listado o discusién de un
documento previamente publicado en esta especificacién no necesariamente
debe ser tomado como un reconocimiento de que el documento es parte del
estado de la técnica o es conocimiento general coman.

La invencién a continuacién se describird con mayor detalle con
la ayuda de las siguientes figuras y ejemplos.

Figura 1: Aislamiento de S. canis y S. zooepidemicus a partir de
209 perros mantenidos en la perrera con evaluacién respiratoria clinica (n =
nimero total de perros en cada grupo). Las barras de error representan los
intervalos de confianza (95%).

Figura 2: Porcentaje de permmos con CIRD, S. canis o S.

Zooepidemicus con tiempo en la perrera (n = nimero total de perros en cada
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grupo partir de un total de 209 perros). Las barras de error representan los
intervalos de confianza (95%).

Figura 3: Porcentaje de perros con infeccidn traqueal y pulmonar
por M. cynos en intervalos en incremento de severidad de la CIRD.

Figura 4: Porcentaje de perros con infeccién traqueal y pulmonar
por M. cynos después de incrementar las longitudes de tiempo en las
perreras.

Figura 5: 218 secuencias nucleotidicas parciales (SEQ ID NO: 1)
del gen de ARNr 23S a partir de una Chlamydophila aislada a partir de un
perro con CIRD (DHB 10).

Figura 6: Porcentaje de pemos con infeccidn traqueal y pulmonar
por Chiamydophila a niveles en incremento de severidad de la CIRD.

Figura 7: Secuencias parciales de ARNr 23S (DHB) alineadas
con el ARNr 23S de todas las especies conocidas de Chlamydia y
Chlamydophila (Cabor- C. abortus, Cpsit- C. psittaci, Cfel- C. felis, Ccavi- C.
caviae, Cpne- C. pneumoniae, Cpec- C. pecorum, Csuis- C. suis, Ctrac- C.
trachomatis, Wad- Waddlia, Sim- Simkania).

Figura 8: 218 secuencias nucleotidicas parciales (SEQ ID NOs:
2-8) del gen de ARNr 23S a partir de varios aislados adicionales de una
especie de Chiamydophila aislada a partir de un perro con CIRD (DHB 2, 4, 5,
6,7,8y9).

Figura 9: Porcentaje de perros con infeccién traqueal y pulmonar

por herpesvirus canino a niveles en incremento de CIRD.
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EJEMPLO 1

La asoclaclén de Slr_agtocoqcus equl sub especles zooepidemicus con
enfermedad respiratoria Infecciosa canlna

Resumen

La enfermedad respiratoria infecciosa canina (CIRD) es una
infeccion multi-factorial que afecta a muchos perros mantenidos en la perrera
a pesar del amplio uso de vacunacion. Las vacunas actuales tienen el objetivo
de proteger contra los agentes virales y un agente bacteriano mﬁiwlar.
Bordetolla bronchiseptica. Nosotros examinamos el papel de las especies
estreptococcales en CIRD. El aislamiento e identificaciéon de streptococci en el
tracto respiratorio inferior de perros clinicamente sanos y aquellos con CIRD
se utilizaron para correlacionar la presencia de especies estreptococcales
especificas con la enfermedad respiratoria. Nosotros mostramos que la
presencia de S. equi sub especies zooepidemicus (S. zooepidemicus) esta
asociada con la severidad incrementada de la enfermedad en una poblacion

de perros mantenidos en la perrera con CIRD endémica.

Introduccién

La CIRD es una infeccién que afecta a los perros de todas las
edades y cominmente se presenta cuando se alojan grandes nimeros de
permos en un confinamiento cerrado. La enfermedad tiene una elevada

morbidez con la tos seca caracteristica de la laringitis en las etapas
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tempranas, descargas nasales y/u oculares, y anorexia y depresién variable,
la cual puede progresar hacia traqueobronquitis, neumonia e incluso la muerte
en los casos mas severos. Historicamente la enfermedad se ha observado
como una infecciébn compleja en la cual la prueba combinada o secuencial con
ambos agentes virales (CPIV y CAV-2) y bacterianos produce una mejoria
sinergistica de las evaluaciones clinicas (Appel y Binn, 1987). El agente
bacteriano mé&s comcin detectado durante la enfermedad es B. bronchiseptica
(McCandlish et al, 1978), pero otras especies bacterianas tales como
Pasteurella sp, Mycoplasma sp. y uths B-hemoliticos {phS) se han
asociado con la enfermedad (McCandlish et al, 1878; Rosendal, 1978;
Thrusfield et al, 1991).

Muchos estudios que implican el aislamiento bacteriano a partir
del tracto respiratorio superior (cavidad oral y nasal) y tracto respiratorio
inferior (traqueal y pulmones) de ambos perros enfermos y pemos sanos
mencionan la presencia de phS (Smith, 1967; McCandlish et al, 1978,
McKiemnan et al, 1982; Azetaka y Konishi, 1988). Sin embargo, a pesar de la
variedad de especies de phS encontradas en el tracto respiratorio superior de
perros, solamente unas pocas investigaciones se han enfocado en las
especies de phS implicadas en la enfermedad de vias aéreas inferiores
(Gamett et al, 1982; Angus et al, 1997). Aunque las especies de BhS en el
tracto respiratorio canino se evidencian por Biberstein et al, (1980) este
estudio no pudo distinguir entre la conduccién en el tracto respiratorio superior

y el tracto respiratorio inferior. Ademas, incluso aunque el aislamiento se
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realizd a partir de pacientes en hospitales veterinarios la razén para referencia
y por lo tanto cualquier asociacion a las condiciones clinicas especificas se
omitié. La phS mas comln en perros, S. canis, un Streptococcus Lancefield
Group G, es un comensal nhormal de la mucosa genital y respiratoria asl como
de la piel (Timoney, 1987; Quinn et al, 1999). El Streptococcus canis (S. canis)
previamente se ha aislado a partir de las amigdalas de 60 a 73% de perros
sanos (Smith, 1967; Sadatsune y Moreno, 1975; Biberstein y Hirsh, 1989). S.
canis ocasiona una variedad de infecciones esporadicas y oportunistas en
perros, incluyendo neumonla, septicemia, abscesos, otitis, mastitis, piometra,
proctitis, sindrome de choque toxico y fasciitis necrosante (Biberstein y Hirsh,
1999; Quinn et al, 1999).

Ademas de S. canis BhS de otros Lancefield Groups, tales como
A, C y E, también se han aislado a partir de perros (Biberstein et al, 1880). S.
zooepidemicus, Lancefield Group C, se encontr6 como un comensal de la
mucosa del tracto respiratorio superior de mamiferos (Timoney et al, 1988;
Quinn et al, 1999). Se asocia con diversos sindromes de enfermedad
incluyendo enfermedad de vias aéreas inferiores, neumonia fetal y cervicitis
en caballos (Chanter, 1997; Biberstein y Hirsh, 1999), neumonia en llamas
(Biberstein y Hirsh, 1999), septicemia y artritis en cerdos (Timoney, 1987),
mastitis en vacas y cabras (Timoney et al, 1988), septicemia en aves de
corral, pericarditis y neumonia en corderos (Timoney, 1987), linfadenitis en
conejillos de indias (Quinn et al, 1999) y glomerulonefritis en humanos (Balter

et al, 2000). En perros S. zooepidemicus ha sido asociado con infecciones de
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heridas, septicemia (Quinn et al, 1999) y neumonia hemorragica necrosante
aguda (Gamett et al, 1982). En este estudio nosotros buscamos establecer
cuiles espacies de phS estan presentes en el tracto respiratorio tanto de

perros sanos como de aquellos con CIRD.

Materigles vy métodos

Poblaciones de estudio y muestreo.

La poblacion del estudio principal (n=208, lavados bronquilares
alveolares, BAL) comprendié animales a partir de una pefrera para re-
alojamiento bien establecida (~800 perros) con una historia de CIRD
endémica. A la entrada de la perrera todos los perros fueron vacunados con
KAVAK DA; PiP89 (Fort Dodge) una vacuna viva atenuada para virus del
desarregio, CAV-2, CPIV y parvovirus canino y KAVAK L contra Leptospirosis.
La presencia de ambos coronavirus de canino (CRCV) y B. bronchiseptica se
han demosirado en perros con CIRD en este centro (Chalker et al, 2003; Erles
et al, 2003). Cada semana esta perrera debe sacrificar algunos pefros por
razones de seguridad y a partir de estos perros se seleccionaron 2-3 perros
para toma de muestras. Las muestras BAL se tomaron mediante el sigulente
método a partir de un total de 209 perros individuales durante un periodo de 2
afios de 1999 a 2001. Durante las primeras 2 horas después de la eutanasia
las trAqueas fueron prensadas justo por arriba de la bifurcacion para prevenir

cualquier contaminacién traqueal del pulmén durante la toma de muestras.
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Utilizando un tubo de catéter estéril luego se colocaron 50 ml de solucién
salina balanceada de Hanks dentro del I6bulo pulmonar apical izquierdo.
Luego este I6bulo pulmonar se masajed manualmente por 30 segundos y se
retird la BAL. A los perros sacrificados también se les clasificd de conformidad
con la severidad de la evaluacion respiratoria clinica dentro de las siguientes
categorfas: (1) sin signos respiratorios, n=71 (2) tos leve, -n=37 (3) tos y
descarga nasal, n=76 (4) tos y descarga nasal con depresion y/o falta de
apetito =9 (5) bronconeumonia supurativa, n=186.

Después de tomar la muestra de BAL se tomé una seccién de
tejido pulmonar a partir del I6bulo distal derecho para analisis histolégico. Los
bloques de tejido fijados en formalina (solucidon salinea con formalina al 10%)
seé embebieron en parafina, y las secciones estandares tefiidas con
hematoxilina y eosina se observaron bajo un microscopio de luz (X40, X100,
X400). La presencia o ausencia de neutrdfilos intra-alveolares fue evidente.

El nimero total de dias que cada perro pasé en la perera se
registrd y el tiempo en la permera se calculd en semanas. La edad y condicién
clinica a la entrada a la perrera de cada animal de registro y se realizd una
evaluacidon compuesta de la condicién dinica basada en el estado nutricional,
pelaje, comportamiento, apetito y un examen clinico general (temperatura,
velocidad de pulso, velocidad de respiracién) como sigue: buena (1), mala (2),
muy mala (3).

Se incluyé una poblacién adicional de perros como un grupo

control que comprendia de pemmos mascotas alojados con sintomas
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respiratorios clinicos con referencia a la bacteriologia diagnéstica en el RVC
durante un periodo de 2 afios (1998 a 2000) (n=71, BAL). Las muestras a

partir del grupo control se recolectaron utilizando una técnica guiada

endoscdpicamente como se describe por Cocoran (1998). Todas las muestras |

en el estudio se mantuvieron a 4°C hasta que se llevaron a cabo las pruebas
bacteriologicas, y la evaluacion durante las 24 horas de la toma de la muestra
exceptuando el calculo de CFU per ml que se llevd a cabo sobre BAL

congelados.

Aislamiento bacteriano @ identificacién.

Un volumen de 50 ul de BAL se sembrd por duplicado sobre
placas de Agar Columbia Blood {Oxoid Ltd., Hampshire, Reino Unido) con 5%
de sangre estérii de oveja, y se incubaron tanto aerSbicamente como
anaerébicamente por 24 horas a 37°C. Las colonias P-hemoilticas se
identificaron y luego se purificaron hacia colonias particulares. Las bacterias
Gram-positivas catalasa-negativas se identificaron como streptococci
mediante morfologia colonial y celular, y luego se seroagruparon mediante
Aglutinaciéon con perlas de latex en portaobjetos (Oxoid Ltd., Hampshire,
Reino Unido) hacia grupos Lancefield. Luego los aislados se identificaron al
nivel de especie mediante utilizacién bioquimica y accién enzimatica utilizando
el equipo del identificacibn manual API20STREP (bioMerieux UK Ltd.,
Basingstoke, Reino Unido).

44
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Con el objeto de identificar infecciones mezcladas 3 colonias a
partir de los primeros 12 perros en el estudio se evaluaron tanto para
Aglutinacion con perlas de latex en portaobjetos como para API20STREP. Las
diluciones seriales de BAL en solucién salina con pH regulado con fosfato
(Sigma-Aldrich Co. Lid., Dorset, Reino Unido) se sembraron por triplicado, se
incubaron como se describié anteriormente y se calcularon las CFU por ml de
BAL. El crecimiento de hS se evalué como sigue: ninguno (0), < 100 CFU por
mi (1), 100 a 1000 CFU por mi (2), y > 1000 CFU por ml (3).

Andlisis estadistico

Un nivel de importancia o probabilidad de un error tipo | (a) de
0.05 se supuso para todos los analisis. La presencia de S. zooepidemicus con
la edad, condicidn clinica a la entrada a la perrera, semanas en la perrera, la
presencia de neutrdfilos Intra-alveolares y evaluaciones respiratorias clinicas
se analizaron utilizando la prueba para anélisis estadlstico de X2 con software
Prism (versién 3.0, GraphPad Software Inc, San Diego, EUA). La correlacién
de crecimiento bacteriano y evaluacién respiratoria se determiné mediante el
uso de las evaluaciones medias combinadas para el crecimiento de S.
Zooepidemicus para cada evaluacién respiratoria, se analizd con evaluacion
de Prism ANOVA de un sentido (no-paramétrica). La presencia de S. canis, S.
Zooepidemicus y la enfermedad respiratoria en los permos muestreados de la

perrera con tiempo en semanas también se calculd.
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Resultados

Los estreptococos p-hemoliticos se aislaron a partir de ambas
poblaciones de estudio, y se aislaron a partir de BAL de mascotas alojadas
que fue marcadamente diferente de las muestras de perros en la perrera
(1.4% alojados, 23.9% en la pemera, andlisis X2 ***p=0.000). Todos los
aislados hS se encontraron que son positivos a S. canis o a S. zooepidemicus.
No se encontraron infecciones mezcladas con diferentes grupos Lancsfield o
especies, ademéas todas las placas individuales produjeron colonias de
morfologia uniforme. Tanto S. canis como S. zooepidemicus se aislaron a
partir de los perros muestreados de la perrera, mientras que solamente un
aislado particular de S. zooepidemicus y no de S. canis se aislé a partir de las
mascotas alojadas. Se encontrd que S. zoo.epidemicus s la especle hé
bredominante en los permos muestreados de la perrera (92.0%). Se examiné la
conduccién de ambos S. canis y S. zooepidemicus en los perros muestreados
de la perrera dentro de cada grado de evaluacion respiratoria clinica (figura 1).
S. canis estuvo presente tanto en perros con y sin evaluaciones clinicas, y el
aislamiento no incrementd con la severidad de la enfermedad. En contraste,
fue menos probable que los perros sanos tuvieran S. zooepidemicus en el
tracto respiratorio inferior que los animales enfermos andlisis X2, **p=0.004) y
el aislamiento de S. zooepidemicus se incrementé draméticamente con la
evaluacién respiratoria clinica incrementada, a partir de 9.7% en perros sin
sintomas a 87.5% en aquellos perros con bronconeumonia supurativa

(anélisis X2, ***p=0.000). Los perros con mayores evaluaciones respiratorias
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también fueron mas probables de tener una mayor media de evaluacién de
crecimiento bacteriano de S. zooepidemicus que los perros clinicamente
sanos (andlisis de ANOVA de un sentido ***p=0.000. R cuadrada = 0.194,
F=22.265). La edad y condicion clinica del animal a la entrada a la perrera no
tuvo efecto sobre el aislamiento de S. zooepidemicus (anélisis X2, edad
p=0.341, condicién clinica a la entrada p=0.295).

El porcentaje de permos con CIRD en la perrera se incrementé
draméaticamente de 21.1% en la semana 1 a 70.1% en la semana 2, y la CIRD
no disminuy$ en la poblacién hasta después de la cuarta semana (figura 2).
Aunque no se detectaron diferencias significativas, el nimero de perros con S.
zooepidemicus en el pulmén se incrementd por 20.6% con el tiempo en la
perrera a partir de 16.7% en la semana 1 a 34.4% en la semana 3 (figura 2),
mientras que no se observa dicha tendencia con S. canis.

El analisis histologico revel6 que los perros con S
zooepidemicus méas probablemente tenlan neutréfilos intra-alveolares que
aquellos sin S. zooepidemicus (anélisis X2, **p= 0.0068). En pemos con
evaluaciones bacterianas mayores, la neumonia supurativa aguda o la
neumonia necrotizante con agregacidon de macréfago de moderada hacia
marcada se evidencid mas frecuentemente, similar a los hallazgos de Gamaett
et al, (1982) en perros con neumonla estreptococal hemorragica inducida por
S. zooepidemicus (HSP). No fueron evidentes células bacterianas en las

secciones tefiidas conHy E.

S
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Discusion

En este estudio nos enfocamos en las especies .de BhS
presentes en el tracto respiratorio inferior de pemos caseros y perros
mantenidos en perrera, con y sin enfarmedad respiratoria. Aunque S. canis as
la phS predominante del tracto respiratorio en perros (Biberstein et al, 1980) y
se aislé a partir del tracto respiratorio inferior de algunos perros mantenidos en
perrera en este estudio, no estuvo asociada con CIRD en los pemos
mantenidos en perrera. En contraste, un aislamiento en incremento de S.
Zzooepidemicus se asocidé con la severidad en incremento de la CIRD. Los
perros con cualquler sintoma respiratorio fueron mas probablemente que
tuvieran S. zooepidemicus en el tracto respiratorio inferior que los animales
més sanos en la perrera y S. zooepidemicus se encontrd en una proporcién
mas baja de las mascotas alojadas en comparacién con los perros
mantenidos en la perrera.

Sireptococcus equi sub especies zooepidemicus previaments ha
sido asociada con HSP en permos (Gamett et al, 1982). El sindrome HSP fue
una infeccién severa en una colonia cerrada de beagles, en la cual la muerte
repentina resultante sin evaluaciones clinicas previas. Los hallazgos de la
necropsia incluyeron exudados hemorragicos abundantes dentro de la traquea
y del arbol bronquial, con enrojecimiento oscuro difuso de los puimones.
Ademas, se presentaron hemorragias equiméticas en un intervalo de otros
tejidos. La enfermedad se reprodujo por inoculacién intra-traqueal con S.

zooepidemicus en un pemo. De manera interesante en este estudio, los permos

N
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con mayores evaluaciones de crecimiento de S. zooepidemicus fueron mas
probables para que tuvieran neutréfilos intra-alveolares y comparten
caracteristicas histolégicas con los pulmones descritos por Gamett et al,
(1982) en HSP en comparacién con aquellos permos con bajas evaluaciones
de crecimiento.

La CIRD histdricamente ha sido considerada como una
enfermedad compleja, que implica tanto agentes bacterianos como virales. De
hecho, se han descrito muchos otros agentes en esta poblacion de permos
mantenidos en perreras, incluyendo CRCV (Erles et al, 2003) y B.
bronchiseptica (Chalker et al, 2003). Aunque el potencial patogénico de CRCV
no ha sido aclarado, los datos por Eres et al (2003) muestran que CRCV
predomina en aquellos perros con enfermedad respiratoria leve (evaluacion 2)
y de manera similar Chalker et al (2003) enconiré que los perros con B.
bronchiseptica predomina en aquellos perros con enfermedad moderada
(evaluacion 3).

Nosotros encontramos que Streptococcus zooepidemicus se
asocia mas cominmente solamente con los casos més severos de CIRD
(evaluacion 4-5) indicando que puede actuar como un invasor secundario. De
hecho, las especies PhS se han descrito previamente como invasores
secundarios en el "complejo” de la CIRD (McCandlish et al, 1978). Sin
embargo, ain no se sabe si S. zooepidemicus desempefia un papel principal
en la enfermedad respiratoria en estos animales 0 meramente invade el tracto

respiratoric después del dafio por otros patdgenos. La evidencia

Q
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epidemiologica sugiere que en caballo S. zooepidemicus puede ser un
patégeno principal en la enfermedad respiratoria (Wood et al, 1993; Chanter,
1997) pero generalmente se considera que es un patdgeno oportunista
(Walker y Timoney 1998; Anzai et al, 2000). Incluso si S. zooepidemicus no es
una causa principal de la CIRD en estos perros, la alta relacion de lelamlenw
a partir de los perros con bronconeumonia supurativa (87.5%) apoya la
hip6tesis de que S. zooepidemicus es responsable para los signos clinicos
més severos observados en esta perrera. El bajo aislamiento a partir de las
mascotas caseras (1.4%) con la enfermedad respiratoria indica que este
agente puede no ser una infeccién respiratoria comin y podria ser un
problema particular en esta perrera. Aunque cualesquiera perreras previas no
fueron tomadas en consideracién es probable que algunos de los perros
mascotas caseras en este estudio hayan sido mantenidos en perreras en
algin momento. El papel desempefiado por S. zooepldemicus en otros casos
de CIRD en perros mantenidos en perreras no ha sido evaluado.

El aislamiento de S. zooepidemicus a partir de estos permos se
incrementa con el tiempo en la perrera, indicando que los pulmones de estos
perros se infectan con esta bacteria. Dicha infecciébn se podria presentar ya
sea a partir de infecciones sub-clinicas del tracto respiratorio superior 0 a
partir de una cepa patogénica particular. Un sistema de tipificacién mediante
un PCR para el gen de la protélna variable semejante a M SzP permite la
separacion de los 15 serotipos conocidos de S. zooepidemicus hacia cinco

grupos distintos, HV1-5 (Walker y Timoney, 1998). Los andlisis con este
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sistema de tipificacién por Anzai et al, (2000) encontraron que las variantes
coloniales particulares de S. zooepidemicus se encuentran en el pulmén
neumdbnico de equino mientras que los diversos tipos se encuentran en las
amigdalas de los caballos sanos. Seria de interés sub-tipificar los aislados de
S. zooepidemicus implicados en esta epidemia de la CIRD péra determinar si
una variante colonial particular est4 presente en la poblacién enferma, y
también para examinar la relacion, si existe alguna, de los aislados de S.
Zooepidemicus de canino que se tienen con relacién a aquellos que ocasionan
la enfermedad respiratoria en caballos y en otros animales. La neumonia
asociada con S. zooepidemicus se presenta en los caballos de todas las
edades y la neumonia hemorragica se presenta en caballos viejos que han
sido estresados por el transporte (Anzai et al, 2000). En esta epidemia de
CIRD los perros méas jévenes y aquellos con una mala condicion clinica a las
entrada a la perrera fueron igualmente susceptibles a la infecciéon con S.
Zooepidemicus como los perros mas viejos y aquellos que estaban sanos a la
entrada.

En esta terapia antibiética de |la perrera se proporciona un
intervalo de infecciones, y el tratamiento no se otorga rutinariamente a los
peiros con CIRD excepto en los casos de bronconeumonia severa. Es posible
que el tratamiento podria haber influenciado el espectro bacteriano
mencionado en este estudio. Sin embargo el examen de las epidemias
naturales de la enfermedad respiratoria puede proveer informacion valiosa

que no se puede obtener por medio de otros métodos.

A
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Se sabe que la CIRD es una enfermedad multi-factorial en la que
participan diversos agentes incluyendo CAV-2, CPIV, B. bronchiseptica y
Mycoplasma spp. En esta perrera en la cual grandes nameros de perros a
partir de una variedad de las locaciones se relnen y se alojan, estan
presentes varios patégenos y la severidad de la enfermedad puede reflejar

esto.

EJEMPLO 2
La asoclacién de Mycoplasma cynos con enfermedad respiratoria

Infacclosa canina

La presencia de M. cynos se investigé mediante el cultivo del
organismo Y la identificacién mediante analisis de PCR. En un estudio de 184
perros mantenidos en una perrera encontramos que el porcentaje de perros
con M. cynos en la trAdquea o pulmén se incrementa con los signos de la
enfermedad respiratoria a partir de 10% en perros sanos a 31% en perros
enfermos (figura 3).

Nosotros también notamos que la enfermedad respiratoria se
incrementa con el tlempo en la perrera y de la primera semana en los perros
que en la perrera no es detectable M. cynos en la trAquea, mientras que hacia
la segunda semana 24% de los 184 perros fueron positivos para M. cynos en

la trdquea indicando que 24% de la poblacién habla sido afectada con esta

\&>
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bacteria. Un incremento similar pero mas pequefio también se reservé para la

colonizacion del pulmoén (de 15% a 23%) (véase la figura 4).

EJEMPLO 3
La asoclacién de Chlamydophlia con enfermedad respiratoria Infecclosa
canina

Nosotros estudiamos 210 perros mediante anélisis de PCR para
la presencia de Chlamydophila. Un fragmento de 218 pb del gen de ARNr 23
S se amplificd a partir de la Chlamydophila mediante la siguiente PCR. Las
condiciones de reaccién, 95°C 5 minutos (x 1 ciclo), 85°C 30 segundos, 50°C
30 segundos, 72°C 1 minuto (x 40 ciclos) y 72°C 5 minutos. La mezcla de
reaccion de PCR de 50 ul total, incluy6é 5.0 ul de reguiador de pH libre de
magnesio 10 x (Promega), MgClz 1.5 mM (Promega), 0.5 ul de (0.5 Unidades)
ADN polimerasa Taq (Promega), mezcla de nucledtidos para PCR 0.2 mM
(Promega), Iniciador hacia adelante 0025 pg C1 (5™
GATGCCTTGGCATTGATAGGCGATGAAG GA-3', SEQ ID NO: 9) y iniclador
reverso C2 (5-TGGCTCATCATGCAAAAGGCA-3', SEQ ID NO: 10), 40 yl de
agua y 2 ul de muestra de ADN del tejido.

Un producto de PCR obtenido a partir de 8 perros se confirmé
como una Chlamydophila mediante andlisis de secuencia y comparaciéon del
producto de PCR con todas las secuencias disponibles en GenBank mediante

analisis Fasta. La secuencia parcial del gen de ARNr 23 S de una de dichas
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secuencias (DHBC10) se muestra en la figura 5 (SEQ ID NO: 1). Esta
secuencia de 218 pb es 99.08% idéntica a la misma regién en Chlamydophila
abortus y 98.6% idéntica a Chlamydophila psittaci y 96.3% Idéntica a
Chiamydophila felis y sobre los andlisis filogenéticos preliminares (método
clustal con Megalign) la mayoria de los agrupamientos de secuencias se
encuentran en una clada distinta (figura 7). Las secuenclas parciales de ARNr
23 S de incluso otros aislados de Chlamydophila se muestran en la figura 8
(SEQ ID NOs: 2-8).

En este estudio encontramos un incremento en la deteccion de
Chiamydophila con un incremento en la severidad de la enfermedad
respiratoria tanto en la trdquea como en el pulmén. Se encontré un ligero
incremento de deteccién de 10% en las muestras de la trdquea (de 25% a
34%). Se encontrd una diferencia mas dramatica en la deteccibn de
Chlamydophila en el pulmén, con un incremento de 0% perros sanos a 37.5%
en perros con CIRD (figura 6). Ademéas, se evidencié un incremento en el
nimero fotal de perros que fueron positivos mediante PCR para
Chlamydophila de 25% en perros sanos a 50% en perros con enfermedad

severa (figura 6).
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EJEMPLO 4

La asoclaclén de herpesvirus canino con enfermedad respiratoria

infecclosa canina

Se encontr® una dependencia incrementada de herpesvirus
canino en perros con sintomas respiratorios mas severos (figura 9). Cuando
se monitorearon las respuestas al anticuerpo a CHV durante un periodo
tiempo de un afio, los permos mantenidos en la perrera con epidemias
frecuentes de la enfermedad respiratoria mostraron seroconversiones a CHV
méas frecuentemente (58.3%) que los perros a partir de una perrera

comparable sin epidemias (8.3%).
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REIVINDICACI NES

1. Una composicién de vacuna para vacunacién de perros que
comprende cualquiera 0 mas de: (a) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra Streptococcus equi sub especies zooepidemicus (S.
Zzooepidemicus) en un permo; (b) un agente capaz de generar una respuesta
inmune contra Mycoplasma cynos (M. cynos) en un pemo; y (c) un agente
capaz de generar una respuesta inmune contra una Chlamydophila en un
perro.

2. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacién 1, caracterizada ademas porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune contra S. zooepidemicus en un perro comprende S.
zooepidemicus inactivado o atenuado, o un fragmento iInmunogénico de S.
zooepidemicus o un derivado del mismo, o un acido nucleico que codifica
dicha fraccion o dicho derivado.

3. La composicion de vacuna de conformidad con Ia
reivindicacion 1 6 2, caracterizada ademas porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune contra M. cynos en un perro comprende M. cynos
inactivado o atenuado, o un frag-mento inmunogénico de M. cynos o un
derivado del mismo, 0 un écido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho
derivado.

4. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera

de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademas porque el agente capaz

W\
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de generar una respuesta inmune en un perro contra una Chlamiydophila
comprende Chlamydophila abortus inactivada o atenuada, o un fragmento
inmunogénico de Chlamydophila abortus o un derivado de la misma, 0 un
écido nucleico que cod'rﬁo;a dicha fraccion o dicho derivado.

5. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra una Chlamydophila
comprende Chlamydophila psittaci inactivada o atenuada, o un fragmento
inmunogénico de Chlamydophila psittaci o un derivado de la misma, o un
Acido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

6. La composicion de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un permo contra una Chlamydophila
comprende Chlamydophila felis inactivada o atenuada, o un fragmento
inmunogénico de Chlamydophila felis o un derivado del mismo, o un écido
nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.

7. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizada ademés porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un pemo contra una Chlamydophila
comprende Chlamydia muridarum, Chlamydia pecorum, Chlamydia
pneumoniae, Chlamydia suis o Chlamydia trachomalis inactivada o atenuada,
o un fragmento inmunogénico de las mismas, o un derivado de las mismas, o

un acido nucleico que codifica dicha fraccién o dicho derivado.



10

15

20

96

8. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 7, y un vehlculo, diluyente o adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

9. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizada ademas porque comprende
adicionalmente cualesquiera uno 0 més de: (d) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra coronavirus respiratorio canino
(CRCV), (e) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un peITo
contra parainfluenzavirus de canino (CPIV); (f) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra adenovirus tipo 2 canino (CAV-2);
(g) un agente capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra
herpesvirus de canino (CHV); y (h) un agente capaz de generar una respuesta
inmune en un perro contra Bordetella bronchiseptica (B. bronchiseplica).

10. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacién 9, caracterizada ademés porque el agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CRCV comprende CRCV inactivado
o atenuado, o un fragmento inmunogénico de los mismos, o un acido nucleico
que codifica dicha fraccién inmunogénica.

11. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacién 10, caracterizada ademéas porque el fragmento inmunogénico
de CRCV comprende la proteina Spike o la proteina hemagilutinina-esterasa

(HE), o una porcién inmunogénica de la proteina Spike o HE.
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12. La composicion de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 11, caracterizada ademéas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un pero contra CPIV comprende CPIV
inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un écido
nucleico que codifica dicha fraccién inmunogénica.

13. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 12, caracterizada ademés porque el agents capaz
de generar una respuesta Inmune en un pero contra CAV-2 comprende CAV-
2 inactivado o atenuado, 0 un fragmento inmunogénico del mismo, o un 4cido
nucleico que codifica dicha fraccién inmunogénica.

14. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 13, caracterizada ademdas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra CHV comprende CHV
inactivado o atenuado, o un fragmento inmunogénico del mismo, o un acido
nucleico que codifica dicha fraccién inmunogénica.

15. La composicién de vacuna de conformidad con cualesquiera
de las reivindicaciones 9 a 14, caracterizada ademas porque el agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica
comprende B. bronchiseptica Inactivado o atenuado, o un fragmento
inmunogénico del mismo, o0 un 4cido nucleico que codifica dicha fraccion

inmunogénica.
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16. Una composicién que comprende cualesquiera uno 0 mas
de: (a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra S.
zooepidemicus en un permo; (b) un agente capaz de generar una respuesta
inmune contra M. cynos en un perro; y (c) un agente capaz de generar una
respuesta inmune contra una Chlamydophila en un perro, para uso en
medicina.

17. La composicion de conformidad con la reivindicacion 16, para
uso en medicina veterinaria.

18. La composicién de conformidad con la reivindicacién 17, para
uso en medicina veterinaria canina.

19. La composicion de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 16 a 18, caracterizada ademés porque comprende
adicionalmente cualquiera o méas de: (d) un agente capaz de generar una
respuesta inmune en un perro contra CRCV; (e) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CPIV; (f) un agente capaz de
generar una respuesta inmune en un perro contra CAV-2; (g) un agente capaz
de generar una respuesta inmune en un pemo contra CHV,; y (h) un agente
capaz de generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchiseptica.

20. Un método para elaborar un anticuerpo que se une
especificamente a cualquiera 0 mas de S. zooepidemicus, M. cynos o una
Chlamydophila que comprende generar una respuesta inmune a cualquiera o
més respectivos entre S. zooepidemicus, M. cynos o una Chiamydophila, o un

fragmento inmunogénico de los mismos en un animal, y preparar un
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anticuerpo a partir del animal o a partir de una célula inmortal derivada a partir
de éste.

21. Un método para obtener un anticuerpo que se une
especificamente a cualquiera o mas de S. zooepidemicus, M. cynos o una
Chlamydophila que comprende seleccionar un anticuerpo a partir de una
librerfa para exhibicién de anticuerpo utilizando cualquiera 0 mas respectivos
entre S. zooepidemicus, M. cynos o una Chlamydophila, o un fragmento
inmunogénico de los mismos.

22. Un anticuerpo que se une especificamente a .
Zooepidemicus, M. cynos o una Chlamydophila.

23. Una composicién que comprende cualquiera dos o mas de
un anticuerpo que se une especificamente a S. zooepidemicus, un anticuerpo
que se une especlificamente a M. cynos, y un anticuerpo que se une
especificaments a una Chiamydophila.

24. La composicién de conformidad con la relvindicacién 23,
caracterizada ademas porque comprende adicionalmente anticuerpos que se
unen especificamente a cualquiera 0 mas de CRCV, CPIV, CAV-2, CHV, y B.
bronchiseptica.

25. Una composicién de vacuna que comprende: (b) un agente
capaz de generar una respuesta inmune contra M. cynos en un perro; ¥ (d) un
agente capaz de generar una respuesta inmune contra CRCV en un perro.

26. La composicion de vacuna de conformidad con la

reivindicacién 25, caracterizada ademés porque comprende adicionalmente
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cualquiera 0 mas de: (c) un agents capaz de generar una respuesta inmune
contra una Chlamydophila en un perro; (e) un agente capaz de generar una
respuesta inmune en un perro contra CPIV; (f) un agente capaz de generar
una respuesta inmune en un perro contra CAV-2; (g) un agente capaz de
generar una respuesta inmune contra CHV en un perro; y (h) un agente capaz
de generar una respuesta inmune en un perro contra B. bronchisepfica.

27. La composicibn de vacuna de conformidad con la
reivindicacion 25 ¢ 26, caracterizada ademas porque comprende
adicionalimente: (a) un agente capaz de generar una respuesta inmune contra
S. zooepidemicus en un perro.

28. Un método para determinar si un perro ha sido expuasto a

una especie de Chlamydophila asoclada con CIRD, el método -

comprendiendo: (a) obtener una muestra adecuada a partir del perro; y (b)
identificar una especie Chlamydophila asociada con CIRD, o un anticuerpo a
la misma, en la muestra.

29. El método de conformidad con la reivindicacion 28,
caracterizado ademas porque la especie Chlamydophila asoclada con CIRD
tiene ARNr 23S que comprende la secuaencia (cuando se muesira como RNA)
de cualesquiera de SEQ ID No: 1 a 8.

30. Un método para determinar si un perro tiene o es susceptible
a CIRD, el método comprende: (a) obtener una muestra adecuada a partir del
perro; y (b) identificar cuaiquiera o0 més de S. zooepidemicus o M cynos o

Chlamydophila, o un anticuerpo a cualesquiera de éstos, en la muestra.
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31. Eil método de conformidad con la relvindicacién 30,
caracterizado ademas porque el S. Zzooepidemicus o M. cynos o
Chlamydophila se Identifica utilizando un anticuerpo.

32. El método de conformidad con la mivindicaciéon 30,
caracterizado ademas porque el S. zooepidemicus o M. cynos o
Chiamydophila se identifica utilizando un écido nucleico.

33. El método de conformidad con la reivindicacién 30,
caracterizado ademas porgue el anticuerpo anti-S. zooepidemicus se detecta
utilizando un S. zooepidemicus o una porcidn antigénica del mismo.

34. El método de conformidad con la reivindicacién 30,
caracterizado ademés porque el anticuerpo anti-M. cynos se detecta utllizando
un M. cynos o una porcion antigénica del mismo.

35. El método de conformidad con la reivindicacién 30,
caracterizado ademas porque el anticuerpo anti-Chlamydophila se detecta
utilizando una Chlamydophifa o una porcién antigénica del mismo.

36. El método de conformidad con cualesquiera de las
reivindicaciones 28 a 34, caracterizado ademéas porque la muestra es una
muestra que contiene anticuerpo tal como suero, saliva, lavado traqueal o
lavado branquiolar.

37. Un ensayo inmunoabsorbente para detectar anticuerpos
asociado con CIRD, el ensayo comprendiendo: una fase sdlida revestida con
cualquiera 0 més de (a) un agente capaz de generar una respuesta inmune

contra S. zooepidemicus en un pemo; (b) un agente capaz de generar una
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respuesta inmune contra M. cynos en un perro; y (c) un agente capaz de
generalr una respuesta Inmune contra: una Chlamydophila en un perro; y una
marca conjugada detectable la cual se unira a los anticuerpos unidos a la fase
solida.

38. El ensayo inmunoabsorbente de conformidad con la
reivindicacién 37, caracterizado ademés porque la fase sélida contiene
cualquiera de dos o tres de (a), (b) y (c).

39. Un sustrato de fase sélida revestido con cualquiera entre uno

0 dos o los tres de (a), (b) y (c) como se define en la reivindicacién 37.
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<21l> 217
€212> DHA
2 .
<313 Desconocido
<230>
£223>

aislada de perro com CIRD

<400> 5§

tgagagtggt ctccccagat teagactagg tkicacgrot
astagagtct ctrgtittki cgtctacggg actatcacco
gaagtattcg actasaahct taagatcccee atgtruatoga
Baatgtggtt tggtcttoctc coCtitcget cHyooget

<210> 6

<211 221

212> DNA

<213>  Desconocido

<220> .

<23> Secuencia del gen ARNr 23S
aislada de psxrro con CIRD

<400> &

gabagtggrc tccceagatt cagactaggt ttecacgrgrc
atagagtctc tegttttitte gtetacggga ctatcacect
Agtattogac taasacttaa gatccecatgt tatcgaceet

tygrhtgyte ttetecectt tegecogoog ctactoaggyy
<210> 7

<211> 220

<212>» LCHA

<213> Desconocido

<220>

cLagcoctac tcaggtateyg 60

tgtatcgttc Lactttccag 120
tacaacocca cattaasaac 180
agqg 224

parcial de Chalanydophila

tagecetact caggtatcge ol
grategtrct accttycags 120
ACEACTCCAC ATtwwuvatg 180
» 221

Secuencia del gen ARNr 235 parcial de Chalanydophila

ctagccctac toaggtateg &0
tgratcgtte tactttceea 120
cGCtaAcAACe cocacBtdan 180

217

parcial de Chalanydophila

tageoctact caggtateoga 6

gtatcgttect actttecags 120
acaaccecac attaaaastg 180
8 221



<223> Secuencia del gen ARNr 23S parcial de Chalamydophila
aislada de pexro con CIRD

400> 7

tgagag:ggt ctooccagat toagtcasas Lotoacgigt tocjaccral tCaggatact &0
aztagsatta tigagaastht tasttacagg agtatecacot totatgeret aglittocaac 120
LEATECATCL attertettta atracacact atagloctac SAaceCcimas Lgoaagtsats 180

gagerLytcs taatcccagt teqeoLcacetg cLacacugag 226
<210 @

211> 220

212> DHA

113> Pesconocido

<220
<223 Segcuencia del gen ARNr 235 parcial da Chalanydophila
aislada de perro con CIRD

220> I3

<222> 174

223> N puede ser A, C, G, o T

<40D> B8

tgaqagrggt ctoecccagab tcéagactsgg titCacgtgt ctsaccctac taaggtatcg 60

astagagtct ctigrrtttr rgrctacggg actatcaccc tgtatcgttc tactttecag 120
Asgtattcga ctasaactta Agatcccatg LLaTcQaccc Lacaacccoca catnaaapat 180

gtggtrtggt cticteccet ttogetogec octacacagqg 220
Ll A =

<Ll 28

<2i2> DNA

213> Secuencia Artificial

<220> ]

2223> Plantilla de PCR

<400>» 9

gatgoottgg catigatagg cgatgamg 28
<210> 10

<z11l> 25

LZ212> DMA

<213> Gecuencia Artificial

220> )

<223: Plantilla de PCR

<400> 20

tgactcatca tgcaasagge & 21
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FIGURA 4

Parros positivos a M.Cynos con tiempo en perrera

20

Paceniaje de perros positivos 8 M.Cynos

-
.
-V. b
. I R
. .
L
.. R}
. N
[

Sermana 1 sSamans 2 Sowanald Semanad

»~§ Ssmana

o Traquea(N=184) 1 Pulmon (n=177)




FIGURA
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L2 CC ETT ZOTLEETTTC ACETSITTAG CCCTACTCLG

'CACCCTSTA

-l - s

13

CTETCGRLTE QLETOTOTTG TTWPrIOETE TAJGEENTTE

Laot il - ~ .

TCSTTCTACT TTOCRAGREART LATTIOGLITRER ZuCTTARGAT CCCRTETTRT

CGACCCTARCE ACCCTECRYY R2xXTETEG TITGETCTTC TCICCTTITCG
- L e -

CTCGCCSCTE CHRCAGGGR (fEQ ID HO: 1)



FIGURA 6
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FIGURA 7
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DHRC2

GACTRGTGSTC
CAGSTRETOSE
STETCGTTCT

e gy,
IR C iyl ST BRI E )

DHBCE

TEAGRAETGET
TCAGGTATICGE
TETETCGTTS
TTATCGACCC
TTTCGCTCGE

DE3CS

SEDRGTGEGTC
CAGZTATCGR
ZTRETCEITCT
TETCGARCCCT
TYGCTCGCCG

DI3Ce

TCRGG
TGTAT

DHEBC?

GRsAGTGGETC
CAGGTATCGA
GTATCSTTCT
TATCGACCCT
TCGCTCGCCG

DHBCE

TGAGAGTGET
TOROGATACT
TCTETGCTCT
RTAGTCCTAC
TCGCTCGCCG

DHBC?

TCAGAGTSGT
TCAGGTETCG
TGTETCGTTC
TTETCGACCC

TPCGECTCGCC

B
K

TCCOCAGLTT
ETEGLITITD

ATTTTOCAGE

Soliplind |
s S~
RCLBZCTTAC

oy

CTACAZAGOE &

=m

CTCCCLAG=
ARTACGAGTC
TECTTTCIE

>

THCEEDCC

]

T
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FIGURA 8

CEVAITRGAT TTIZCSTETC
TTETTTTIWC STCTACGSGR
SElETY2EAC TRALACTTAL
ATTELRERTE TGETTTGETC
L (S8¢ ID NO: 2)

* 13 K
0 +3
L |

CCEYTELTCEY LA

TCCCCLGRTT
ATLGASTCTT
ACPITICERGR

RCEEZCTCAEC

CTACACAGGG

TRCTTTCCCA
CCCTACARACC

TTCACGTGT
GTCTACGGG
TZRANCTTA
TGETTTGST
ID NO: 2)

r"
P
[
~
G

CLDACTAGET TTCACGTETC
TTETTTTTTC STCTARCGGHGR
s ATPCSEC TREWWCTTAR
ZTTWWWWRETG TGGSTTTGGETC
L (SEQ ID NO: 4)

F TCEGATTRGEG

STTGTTTTRT

G-AGTATTCG
CCCHACRETDAR

CGCCECT (SEQ ID WO: 5)

TCCCCAGATT
RTAGARGTCTC
ACTTTCCAGR
ACERCCCCAC
CT2CTCAGGG

CTCCCCAGRET
TTTACTATTA
AGITTCLRAAC
ArcCCCCMAR
CTACACAGGG

CTCCCCAGAT
IATEGRSTCT

CAGRCTEGET
TTZTTTTTTC
AGTATTCGAC
ETTAERAERATG

TRt CACGTGT
CGTCTACGGG
BCTAARARRBHCT
ARATGTGCETT

TTCACGTCTC
GTCTRCGGEA
TAARAACTTAA
TGGTTTGGTC

2 (SEQ ID NO: 6)

TCEGTCARAD
mINCROT RTRT

TRATTCARTLT

TGCAAGCATT
(SEQ ID NWO:

© TZAGRCTAGE

ML ETATTIEE

TRTNILAALT
(3EQ IDb HWO:

-
T 3

TATCACGTGT
ARTTACAGE
\TTCTCTTTA
GGGTTTGTCC
7)

TTTCACGTET
TGTCTACGGE
CTERAACTTA
GTGETTTGGT
B8)

CTAZCCCTAC
ACTARCACCC
AGATCCCATG
CTTCTCCCCT

CTRAGCCCTRC
ACTARTCACCC
TEZAGATcCCC
TGETCTTCTC

TAGCCCTACT
CTATCACCCT
GATCCCATGT
TTCTCCCCTT

TCCGACCTAC
AETATCACCT
ATTACARCATT
TAATCCCAGT

CTAGCCCTAC
ACTATCRCCC
AGETCLCCATG
CTTCTCCCCT
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SPERDBUSTRIA Y COMERCTO

Radicarion 1 NGARL/4A  Vmenn Folios: 194

Fecha (AMD): 2M66-4d-25 15:5%in

Tramibe @ Wil PCT-PRIENT 378 P Wl 411 PRESEMTAC 'V
Dooemdencia: 269 DIVASIGN DE MIEVAS CREACIONES \’Q

Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PCT
PATENTE DE INVENCION [x] MODELO DE UTILIDAD [ ]
¢ Indicacién de que se solicita la concesion de una patente [w] A
€ Datos de identificacién del solicitante o de |la persona que presenta la solicitud [»x] A
@ Descripcion de la invencion [x] BO
¢ Dibujos de ser estos pertinentes [=] 484
¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas [x] 2
COMPLETA [X] INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

€ Indicacién de que se solicita el registro de Diseflo Industrial [ ]

€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]

¢ Representacién gréfica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del []
material que incorpora el disefio

€ Comprobante de pago de las tasas establecidas []

COMPLETA [ ] INCOMPLETA [ ]

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢
¢
¢
¢

COMPLETA [ : INCOMPLETA [

Indicacién de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [
Representacion grafica del esquema trazado [
Comprobante de pago de las tasas establecidas [

el Gl Bt Sl

[

Firma Responsable

Fecha Carvera 13 No. 27-00 Piso 5, 7 y 10
Conmutador: 382 08 40
Feax: 350 52 20
E-mail: Info@@sic.gov.co
www.sic.gov.co
Bogota, D.C., Colombia




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogotd,
2020

Doctor {a)
LLOREDA RICAURTE ALICIA

REFERENCIA Radicacién Mo. 6 6744
Solicitud internacional GB2004/002865
Fecha inlcio fase nacional 01/02/2006

Trémite 11

Bvento 378
Actuacién 430

Oficio No. . 266“

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decipién 486 de la Comisiémn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacin en Materia da Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Clrcular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiens la copla del documento que conasta la ceslén del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decislén 486.

2. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por loa articulos 63 y subsigquientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adiciocnalmente, deber& presentar el documento que acredita la
existencla y representacién legal de la socledad solicitante, cuando &sta fuere
perscna juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
requlere para que dentro del término de dos megses siguientes z la fecha de
notificaciSn del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En casp de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicltud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Notifiquese el presente oficio conforme a 1o dispuesto en el numeral 5.2, literal
a), del capitulo to titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZAfCESPEDES DE VERGEL
Jefe de la divieiém de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

fecha ma nm “
jramos



