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ANEX S
Comprobante de pago de la tasa de presentacién de Ia solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, sl fuere el caso. Ver Expediente 06-051- 1Y%, Adjunto Copla Simple
Documento de cesién del Inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copla de la solicitud Internacional. (Resumen, descripclén, relvindicaciones, dibujos).

Traduccién de la solicitud Intermaclional al castellano. (Resumen, descripcién, relvindicaciones,
dibujos).

Copla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de Examen
Preliminar (IPEA).

Traduccién del examen preliminar Internaclonal efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite 1a licencla o autorizaclén de uso de conodmientos
tradiclonales de las comunidades Indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material blolégico.

Arte final 12 x 12.

De ser el caso, Informaclién sobre otras sollcitudes de patente o ttulos obtenidos en el extranjero
por el mismo titular o su causante, relaclonadas parclal o totalmente con la Invenclén de esta
sollcitud.

De ser el caso, modificaclones efectuadas a la solicitud intemadional.

Otros. Busqueda Intermaclonal

®

FIGURA CARACTERISTICA:

2 N

\_ /

9

Soliclto la conceslén de la patente,

NOMBRE: _CARLOS R, OLARTE FIRMA:

C.C. 79.782.747 Bta T.P. 74.295

Instrucciones para el dlligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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Estados Unidos de América
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TRADUCCION OFICIAL No. 05-223

Efectuada el dia 9 de diciembre de 2005, de un documento
escrito en 1Inglés, al cual para su identificacién se le
estampa el sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e

Intérprete Oficial por Resolucién No. 0138 expedida por el
Ministerio de Justicia y del Derecho el 11 de ‘febrero de 2002.

Traduccién de las Autenticaciones Notariales y "subsiguientes
correspondientes a un Poder otorgado por PFIZER PRODUCTS,
INC., a Carlos R. Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana Maria
¥rieri y/o Juan Guillermo Moure y/o Natalia Castro,
documento este que viene en espaflol, se explica por si solo y
fue firmado por Grover F. Fuller, Jr. el 17 de noviembre de

2005 en Nueva York, Estados Unidos de América.

También en ingiés y en espaflol viene Certificacién Notarial
mediaﬁte la cual se confirma el nombre y cargo de Grover F.
Fuller, Jr, asi como la existencia legal de la compafiia.
Dicha certificacién notarial esta firmada por. Susan 2.
Killian, Notario Piblico de Nueva York, cuyoc cargo expira el
4 de octubre de 2008, segin consta en su correspondiente
sello notarial.
Suscrito y jurado ante mil el 17 de noviembre de 2005.
{(Fdo.) Susan Z. Killian
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ESTADDO DE NUEVA YORK - CONDADO DE NUEVA YORK No. 467518

El suscrito, Norman Goodman, Escribanoc del Condado y. del
Tribunal Supremo del Estado de Nueva York, tribunal éste
provisto de sello por ley, por medio de este documento
certifico conforme a la ley ejecutiva del Estado de Nueva
York que Susan Z. Killian, cuyo nombre aparece suscrito en la
declaracién ijurada ¢ certificado de reconocimiente anexo,
desempefiaba en el momento de tomar el mismo, las funciones de
Notario Piablico, en y.para el Estado de Nueva York, estando
‘debidamente comisionado bajo juramento y habilitado como tal;
gue conforme a la ley en mi despacho obra un certificado de
su nombramiento con su firma autégrafa; que conozco bien la
letra manuscrita de dicho Notario Piblico o he comparado la
firma que aparece en el instrumentc anexo con la que reposa
en los archivos de ml oficina, y creo en conclencia que la

misma es auténtica.

EN FE DE LO CUAL, firmo de mi pufio y letra y estampo mi sello

oficial, el dia 22 de noviembre de 2005.

{(Fdo.) Norman Goodman, Escribano del Condado y del Tribunal

Supremo del Esatado de Nueva York.
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APOSTILLA
{Convencién da La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Estados Unidos de América
El presente documento piblico
2. Fue firmado por: Norman Goodman
3. Que actud en su calidad de: Escribano del Condado
4, Lleva el sello del Condado de Nueva York
Se certificé:
5. En Nueva York, Nueva York
6. El 22 de noviembre de 2005
7. Por parte del Secretario de Estado, (Encargado) del
Estado de Nueva York
B. Bajo el Numero NYC-10404952A
9. Aparece Sello del Estado de Nueva York
10. Firmado por: James Bizzarri, Secretario de Estado

Especial Encargado

Es traduccién fiel y completa efectuada por:

. vl KGOS PUESA IESIAS
-_( J vl . AL TOn hin‘;’)\-l .=i=.»-‘a FICIAL
edd Iglesias

Sergio Andrés Ru Saitln, - IRGLES ¢ GUTLRS - €565AGL,
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Aposgtille

(Convention da La Hays tu 5 Oclobns 1981)

1.  Country: United States of America
This public document
2.  has been signed by Norman Goodman

acting in the capacity of County Clerk
4.  bears the seal/stamp of the county of New York

Certified

5. At New York, New York 8. the 22nd day of November 2005
7. by Spacial Deputy Secretary of State, State of New York

8.  No.NYC-10404952A

9. Seal/Stamp 10. Signature

Sur B

James Bizzari
Special Deputy Secretary of State

DHMS R | REV: 2mE)



COLOMBIA

OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI LTDA.

Power of Attorney
The undersigned,

Poder

El suscrito,

PFIZER PRODUCTS INC.,

domiciled in

domiciiiado en

Eastern Point Road, Groton, State of Connecticut 06340, United States of
America

by means of thess presents hereby grants to Carlos
R. Olarte and/or J. Ian Raisbeck and/or

Ana Maria Frieri and/or Juan Guillermo

Moure and/or Natalla Casfro full and
mfficient Power of Aftorney to file, prosscute,
obtain, defend and enforce any =nd all of the
company's Patents for Inventions, Uillity Models,
Layout-Designs (topographies) of Integrated
Clircuits, Industrial Desipns, Trademarks,
Advertlsing Slogans, Trade Names, Commercial
Emblems, Geographical Indlcations, Protectlon of
Trade  Secrets, Obtailner’s  Certifieates,
Copyrights, Registration of Domain Names,
Health Registrations, or any other intelloctual
property right in the Republic of Colombls, to
which end it empowers them to iske. all steps
necessary before any adminismretive or judicial
authority of any class for the objects atated, to file
petitions, recourses, replies end oppositions, pay
txes and annuities, request testimonies, receive
documents and securlties, abandon applications and
collect refunds. Sufficient power is hereby granted
to receive notifications on behalf of the Company, to
confer powers on those who are to represent the
company judiclally and extrajudicially, to answer in
court in the matier of il claims and demands that
may be presented in connectlon with the objects
etated, giving them likewise power to substhute these
presents and revoke such substitutions.

. Signature/Firma:

Date/Fecha:

por medio del presente otorga s Carloa R.
Olarte y/o J. Ian Raisbeck y/o Ana
Msarfa Frierl y/o Juan Guillermo

Moure y/o Natalia Castro poder especial,
amplio y suficientze pama presentar, tramitar,
obtener, defender y hacer respetar todas y
camlquicra de Ias Patentes de Invencidn, Modelos
de Utilidad, Esqguemas de Trazades de
Clrenitos Integrados, Disefioa Industriales,
Marcas, Lemas Comerciales, Nombres
Comerciales, Ensebins Comerelnles,
Denominsciones de Origen, Protecelén de
Secratos Enpresariales, - Certifieados de
Obtentor, Derechos de Auter, Registro de
Nombres de Dominlo, Registros Sanitarios, o
cualquler otro bien de propledad Intelectual de
Ia compafiia en la Repiblica de Colombis, a cuyo
efecto los faculta pww dar todos los pasos
necesarios ante cuaiguier amoridad sdministrativa
0 judicial de cualquier jererquis parn cumplir con
lo encomendado, eclevar solicitudes, recursos,
respusstes y oposiciones, pagar impuestos y
anunlidades,  solicitar  testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastanto para recibir notificaciones
8 nombre de la compafifa, otorger poderes a
quienes vayan a representar a la compafis judicisl
y extrejudicialmente, responder en juicio a todas
Ias reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendsdo se presentaren, dindoles
asimismo facultad parw sustituir e! presente y
revocer dichas sustituciones.

PFIZ| RODUCTS INC

Grover F. Fuller, Jr.
Vice President, Attorney-In- Fact

17 Nowembel 06

City,Country/Ciudad,Pafs: ({20 M_. Ny teh

Warld Trade Center - Tocre A, Calle 100 No. RA — 37, Piso 10, Bogatd D.C., Colembia
Tel + 57 1 601-7700, Fax + 57 1 601-7799, officef@olantemisbeciccom, wwy.olartemisheck.com
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Stnee of HG‘I.' York }“_l h:;/;’?-ﬂ_ } 4 6 7_5 -| 8 ‘ l-'l_

County of New York,

I, NORMAN QOODMAMN, County Cl
Rew Yurk, in and for the County of biew-?utk.

DO 1IEREDY CERTIEY pumuant to L: ' of /Nesf York, thst .
whise name I3 subseribed vo the vnnexed afidavie, deposhion, certificate of scknowledgment or pvoof, was ac the
tlme of taking the same & NOTARY PUBLIC In and for the Seats of New York duly commissioned, aworn and’
qualified Lo sct aa sucly that pucsuent to faw, 3 commiulon or a centificuta ‘of hiy cSiblal character, wich his
autograph efynature hay baen &lel in my officer chut at the vime of taking such prook, scknowledgment or oath, he
wan duly suthorized ro tke the aamey that | am well sequalnted with the havdwriving of such NOTARY pUBLIC
or Liave comparad the simature un the snnexed Ingtrument wich his sutograph signature deposteed in oy office, and
1 belleve that such slgnatura ls geriuine . .. .

IN WITNESS WHERIOF, I hava horsunto set my hand aflized my official seal this

: BN him i
11 PAID 300 LKL m‘%
: LAl

County Clerk ond Clerk of fis Supresne Court, Nere York Cowule

. unm-ne Court of the Seats ol_




wLARTERAISBECK

OLARTE RAISAECK & FRIERI LTDA.

Notarial Certification

On this date,
The undersigned Notary Public certifies:
1. That

Certificacién Notarial
En esta fecha,

¢l Notario Pdblico suscrito certifica:

1. Que

Grover F, Fuller, Jr.

of legal age and domiciled in

mayor de edad y domiciliado

Street 150 East 42! Stree
City__ New York
State_ Now York 10017-5612 USA_

signed the foregoing document,

2 That the grantor hes executed the foregoing
document as Vice President, Attorney-In-Fact
of PFIZER PRODUCTS INC.

. 3 That PFIZER PRODUCTS INC,

having its principal place of business located in
Groton, State of Cannecticut 08340,
Unlted States of America

ia duly incorporated, is currently in existence, end
that the purposes for which the Power of Attorney is
ganted are within the scope of its corporate
purposes.

4. That the grantor has the suthority to sxecute the
Power of Attorney and that his’her representation is
legal.

suscribié el documento que antacede.

2. Que ¢l otorgante ha guscrito el referido
documento en su caricter do

de

4. Que
con sede principal ubicads en

esid legalmente constituida, qua tiens existencia
Iegal vigenie ¥ que los propdsitox para los cunles
se otorga ol poderuammmdmndoluque

comprenden su objeto social.

4. Que el otorgamie tiene la representacidn pars
muscribir ol poder, y quo datna ea logitima,

: : D2
NOTARY PUBLIC (Signature): %WMQ, k\m

Pigia 4 de §

\\
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Busopeas (AT, 58, BG, CH, CY, CZ, DS, DK, BE, B3, F,

FILGB,GR, U, [B, 1S, IT, LT, LU, LV, MC, NL, PL. PT.

RO, S8, 51, 5K, TR), OAPI (BR BJ, CR,CG, C1,CM, GA,
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ning of each regular issue of she PCT Gamene. .
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\& (57) Ahstract: This Invention relases t vaceines and methods fi prosecting dogs agatast disasus cansed by Laptaspien heafisiave.
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temper (CD) virm, infections canine heputitis (JICH) caused by canine adenovires (ype 1 (CAV-1), respiratery disssss esmsed by
d-m-gpzmvammmummmm emteritis cansed by canine
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WO 2006838115 PCT/IR2005/063111 >

MOLTIVALENT CANINE VACCINES AGATNST LEPTOSPIRA RRATISLAVA AMD OTEER DPATHOGEMS

FIELD OF THE INVENTION

This bwention relztes to vaccines containing a Sordetalia bronchisepiics p88 antigen
and the use thereot for proteciing dogs against infecious trachecbronchitie ("kennel cough”)
causad by Soniataie bronchiseptica. This ivantion siso relatss to combination vaccines
containing a Sordeinih bronchisepfica pG8 anfigen and ane or more antigens of anothar
oanine pathogen such as canine distemnpar {CD) vinus, canine adenovirus iype 2 (CAV-2),
Lepiospia bratisiave, Lapivapia canicols, Laplospira grippotyphoss, Lépiospire
icterohaswxorrhagise or Laptospie pamone.  Mathods for proteading dogs aguinst diseases
oaused by canine pathogens using combinaiion vacainas are also provided. This invention
relates o vaccines containing Lepiospirs bratisisve and the use thareof for prolecting dogs
sgainat Infactions caused by Lepioapia bralisirve. This invention also relaies o combination
vacoines containing Lapicapire bratisinve and ona or mons antigens of ancther canine
pathogen such as canine distemper (CD) virua, canine adenovirus type 2 (CAV-2), canine
parminfiuanzs (CPY) vinm, canine coronevirus (CCV), cinine pasvovisus (CPV), Laplospia .
canicol, Lepicepina grippolyphose, Lepivepire icterohasmarntagias or Lepiospira pomona. -
Thia invention fusther reinies to combination vaccines of sald anfigens without Lepiospira
iraifslava. Mathods for protacting dogs againet diseases caused by canine psthogans wing
the combination vaccines are aiso provided.

BACKOROUND OF THE RIYENTION

I compowed of an inactvaded, nonadiuveniad Bordsielia bronchiseptics whols cell bacterin,
Such whola osll bacterin can lsad 1 cell protein Risted post-veccinalion resctions. The pe8
protein of & ivonchisspiics Is entiganically similar 10 the Outer Msmbrane Prolsin (OMP) of B,
pertussls ard the OMP ol B. parapartussls (Shahin st al., "Cturactertzaiion of the Protective:
Capucly and mmunoganiclty of the 89-xD Ouler Mambrane Protein of Sordeinlia periusels”,
ob Exp. Mad 171: 8372, 1900). A prolective rola of this OMP hae been demonstrated for
‘mice (Shahin et ol., supra; Novoliny et al, “Blologis and Proteciive Properties of the 88-kD
Outsr Mambrana Prolsin of Sorcistelis perfussis: A Novel Formulstion for a Acsiar Partusels
Vacoine”, J, infact Dig, 184:114-22, 1691), humens (He st al., “Proteciive Role of
Immunogiobulin G Antibodies 1o Fiasmenious Hamagghulinin and Partactin of Bordisielia
perkssis n Bordeialia paraperiusels infaction”, Eur. ) Ofin Miarobiol infact Dia. 10:798-708,
1098) and swine (Kahiach et al., * identiicafion vt a 68-XKiiodalton Outer Membrana Protein as
the Major Prolective Antigen of Sordetalia bronchisepiica by Using Specific-Pathogen-Free
Piglats”, iniact, immun, 58(2):352-357, 1880). o

Prior to the present invantion, there had baan no showing that a Bordelel
bronchisepiica p&8 antigen can be a eafe and effective vaccine In doge. Thersiors, here s a -



WO 2006/038115 A - PCT/IN2005/803111 ,\%{'

S need 1o develop a Bordsislls bronchiseptica vaccins containing a p68 antigen that ls sultable /4'
- for caning uss. it would be even more advantagacus § such a Bordedelis ivonchisepticn p88
vaccine Is safe for adminisiration 1o puppies and provites a lbng-lenm protaciion.
CD i a univarsal, high-mortalily viral dissase with variahle maniiestations.
Approadmutsly 50% of nonvaccingied, nonimmune doge infectad with GO vinm develop clinical
10 signs, and epproximately 00% of those doge die.
infeciious canine hepatilis or ICH, caused by canine adenovinm type 1 (CAV-1), s a
universal, sometimes falal, virel disease of doge characiestrad by hepatic and generefized
. ‘endothelisl lesions. CAV-2 causes respiratory dlssase, which, In savers oases, may inolude
pneumonia and bronchopasumonia.
15 CP1 ls & common viral upper reapiraiory diseass. Uncomplicaied CPt may be mild or
subaliniosl, with signs becoming mare severe ¥ concurrent infection with cther respiraiory
pathogens wdsts. _

CPV Infaction resulis in enteric dissase characterizsd by surkisn cneet of vomiting
and dianhea, often hamorthagic. Leukopenia commonly accompaniss clinkoal signe.

20  Buscepible doge of any age can be affecisd, but mortalily ls gresiest in puppiss. In pupples
4-12 wouks of ags CPV muy occasionally cause riyocardite that can resul in acute heart
feflure after a briel and inconspicuous Bness. Following Infection many doga are refraciory fo
the dissame for & yeer or more. Similasly, seroposiiive biiches may tmnsler ta thelr pupples
CPV sriibodies which can intsriere with active immuntzxtion of the puppies trough 16 weeks
25 ofage.

CCV also causes enterio disease in suscapiible dogs of all ages Worldwide. Highly
coniagious, e vin Is tenemiied primarlly through direct contect with infectious feces, and
may cause clirical snterilia within 1-4 deys after posure. Severlly of dissase may be
exncerbaled by conousrent infection with other agents. Primary signe of CCV infection include
30 enomaxis, vomiling, and darrhea. Frequency of vomiting usually diminishes within a day or 2
after anset of diarthes, but ciarhea may Enger through the courss of infscion, and stnols
ocdasionally may contain strasis of biood. With CCV indection most dogs remein afebrile and
" inulopania Is not cbesrved in uncomplicaled casss.

Lepioapirosis cocurs in dogs of all ages, with & wide range of alinical aigns and
335  chronk neplultls generally following acute infaction.

Some combination vaccines have besn developed, including thoss sok] under the
Vanguard® tradenams. However, prior 10 the prasant invention, there have besn no effective
" combination vaccines that protect dogs egainet Sarcistelis bronchiseptics end one or more of
ather canine pathogens such as CD vinus, CAV-2, CP1 virus, CPV, CCV, and a Lepiospie
40  spocies such as L. ivatileve, L. canicols, L. grinpolyphoss, L. iterohesmonthegine and L.
pomaona. There aleo have besn no effeative combination vaccines comprising L. Bvafislhva
against these other canine pathogens but without Bordisielin bronchiseplicn. A problem in
devaloping combination vaccines involves efficacy intarference, namely a fallure of one or
mors anfigans In a combinaiion compasilion to maintaln or achieve efficacy bacatas of the
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presence of the other anligans in the composition. This is balleved to be a result of

- interference with an aniigen in the compoaition administered 10 & host, 6.9, 2 dog, in the
immunaiogical, enligenic, antibody or protective resporse such antigen induced in the host
beceuse of the other antigens presant i the composilion. However, for other hosts, such es
cats, cambination vaccings are known. It is beflaved that efficacy interierence In doga s dus
to some pecullarily of the carine biologioal pystam, or due 1o the reaction of the antigens with
the canine biological system.

Thare Is & need, thereiore, o develop & combination vaccine sultabis for
adminisiration 0 dogs against Bordstelle branchiseptica £nd one or more olher canine
pathogena, which doss not eshibit efficacy inteviersnce In canines. Thare Is siso & need
develop euch comblnation vecoines without Sorndieisiia bronchisepiios. It would be even more
sdvantageous ¥ such combinalion vacoines are safs for administration © puppiss and provide

SURIMARY OF THE INVENTION -

The present invention provides vaccines and methads for proteciing dogs againet
dissmnes cmed by canine pathogens.

. In one embodiment, the presant inveniion provides pB8 vaccines sullsbis for
administration to dogs and capsbie of protecting doge ageinat disease asused by Bordietells
bronchisspiica. Such vaccines of the presant inveniion inolude a Borclalale bronchisepiice
B0 antigen and a velerinary-acceptable casrier such a8 an adjuvent.

in another embodiment, tha pressnt invention providss methods of proteciing doge
against disgass caused by Bordsislla bronchiseption by sdiminisiering 12 a dog & vaocine
which inckaioe a Bordeislia bropichisepiics pi8 anfigen and a velwinary-anceptable carier
such &8 an adjuvant.

In sncther embodiment, the present inveniion providas Lapivapie tvatisine vaccines
suliable for administration 1o coge and capabls of protecting doge againet disssse caused by
Lapiospirs bratisiava. Such vacoines of the present invention inolude a oall preperaiion of
Lapiiapi ratistevs and & vetarinary-accepiable onrrier such as an adjuvent

" Inancther embodiment, the presant invention provides methods of protecting doge
. againet cissass caused by Lepiospire braffalsve by administaring to a dog & vacoing which
inchudies & call preparation of Lapiodpia bratisine and & veterinary-acceptshls casrier such ss
anafuvant. - . .

in sill ancther ambodiment, the present Invention provides combination
sultable for adminisiration o doga. The combination vaacines of the present invention inchude
a BSardelalis bronchiseption p88 antigen in combination with ut loast one cther antigan from
other canine pathogens, capahis of inducing a prolective immune meponss in dogs against
dissase caysed by such other pathogen(s). Such other pathogans can be selscted from
canine distemper (CD) virus, canine adenovinus type 2 (CAV-2), canine parsinfisenza (CPY)
virua, canine parvovirus (CPV), canine coronavirus {CCV), canine herpsevirus, rbiss virus,

&
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5 Leplospla bratislava, Lepinepia canicols, Lepiospira grippotypinss, Lepiospla
icisrohesmormhagise, Lepiospiva pomone, Laptospira havdjobovis, Porphyromanas app.,
Bacieriodes spp., Lelshmania spp., Borvelis app., Enviichia app., Mycopiaama app. and
Microsporum canig. ]

A prefarred combination of the pressrt invention Includes two or more antigens from

10  osnine pathogens, capable of inducing a prolective immuns response In doge againet dissase

caused by such pathogen{s). Such pathogens oan be esieciad from canine distermper (CD)

visus, canine adanovirus type 2 (CAV-2), canine parsinfiuenza (CP1) vina, canine parvevinus

{CPV). canine coronavirus (CCV), canine herpesvirus, rables virus, Lapioapia braiiclava,

Lepiospire aanicala, Lapiospira grippolyphose, Lapicspira iclsrohasmontagias, Laptospira

13 MMMWmmmm“

Borrelin spp., Swiichia epp., Mycopisema spp. and Microsporum canis.
AMMMHHMWMMW

ummmmmmmemm.mmm

vins and canine pasvovina (CPV); an inactivated preparation of & atrain of canine coronevirus

20  (COV); and a Borcotlle bronchisspiioa p88 antigen. o
A prelesred combination vaccine of the presant invention includes aftanuated straine

of canine distemper (CDY) vinus, canine adanavinus type 2 (CAV-2), canine pareinfivenza (CPY)

virus, and canine parvovirus (CPV); ﬂmWMdlMdm
coronavirus (CCV).

25 mmmmuhmmmm

etraine of canins distemper (CD) vins, canine adenovirus type 2 (CAV-2), oanine

paminflusrzs (CPY) vinm and canine parvovirus (CPV); an inaciivated preparalion of a strain

- of canine coronavirus {CCV); a Sordetelis ronchisspiics pBS protsin, and an inactivaied call

mdmwmwmmmm

30  grippolyphoss, Lapicapia icterchasmornhegias and Leplosplrs pamons).
mmmmdhmmmm

straiis of canine distemper (CD) virus, canine adenovinis typs 2 (CAV-2), canine

m(mmmmmmwmwmn
sirsin of carine coronavirus (CCV): and a ol prapansiion of five Lapioapim serovers

33  (Lepiospiu braiisisve, Lopiospia asnicols, Lepiospira grippotyphoss, Lepiospire

iclerchaemorthagise and Lepioepirs pomona).

‘Ancther preferred combination veocine of ths present invention includes afienuatsd
straine of caning distemper (CD) vinm, canine adenovius type 2 (CAV-2), canine
parsinfiisnica (CP1) virus, and canins parvovirus (CPV); an insotivated prepansiion of a sirain
40 of canine coronavirus (CCV); and an fnaclivaied call preparstion of four Leptospiva serovars

{Leplospia canicols, Laplospirs grippotyphase, Lepioepira loterchasmanhagias and

 Lepiosplre pomons).
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X3 anaiher preferred combination vaccing of the present invention includes
siterusied strains of CD virus, CAV-2, CP1 virus, a CPV straii; and a Bordistells

-bronchiseptice pGa antigen.

Still ancther prefermed combination vaccine of the present invention includes
attenuated strains of CD virue, CAV-2, CF virus, a CPY strain.

Ancther praferred combination vaccine of the present invantion includes attenusted
sirains of CD vinm, CAV-2, CP[ virus, & CPV strain; a Sordaialle bronchisepiica p8B antigen;
and an ineoliveind oel preparation of Laplospia caniools and Leptospia
ictarchasmorrhagise.

Ancther prefasred combination veccine of the presant invention includee atienusied
simine of CD virua, CAV-2, CPY virus, & CPV sirain; and an inactivaied cell preparation of
Lapiospira canicole and Lapioapira lolerohasmorn taging.

ummuﬂﬁ.mdummm
mmdmmmmmm-mmamw
P88 antigen and en inacthvaied call preparstion of five Lapioepin serovars (Lapiospia
mmmwmmm
and Lepioepirs pomons).

Ot another preferred conbinalion vaccine of the prassnt knvention includes
attanuated straina of CD vinm, CAV-2, CP1 virus, a CPV strain, and an inactivated cel
preparaiion of five Lepicepiea serovars (Lapicepia bradisinve, Lapioapia canleals, Lapiospia
Gripotypioss, Lepioepine isrohesmorthagias end Lopiospia pomons).

Sl anoiher preferred combinetion vaccine of the presant invention inchudes
wﬁ-dmmmumm-mmmmwu
praparation of fourLapiospira esrovars (Lapiospie asnicals, Lepiospira gripoyphose,
Laptospire icterchesmontagies wd Lepiospira pomons).

mmmmm.mwn
antigen and an atiernmied Pl virus.

ammmmm-wmm
antigan, an attenusied CP virus and an inectivaind cell prapanation of Lapiospira canicola and

mﬂmﬁ&mmaﬁmwwm -
causad by a canine pathogen by edminisiering 1o a dog a combination vaceine of the present
weniion. . .

Fgure 1. mdummammmmu

‘umaccineied and Bordaieila po8 (15W)WMM%

Bordetelln bronchisepiica.
Figuel md&mMAMhmmmm

with Bordeiallz bronchiseptics.
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Figure 3. Sumimary of the geomelric mean ol p68 ELISA endpoint fiars in
unveccinaiad and Sordielslia pé8 vaccinated dogs following vaccination and aersol chalisnge
with Bordeialla bronchisapiion.

- Figure 4. Bummary of Senan Amylold A thars in dogs following asrosol challange
with Bordedells bronchisepiice. _

~ Figares. Westam biot showing reactivily of pS8 monodional antibody Bord 2-7 o
pB8 whols ceoll lysals.

hmmhmmmmmmu
adminisiration 10 dogs which are capable of protecting dogs against dieease caused by
Bordeiela brorhivepiion. The monovalent veccines of the presant invantion include &
recombininily produced Sordistsli bxanchisepiica pS8 anligen and a velerinary-ecoaptuble
carrier such as an adhwant.

In another embodimern, the presint invention provides methods of prateciing dogs
against disesss caused by Bordsiela bronchisepiice by administering 1o a dog a monovaient
vaccine which Includes & recombinently produced Sordsialis bronchiseptice p88 sntigen and a
velarinary-acoapiable carmier such a8 an adhvant.

in sif anoiher embodimant, ths present invention provkiss combination vaccines
suliabie for administration 1o dogs. The cambination vaccinse of the present swention includs
& recombinantly produced Sordistali ronchisepiion p88 antigen in combination with at lsest
one other antigen capeble of inducing a protective ivimune response in dogs againet dissase
cmumed by such other anligen. Another embodiment of the present invention includes two or
mmmmmmﬂﬂmnmmmh
doge ageinat dissass ceueed by such pathagan(s).

A preferved combinafion vaccine of the present kwention includes attenusbed straine
ol canine distamper (CD) virue, canine adenovirus type 2 (CAV-2), canine paminfiuarea (CP1)
virus and canine parvovirus (CPV); an inactiveted prepasation of a strain of canine coronavius
(CCVY; and a preparation of four Laplospira asrovan (Laptospics canicols, Laplospia

Another praferred combination vacoine of the present invention includes attenuatad
siraina of canine dishampar (CD) virua, canine adanovirus typs 2 (CAV-2), caning
paminfivercm (CP1) virus and cenine parvovirus (CPV); an inactivaled preparaiion of a sirain
of canine coronavirus (CCV); and a preparaiion of five Lepiospire serovars (Leptospia
mmmwmww
and Lapinepie pamoans).

St another prefermad comblinalion vaccine of the present invention inchudes
aiterusind sirains of CD virus, CAV-2, CP1 virus, & CPV sirain; and a preparetion of four
Leptospica ssrovars (Lepiospira canicoln, Lepiospira grippolyphoss, Lapivspire
ioterolmemorrhagias and Lapiospiva pamons)..
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Ancther prefered combination vaceine of the present invention includes sitenuated
siraing of CD virus, CAV-2, CPi virus, & CPV sirain, & CCV sivain; snd a preparation of
Leptospira canicols and Lapioepirs icterchasmonhegies.

St another prefemed combinalion vaccine of the presant invention includes
atterumted straine of CD virus, CAV-2, CP1 virus, a CPV straln and & prepasaiion of five
Lepiospis ssrovars (Lepioupie bratisieve, Lepicspie canicols, Lepiospire grppolypéioss,
Lapioupira icterchasmonhagies and Leplospia pomona).

The present invention also provides mathods of proteciing dogs againet dissase
caused by a canine pathogan by sdminlstering 1o a dog & combination vaocine of the presant
inveniion. :

For clarky of disciosurs, and not by way of imitation, the detalled description of the
Invention s dividad inin the following subsections which dascribe or Bustraie certain feshures,
embodiments or appications of the inveniion.

: Definkiions srwl Abbrevistions

The ferm “protecting & dog ageinat a disaase caused by & canine pathogen® as used
herain means reducing or aliminaling the riak of infection by the pathogen, smeiorsing or
allsvixiing the spnpioms of an infeciion, or acosisrating the recovesy from an infeclion.
Protaction ls achieved ¥ theve is & reduction in vinl or bacterial load, & reduction in virel or
bacterial shedding, & decresse It incidence ar duration of Infactions, reduced aculs phase
mmmmwwminmhumm
growth, for example. '

The term “p8S anfigen” refers 1 a protein with a molscular weight of 88 kDa as
determined by 806 polyacrylamide gal slectropharesis, is recogrtzed by the pas-epeciic
monacknal srdibody Bord 27 (ATCCH ), and hae an aminc ackd ssquance as est forth In SEQ
D NO: 1 or an smino ackd sequence that s subsiantiafly kisntical fo 8EQ ID NO: 1,

By “subsiantially kiensioal® is meant a degree of ssquance idenifty of ot issst about
80%, prulerably at lazat about 95%, or more preferably, at least ahout 868%.

The ferm *monowalant vancine” as used hersin refers 1o & vacoins having one
principal anfigenic companent. For exsnpls, & p88 moncvalent vacoine inchudes & Sordedaly
bronchisspiiaa pOS antigen es the principal anfigenis companent of the vacaine end is cepabils
ol proiaating the animal to which the vaccine s adminisiered againet diseases caused by
Bordsielia bronchisepiica. Ancther axampls of a monovalent vacoine includes a oell
preparation of Lepiospia brafisiava as the principal antigenic componant of the vacaine and s
capable of protecting the animel 10 which the veccine Is administered against diseases causad
by Leptospis bratieisve.

The term “combination vaccing” ls meant a biveient or mulivalent combination of *
antigens which are capable of inducing a protective Immune response in doge. The protective
effscts of a combination vaccine against & pathogen or pathogens.are nommally achieved by
Incucing in the arimel eubject an immuna respones, sither a cel-mediated or & humoral
immune response or a combination of both, '
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By “tmmunogenio” ia meent the capacily of a composdion 10 provoks an inmuns
respones in dogs ageinst a particular pathogen. The immuns responaa can be a celluler
irsnune respones mediaied primarily by cytoloxic T-cells and cylokine-producing T-cells, or a
humoral immune response mediated primarlly by halpar T-calla, which in tum activaies B-cofls
leading to antbody production.

WMWMMIMMMII&“M
of a monovaient or combination vaccine sufficiant 1o elick a protective immune response In the

" dog 1o which  is administered. The immune response miay comprise, without imiiation,

induction of celiular andéor humoral snmunity. The amount of a vaccine that is therapeutically
sfiacive may vary depending on the particular antigen uead in the vacains, the age and
condition of #he dog. andvor the degree of infection, and can be detorminad by a veterinary
physician.

pil Yaocines
The presant knvention has demonstrated for the firet ime that a vacoine composliion

M-wwmmmmwmm

"o

causad by Bordetefa bronchiveption. The vaccine composiiion of the present invention doss -

not cause significant posi-vaccination reaciions, s sefe for adminisization to pupples, snd
inchuces protective irunily in doge that lasts for an extended pariod of ime.

Acoordingly, one embodiment of the preseat Invention ls directed 1o & vacaine
composition containing & Bordelelis bronchisspiice poa antigen (or “a p88 vacckw™), that s
sultuble for adminiatration to dogs and is capabie of proteating dogs against dissase caused
by Bordisdalla bronahisspiica, ¢.g-, infeciious iracheobsonchitis ("kennel cough').

For the purpase of the present invention, the iarm “p88 antigen” relers (o a prolein
{see Figure 5) with a molsculer weight of 88 kDa as delannined by S8D8 palyacrylamide gel
elsciraphoresis, is recognized by the pS8-specilic monacional aniibody Bord 2-7 (ATCGR ),
and has an amino ackd sequence as set forth In BEQ ID NO: 1 or an amino acld sequence
that Is substartially identical % SEQ ID NO: 1. By “substantially idertical” ls mesnt a degroe of
saquence identity of af least about 90%, preferably at lsast about 65%, or more prefersbly, at
loast about 98%. An axample of a p8S anfigen having an amina acld sequencs substantielly
kientioal 10 SEXQ ID NO: 1 Is the pSS aniigen desoribed In WO 02717587, which Is set forth In

_ SEQ D NO:3. The ps8 apacific monocional sintibady of the presant irvention recognizes

naiive pBS proteins, ecombinant pB8 proteing and pSa proleina on the surface of bacieda, for
exampld. ’

in sccordance with the present invention, pes antigens sultabie for use in the present
inveniion inchade both netve p88 prolsins (Le., nahually occurring pB8 proleins purified from
Bordainlia bronchissptics) and recombinantly prodused p88 pratains.

Purffication of native p&8 from Bordetalia branchisspiica ls described, a.g., In
Moniaraz et al., rfeciion and immunily 47: 744-751 (1986), and Is also Bustraied in the
examples provided hereinbalow. Racombinant production of pB8 can be achisved using any
one of the molecular cloning and recombinant expression techniquee known 1o thoea sidiied In
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the art. For mampis, & nucisic soid molsouls encoding PSS can be inoduced into an

" ppropriats host ced, such as a bactarkum, & yeast cefl (.g-,'a Plohis cell), an insect cell or &

mammafian cell (0.g., CHO call). The ps8-encoding nuclelc acid molsculs can be piaced in
an oparable linkage 1o a promoter capabie of sffecting the expression of the p8 antigen in the
hostcall p8B, which is expreseed by the host cifl, can be readily puried using routine protein
In a prefarred smbodimant of the presant invention, the nucisoctide sequence na set
forth In 8EQ ID NO: 2 coding for the p8S antigen which has the amino ackd sasquence of 88Q
ID NO: 1, Is cloned In an exprassion vecior and placed in an opombis inkage o a
temnpamthure senslive promoier. The expresalon vecior is inroduced into Sechariohia colf and
the pB8 antigen ls expressad upon hast induction. The calls are lyead and the inclusion
bodies where the pAS aniigei accumulsies are separsted by centrifugation. The recombinant
PGS in the inclusion bodies s sokubilieed using 806 or other solubization agents known in the
st such ae urea, guanidine hydrochioride, sodium cholate, taurccholste, and sodium
deaxycholats. in accordance with the prasent invantion, a purifiad native or recombinant pas
protein Is combinad with & velarinary-acceptabile carnier 1o form a pfi8 vaccine composition.
The term "a valsrinery-accepiabie candar” inchxdes any and sl soivents, dispersion
mmﬁmmmmmmm

" sniungal agents, iscionic agenis, adsomiion delaying ageiis, and the Bks. Diuerts can

include waler, saline, dexirase, sthancl, glyoardl, and the ike: lsotonic sgents can inchule

socium chicride, dextross, manniial, sorbliol, and incioss, among ofiers. Stabilizers Include

slbumin, among olhen, .
Adjuvants sultabis for 1ee In accordance with the present invention includs, but are

not imied 1o seversl acfjuvant classes such as; mineral salts, 9.g., Alum, sluminum lydroxide,

akuminum phosphate and osicium phosphals; susface-astive agents and micropastioies, 8.5,
nonianic biock polymer suriactants {e.g., cholsstercl), virosornes, sapanine (e.g., Qull A, Q8-
21 and GP1-0100), protecsomes, imuraine stimidating complexss, cochisaine, uarerinery
aminas (dimstind dicoatadecyl ammonium brormide (DDA)), swiidine, vimin A, viamin E;
bactarial products such as the RIBI adjuvant system (Ribl tno.), cell wall skelsion of
monophosphoryt ipld A, Baaliue Calmete-Guurin, heat labile E. coll srteroloxing, cholam
toxin, trehaloss dimycoisies, CpQ dligodsaxmuciectidss; aytokings and honmones, &.g., |
intesieuidns (IL-1, IL-2, -8, IL-12, [L-15, 1L.-18), granulocyls-macrophage colony stimulating

_ facior, dahyirosplandrosiarons, 1,25-dihycdroxy vitamin Dy; polysnions, e.g-, destrar;

polyaorylios (e.g-, polymethykmethectyiits, Garbopol B34P); carriers 6.g., tetenus kodd,
diptheria foxoid, cholem foxdn B subnult, matant heat lablle enteratosdn of enteroicedganic E.

- coll (mT), heat shock proteina: oll-in-water emulsions ¢.g AMPHIGEN® (Hydronics, USA):

and water-in-o emulsions such aa, a.g., Freund'a compiets and incomplate adiuvanis.
Preferred adjuvanis for use In the vaccines of the present invention include Quil A and

cholesterol.



WO 2006038115 - PCT/IB2003003111

10

» oy

The p68 antigen and the veterinary-acosptable carrer can be combined In any '
corveniant and practiosd mamner o form a vacaine compasiion, 8.g., by admbdure, solullon,
suspansion, emulsiication, sncapsulaion, sheorplion and the ks, and cen be made In
formuiations such as tablels, capsules, poucder, syrup, sunpensions that are sullable for
injections, implentadions, nhaiations, ingastions or the Jke. Preferably, the vacdine is
formuiatad such that k can be administered 1o dogs by ijection in a dose of about 0.1 10 5 mi,
or proferably about 0.5 10 2.5 mi, or even more preferably, in a dose of about 1 mL. When
MhMMthMMhM“
by weall-known procedures.

The amount of p88 In the vaccines should be immunizing-effective and is genarally in
the range of 0.5 — 1000 yig per dose. Prafscsbly, the amdunt of p88 I in the renge of 1-280
g par dose. More prefecably, the amaunt of p&8 Is in the ranga of 10-100 ig par dose. Even
more prelerably, the amount of p68 Is about 15 10 25 g per doss.

The amount of adjuvants sullabis for use in the vaccines depands upon the nshure of
the adivert used. For axample, when Qull A and cholsstercl ae used as edjuvant, Qull A ls
genserally in an amount of about 1-1000 pg per doss, praferably 30-100 j1g per dose, and mors
praferably, about 50-75 g per dose: and cholestarni is generally in an amount of sbout 1-
1000 g peridoss, praferably sbout 30-100 g per dose, and more praferably, about 50-75 pg
per doss. '

in ancther smbodiment, the present ivention provides mathods of protecting dogs
against divense cmmed by HSordoialle hronchipepiice by administering 1b a dog & p88 veccine
composiion, as describad hereinabove. in acoordance with the present i'wention, the pbe
vaccine composiion provides doge wih a long e immunily for st least sbout 4 months,
preferably for at lsast dhout 6 months, or even more preferably, for about one yeer,

in accordance with the present ivention, & p88 vaocine can be administered to & dog
by any known routss, Inchuding the oral, inranasal, mucosal, topical, tranedermal, and
parenteral (6.9, intravencus, infraperionesl, intradenmel, suboutansous or inframuscular).
Adminisiration cen siao by achioved using needie-free dalivery devices. Administration can
be achisved using a combination of roulss, a.g., first administralion ueing a'parental roule and
subsscquant adminisiration using & mucosal rouls.

mmum“mum
administreliona.

mmmwdhmm-mwmmd
uuswﬁmnu7mnmmm tleast8orhd
wesks did. Doga can be vaccinaind with ang dose or with more than ane doss of a paa
vaccine. Prefermbly, two doses of a p08 vacoing are adminisierad 10 doga with an Inlerval of

. about 24 weeks, preferably about 3 weeks, batween the two adminisirafiona. if dogs are

vaccinated balore the age of 4 months, R is recommended thas they bs revaccinated with &
singla dose upon reaching 4 months bl age, bacause matemel antibodies may intarfere with
development of an adequats immune esponse In puppies lses than 4 months oid. Doge can
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ﬁnhmmmnﬁdﬁ mﬂw“nﬂnildy. .
such as breading, boarding, and showing sltualions. an additional booster mey be givan within
1 your, or preferably 8 manths, of the cocurrence of these events. '

Combination Yaccines :
In another embodiment, the present invantion provides combination vaccines and
methods for prolaciing doge againet Sordetalin bronchisepiics andior ane or more other
canine pathogens by adrninisiering such combinalion vaccines. The combinalion vaccine

compositions of the present invention do not exhibit eficacy interferance and are safe for

adminisiration to puppies.
Tha cambinalion vaccines of the present ivention includs a Borcistelle bronchiseptics

" B8 antigen, which can be mads se describod hereinabove, in combination with at ieset ane

antigen from other canine palhogens capable of inducing a prateciive Immune responss in

. dogs against disease caused by such other pathogens. Such combinafion vaccines also

include combinations of two ar more such other canine pathogens without the péB antigen.
Such other pathogens include, but are not imited o, canine distemper (CD) virus,
canine adenovirus typs 2 (CAV-2), canine perainfluenza (CPY) virus, canine parvovirus (CPV),

.-mmmmmmnﬂum Antigens from these
pathogens for usa In the vaccing composkions of the prasent invention can be In the form of «

modified ve viral prepantion or an inactivaied virel preparaiion. Methods of afinuating
virulent siraine of thees viruses and methods of maldng an inaciivated viral preparation are
known in Gre st end aze described in, 8., U.8. Palents 4,587,042 and 4,507,043
mmummmwmm
gripoiyphoss, Lepiospia iclerchasmonhegiss, Lepiospira pamons, Lapiospira harcjobovis,
Porphyromonns spy., Bacteriodes app., Laishmania spp., Bomela spp., Bvichia epp.,
Mycoplasma asp. and Microsporan canis. Ardigens from thees pathogens for use In the
vacoine composiions of the present inveniion cen be in the form of an inactiveled whals or
partial call preparlion, uskig methods well-known In the art. For eximpls, methods of maldng
an inactivated whole or pastial Lepioepira osll praparation are known in the art and are
described In, a.g., Yan, K-T, “Aspents of immunity 1o Lapiospia bargpetersent serover

- harcl’, PhD Thasis, Appandix |, 1998. Feoully of Agriculwwe and Food Salence, The Queer's

University of Baliast; Mackiniosh et al, “The uss of & hargio-pomona vacaine 1o pravant
lsptospiruria in caltle expodad to netural challengs with Lepioepia inferrogans ssrovar hardld”,
Naw Zealand Yol ). 26:174-177, 1680;800n ot al, “Eftect of vactination with & pentavalent
lepiopairal vaccine on Lapiospire Mnlenugans serovar hardjo iype harcfo-bolve infection of
pragnant caitie”, A, J, Vet, Bias, 50:161-165, 1980,

In accordance with the present invention, the combination veccines penerafly inchuds
a veisrinary-acceptable oasrier. As describad herelnabove, u veterinay-accepiable canter
includies any and all scivents, diapsreion madia, coslings, adjuvenis, atablizing agenis,
diluenis, preservatives, antibacterial and antifungal agenis, ieolonio agants, adsarption
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delaying agents, and the lks. Disents can include walsr, saline, daxiross, sthanol, glycerol,
and the fks. lsclonio agenis oan inciude sodium chioride, desdrose, manniiol, sorbitol, and
lacibes, among others. Stabiizers include albumin, amang others.

Adiuvants sullsbie for use In accordance with the present invention include, but ars
not imited to saveral adjuvent classes such as: mineral safts, .g., Alum, aluminum hydroxide,
aluminum phosphats and calcium phosphats; surface-aotive aganis and microparficles, e.p.,
nonionic biock palymer suriscinnts (e.g-. cholesterol), virosames, saponing (e.g., Quil A, Q8-
21 and QP1-0100), prolsosomes, immuns stimulating complaxss, cochisates, quarterinary
amines {(dimethyl diocatadecyl smmonium brornide (DDA)), avrkiine, vitamin A, viismin E:
bacterial prociucts sush as the RBI adkvent systemn (Ribi Inc.), cell wall aksleton of
Mycobackeruro phisi (Delon®), muramyl dpepiides (MIF) and tripaptkies (MTF),
manophasphoryl Ipid A, Baclius Calmete-Guerin, heat labile E. call enterotoxine, choler
f0sdn, trehulose dimycoiais, CpG cligodecnucisatides; cytokines and hormonas, 8.g.,
interisuldng (IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, IL-18), granulocyte-macrophage colony stimulating
factor, détydrosplandrosterons, 1,25-dihycdroxy vilamin D,; polysnions, 6.9, dexiran;
polyacrylios (e.g., polymelhyimathacrylate, Carbopol 534P); canvlers e.g., tetanue toxid,
diptheria 1oemid, cholera toudn B subnuR, mutent heat isbile antevolosin of enterolaxiganic E.
dmnmmmmm;mmngm
and walarin-oll emuisions such as, 8.g., Freund's compisis and incomplals adiinvants.

Proferred adjuvants for use in the combination vawgines in accordance with the
present invention include 1) Qull A plus cholesterol; and 2) aluminum hydroside. The amount
of adihrvants sullable for une In the vaocinel depends upon the neiure of the adiuvant used.
FummnlAmd_dnmd-ﬂMMAIMhm
amount of sbout 1-1000 g per dose, pralarably 30-100 g per dose, and more prefensbly,
about 30-75 g per doss; and cholesterol is genarslly in an amount of about 1-1000 pg per
doss, prefevably about 30-100 g per dose, wxd mare praferably, about 80-73 g per doss.
When sluminum hydrcodds is used as adiuvan, I is generally in an amount of sbout 0.5-20%,
proferabiy about 0.5-10%, and more preferably sbout 1-2%.

The pAS aniligen, one or more antigens from other pathogens, and/or the vetednary-
accepiable carrier can be combined in any conveniant and practical manner to form a
oombination vaocoine composition, a.g., by admbdure, solulion, suspension, emulaliication,
ancapeulation, absorplion and the ks, and can be made in formulstions such as tablets,
capsules, powder, syrup, suspensions that are sultable for injections, implaniations,
Inhelations, Ingestions ar the like. Preferably, the vaccins ls formutated such that &t oan be
administarad to dogs by Injection in & doss of about 0.1 10 5 mi, or preferably about 0.5 10 2.5
mi, or sven move preferably, tn a dose of about 1 mi.

_ Combination vaccines may prepared by rehydeating a fresze-dried preparalion of the
atisnuaind viral strains (or & preparaiion mads by other methods such as spray drying or
desiccation) end viral prepamfion with a kquid praparation, which liquid preparation ks
composed of the Lapiospival antigens, disscived in steriie saline salution end adjuvanted with

FCT/ID2005/083111 qB
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Qull A and cholesterol. Such combinafion vaccine may siso be prepared by refydrating &

" freaze-drisd preparstion of the afterusted viral sirains’ and Lapioapira vinl preparation {or &

preparstion mads by other methods such as spray drying ar desiceation) with a sterdie
solution, or rehydaiing sakd freezs-drisd preparation with CCV pius diluent. .

in accordence with the pressnt invantion, combination vaccinss can be administered
to a dog of at ieast 6 weeks oid, prelerably at lesst 7 weske oki, and more prelessbly, at laest
6 or 8 wesks okl The combination vaccines can be administersd in 2 10 4 dosss, prefarably
In 2 10 3 doses. The doses can be adminisisred with 2 1o 6 weaks batween each dose,
prefembly with 2 10 4 woeks betwean each dose.

The administration can be donie by ny known routes, inchiuding the orsl, inianasel,
mucoaal fopioel, tramsdermal, and purenteral (¢.g., Intravencus, inbeperioneal, Inkadermal,
subcutarwous or iIntramuscular). Adminisirelion can also be achisved using needie-free

S

dalivary devices. Adminisiraion can aiso be achisved using & combination of roulss, a.g., first

Prefarmed routes of administretion inchxds subculanscus end intremuscular administraiions,

Praierred Combination Yacoines and Vescinstion Methods

‘administration using a parental roite and subsequent adminisiafion using a mucosal routs.

A prelerrad combination vacoine of the presant invention includes an attsnuaied sialn

of CD vinm, an afenusied strain of CAV-2, an sanusied strain of CP{ virus, an allenusied
sirain of CPV, an inactvaded preparation of ¢ sinein of CCV, snd & Bordelalia ronchisapiion

pEBaniigen.

/An supecially preferred combination vacoine inchdes the altsnusied CD virus sirain
designaiied as the "Snyder HIl" sirsin (Nallonal Vetarinary Service Laboriory, Ames, IA), the
stisnustsd CAV-2 sirain designaied as the "Manhatian” strain (National Velerinery Service
Labomtory, Ames, |A), the atenusted CPt virus simin having the designation of “NL-CPI°
(Miationsl Vietarinary Ssnvios Laboratory, Ames, 1A ), the atiermmiad CPV sirsin having the
dasigriniion of "NL-35-0" (Nationa! Veterinary Service Laborstory, Ames, 1A), an inaciivaind
prepasaiion of the CCV airain having the designaiion of "NL-18" (National Vetsrinery Service
Labosatory, Ames, 1A), and the recombinant Bordeisiis bronchisepiia p68 anfigen having the
sequance of SEQ ID NO: 1. Such combimation vaccine, also refsimed 1o herein a8 “the
PSA/SCV combination vaccne”, Is prefersbly prepered by rehydrating e freszs-dried
preparsiion of the atienusind viral sireins and vical prepanstion with & Squid preparation, which
Aouid preparation is composed of the 8 arifigen disscivad in slarfls aaling ackution and
adiuvanted with Quil A and cholesterol. This combination without the p88 antigen Is referred
0 herein as the SCV combination. Such combination vaccine i preferably prepared by
rehydrating a fresxe-dried preparation of the aitenuated virel sirsine and viral preparation with
a lquid preparation, which liquid preparation ls composed of siarie safine soktion and
sdjuvanied with Quil A and cholestaral,

Ancther sapscially preferred combination vaccine includss the entigenic companents
of the pBAACY combination vaccine as wall as Inactivaisd whole cell preparslions of five
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Leptospin species: Leptoepira bralisieva (e.g., & Lapiospia bratisisve sirain which can be
obtained trom National Vetsrinary Service Labonsiry, Amss, IA), Lapiospins canicol (6.g.,
sirain C-5, Naiional Velarinary Seivice Laboratory, Ames, IA), Lepinapina grippolyphoss (e.g.,
strain MAL 1540, National Veterinary Sarvice Laboralory, Amee, IA.), Leptoapira

-m(mmmnmmvmmw.m

IA ) and Lapinspia pormona (e.g., strain T282, Nationsl Valsirinary Service Laboralory, Ames,
[A). Such gombinstion vaocine, aleo refered 1o herein as “the p8A/SCVY-Lepiospira
cambination vaccine, hMMWM;MMdN
mwﬂm(u-mmwnnmm-wmu
desiccaiion) and viral praparation with & ki preparstion, which iquid prepanation is
composed of the pBS antigen and Lepiospkal antigans, dissolved in sterfis ealine solution end
adjuveniad with Qull A end cholestssol. This combination without the pé8 antigen Is relered -
to herein as the SCV-5lspiospia combination. This combination without the p88 anligen and
without Lapiospira bratislave Is referred to herein as the SCV-4Leploapira combinafion. The
5CV cambination without the p88 antigen and with Lapiospira canicols and Lapiospia
icierohasmornhagiss s referred to harein as the 5CV-2Lapiospira combination. Such
MWMMMWWIMMdh
atiemsniad viral siraing {or & preparaiion made by other mathods such as spray drying or
deaiccation) and vinl preparstion with a quid preparation, which liquid preparaiion is
composed of the Lapiowpi/ antigens, dissaived n sterie salina solution and aduvanied wih
Qudl A and cholesterol. Such combination veccines are aiso preferably prepared by
relydraing & freaxs-crisd prepuration of the attenusied virel struing srxd Lapioapim viral
preparelion (or & preparation made by other methods such as spray drying or desiooation) with
a aterlio sohuion, or elycheting seki freeze-dried peparationwlth CCVplus diluent.  ~ -

In accordance with the present invention, the pS/SCV, pAR/SCV-Lapioepira, BCV,
BCV-SLapiospira, 5CV-4Laptospira, and 5CV-2Lapiospin combination vaccines oan ba
administered 10 haalilry dogs 4 waeks of age or okder, preferably 8 weaka or okder, and
profersbly in 3 doses, sach adminisierad sbout 3 wesi; apart. Dogs can be revaccinaled
annually with a single dose. Where B bronchisspiice and/or canine virus exposure e lely,
such as breeding, boanding, and showing siuetions, an sddiional boostes may be given witliln
1y-amaml-.dhmdmm

almmdmummdhmhmm-n
atterusted strain of CD virus, an stterasated sirein of GAV-2, an atienuated sirain of CP1 virus,
an allenusisd strain of CPV, and 2 mcombinant Bordeialis bronchiseptica pB8 antigen.

An eapadially praferred combination vaocine inciudes the silsmmited CD virus strain
designatnd as the “Syrcder HII™ sirain (Naiional Vetsitnary Servics Laborstory, Ames, IA), the
attenuaied CAV-2 sirain designaied as the “Manhaltan” sirain (National Veterinary Service
Laborsdory, Ames, 1A), the sttenuated CPY virus strin having the designation of "NL-CP1-5°
(National Veterinary Sarvios Laboratory, Ames, IA), the atienuzied CPV strain designated se
"NL-35-5" {Nationel Veterinary Sarvice Laboratory, Ames, IA), and the recombinent Borcielelis
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bronchisepiica p@8 anfigen having the sequance of SEQ ID NO: 1. Such combinafion
vaccine, sieo referrad & herein as "the pSYDAPP combinedion vaccing”, Is preferably

" prapared by rehydraling & freeze-drisd preparetion of the eltenuated virsl strains (or @

MMMMWanmumwnm
preparation, which lquid preparxtion is composed of She p&3 aniigen disecivad in sterfle saline
sciution snd acdjuvanied with Quil A and cholastercl. This combination vaccine without the pés
antigen is relerred 10 a¢ tha DAPP combinaiion vaccine. Such combination vacoine ls
mmwmnmmdhmmmm
a preparafion mads by other methods such as sprey drying or deaiccation) with a Squid
prepation, which iquid prepsmtion ks composed of sterfie saline solution and adiuvanted
with Qull A and cholsstaral. '

Ancther especially prefarred combinafion vaccine incdes the snfigenic componenis
of the pBA/DASPP combinalion vaccine as well as naciiveled whols el preparations of two
Lapicapin species: Laptospirs canicola (6.9, sirain C-51, Netional Vatadnary Servics
Laborakry, Amés, IA), and Lepiapie iievohaemonhagies (6.0, strain NADL 11403,
National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA). Alsmaiively, a prefarred combination.
vaooine can includs the antigenic componants of the pSE/DAPP combinalion vaceine s well .
s inaciivated whale call preparations of five Lapioepir speciss: Lepiospie bralisisve,
Leptospim canicols, Lepiospia grippolyphoss, Laptospira icterohaemantugise and
Lepicspirs pomiona. These combination vaccines, also referred (o harain as the pS&/DASPP-
Lapiospina combinetion vaccines®, are prelerably prepared by refydraling & freare-drisd
prepantion of the stiermmied viral straine (or & preparation mads by other methods such as
mm«wwwmﬂ..umu@nﬂ
preparstion Is compossd of the p8S antigen and Leptoapiral sniigens, dissdlivad In siarlis
saline sokution and adjuvantsd wih Qul A and cholesterol

. Anemalivaly, ancther preferred combination vaccine inciudes the anfigenic
componsnts of the DAPP cambination vaccine as well e inaciivabed whols call prepaniions
of five Laptospira species: Lepionpira bratisieve, Laptospira canicols, Laploopia
gricpotyphosa, Lepiospina ketercimercerhagise and Lepioipie pamaons. St ancther
preferred combination vaczine includss the antigenic componenis of fhe DAPP combination
vaocine &s wel as inactivatad whole cell preparations of four Lepinepira species: Lepiospia
canizols, Leptaspis grippotyphoee, Lapiospia ilerahasmonhegias and Lepinspin pomana,
Thaes combinaiion vaccines, also referved o herain as “the DAPP-Lapiospira combination
vacoines”, are preferably prepared by rehydsating & freazs-crisd preparation of the attenuated
viral straina (or & preparation made by othar methods such as aprey drying or desicoution) and
viral preparation with a iquid preparsiion, whish fquid preparation s compased of the
Laptoapirsl antigena, dissoived in aterSe saline solution and adiuvanted with Qull A and
in accordance with the prassnt ivenfion, the pS/DAPP, pBB/DALPP-Leptospire,
DAPP, and DAPP-Lapicepira combination vaccines oan be adminisiered i healthy dogs 6
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3  wusks or older, or preferably B weeks of age or older, and prafesably in 2 doses, sach
administerac about 3 weeks apart. A single dose may be suficisnt ¥ given 1 & dog at least
12 waaka of ags. Dogs can be revaccinsied anmuslly with a single dose. Where B.
" bronchiseptica andior caning virus exposure ls lkaly, such as breeding, boarding, and
~ showing slusiions, an addiional boostsr ety be given within 1 year, or preferably 8 months,
10  of the coousvence of hese svenis. Ancther preferred combination vaccine includes a p88
anligen, preferably the recombinant ps8 antigan having SEQ 1D NO: 1, in combination with an
stisnusied sirain of CPL . _

St ancther prefermed combination vaccine inchsias a pS8 anfigen, preferably the
recombinant p8B antigen having SEQ iD NO: 1, an atienusisd sirain of CPL, and two at least
15 qu-mpw-mtq.-—tc-ﬂ.mw
Sarvice Labarsiory, Ames, 1A), and Lapiospie kismahaamonhagise (6.9, sirain NADL 11403,
Nationsl Visterinary Garvice Laboratory, Amaa, (A).

The amount of the p8 antigen and the antigan(s) from ons or move other pathopens
In the cambinasion vacoinss of the present invention shouki bs Immuntzing-effective. in
20  geneml, the ps8 aniigen in & combination vaccine should be in an amount of at lsast about 0.5
#g per doss. The altenusted GO virus should be In an amount of at least about 10" 10 about
10° TCIDED per dose TCiDge (Sesus cullure infectious dose 50% cylopathic effedl) per dose,
and preferably in the rangs of ebout 10° 1o about 10° TCIDgper dose. The alteruated CAV-2
. shoukl ba in an amount of at least about 10" TCIDg 10 ahout 10° TCIDg per dose, prefebly
25  Inthe range of 10** to sbout 10*° TCIDg per doss. The atienusied CP1 virus should be In an
" amount of at lssst sbout 10° TCID 10 sbout 10° TCIDy, par doss, and prefersbly in the range

of 10° 1o sbout 10" TCiDy, per doss. The attenusiad GPV shoukd be in an emount of t teast
shout 10° TCID 10 about 10° TCIDy per doss, preferably. an amount in the range of 107 to
about 10" TCIDy, per dosa. The amount of GGV In an insctivated viral preparsiion should be
30  atloast about 100 relative urits per dose, and prefermbly in the range af 1000-4500 relative
" units per doss. Each Lepiospira species in the vaocine shoukd be in the range of about 100-
3800 NU (nepheiomstrio unks) per vaccing doss, and preterably In this range of 200-2000 NU
per dose.
The combination vaccines are farmulated such fud the vaccines can be administered
35 1o dogs by Injaction In a dase of 0.1 mi o & mi, preferably rom 0.5 mi 1o 2.5 mi, end more

preferably, about 1 mi"
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The present iwention is furthar Bustraiad by the following non-Emiiing exampiss.

10 -
VACCINE: _
The experimental vactine anligen was a secombinant pS8 outer mambrans protein
(SEQ ID NO: 1) of B bronchiseptica produced by £ coff sirain LWEE. The vaccine contained
varying lovals of SD8 {sodium dodecyl sullaie) sokublitzed pB8, acfivarted with 50 jig of QAC
15 (OulASOugocholesterc) na i mbdose.
CHALLENGE MATERIAL:
' An asrosol of Bordelelin bronchisepiice, dog isclate #658, passage #3, lot-
#051507, wag used as the challsnge maisrial: The mesn plale count was 1.50 X 10°
CRUML
0 ANBMALS: ' _ ' ,
Sixly mals and femaie canine pups were mmndomly allocated 10 one of eix treatment
"groups (10 pupa par group). Pups wam bied and tracheal swabs were talcen 41 days prior fo
" the tirst vactination and again 28 daya prior 1o first veccinssion and any ssropositive or aulture
positive animals were removed from the shudy.
3 - Animals were randiomiy assigned 10 reaiments and rooms according 1o & rndomized
MMWMMMMMMd

N?MM.

DESIGN:
Qomp _ Dowigel Poste'  Nuvberoiiwimsle
™ - :-:ﬁm-ml 0 2
Toz 1 pgpte ac )
03 4ugpoe ac ]
T ' 18 pgp08 ac e
Tos o4 pg pia 8C ]
Tos 280 yg pos ac 8
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3 PROCEHDURE:
VP Adminisiafion:
. Animals were vanainated on Day 0 with aither the placebo or the exparimantal
vaccing. A sscond vaccination was administered on Day 21. The first vaccinetion was
adminisiered subcutansously in the right neck and the secorx veccination was adminisiered

10  subcutansously in the lalt neck.
Lhalsnge Adnhisirstir:
Al gnimais wers challanged 28 days after the second vaccination with an aeroeol of
- Hordsislia bronchispelios. Animals were moniiored for coughing for a period of 30 minutes,
twice dally (once in the a.m. nmhhm)mmmmmmm
15 challenge (Days 51 through 63).
Dbaenvations and Sampies Collsclion

Al injection sitne were peipaied and messured three dimensionally for seven days
-mumﬁuhn(momvmmwmuumnu'qm
sach vacainaiion (Deys 14 and 35).

20 Recial tempemiures ware reconded on the day of vaccination srxd for thres days
following each vaccination (Days O through 3 and 21 through 24).

Biood vwas collectad on the days of vaccination (Days 0 and 21) and on Days 42, 80,
and 63 and assayed by ELISA for spaciiic anibodies against the p88 protsin purified from &
bronchispeiiza. Biood was aiso colleciad on Days 42, 49, 50, 52, 54, 68 and 58 and analyssd

25  for Serum Amyloid A (SAA).

Al animais ware iracheal swabbed for B bronchispetice isolation and bicod was
Mhnwmmmbmmhm on Day -
4‘lllllﬂq-mnlmmydl.

k(] Puldlﬂupumclldbmmho.m ummuum
o sach wall at 100 pl/well. Ths pintes wore incubated ovemight at 4°C. The pixtes were
then washad once with exosss PBS-Temen 20. 1% nonfat drisd milk in PES was sdded © the

. plates st 200pLAwel. The plates were then incubuted lor 1 hour at 87°C. Tha plates were
" then washad once with sxcess PES-Tween 20. _

s Dog or mouse serum was added at & 1:50 diudion 12 the top row of the ELISA pintes
and two fold sarially diuled sonsn was adkiad ol the way down the plate. The plaiss were
incubated for 1 hour st 37°C. Subsaquently, the pisias were washed 3 times with exceas
PBS-Tween 20. '

Toﬂhuiubﬁduhdqmmﬁpnpumﬂubddﬂuﬁhnlgﬂﬂ+

40 L), diuted ata 122000 diiution, was addad at 100 uL/Avel. The pistes were then incubated for
1 hour at 37°C. To plates incubsted with mouse ssrum shove, peraxidass labeled goat antj-
mouse IgQ (H + L), diluted at & 1:4000 dliution, wea addad at 100 ylAvel. The pistes were
then Inaubatsd for 1 hour at 37°C. The piatas were than washsd 3 times wih sxcess PBS-
Tween 20.



WO 200608125 e PCTARIOISOII ) \

ABTS substrate wee added at 100 uL/wel. Appredmately 20 minutes later, the plutss
wers read with a Molacular Devices or an equivalent plate reader at 405-480 nm.
DATA ANALYSIS: ,

Treatment differances in the nurmber of dogs coughing wers testsd using Fisher's
Exact Test. The 5% lsval of sipnificance was used.

ELISA thers ware log transformed prior 10 analyais using a general inesr mbxed
model. The 85% level of confidence was used i sasans trestmant difersnces. Challenge
cbservaiions were monllored twice dally for 30 minules each.

RESULTS:

Tracheal senb culizes and agghutination Rers wers svalustad 1o monlior the 8.
bronchiseptioa status of animels srwolied in the stixy. A number of doge demonstrated
incressed tiers at various fime points but no fter incrassed above 128 prior 1o challsnge.

Injection sfte reactions following the first vaccinelion are pressnind in Tabls 1. The
fargast Injoction alls reactions wers cbeervad in TO5 (84 jig) vecrinated animale, with the
lsrgest mean injection e reaction messuring only 14.99 am’” (o deys post vaccinesian).
T03 (4 g), TO4 (18 ag) and TOS (258 pg) vacoinated animals demonsiraind varying injection
sits reactions up 10 7 deys post vaochation. TU2 (1 ug) vacchaied animals only demonatrated
neactions on Duy 1 post vaccination. By the geventh dey post veccination, thars was no
statisically significant difersnce In irjection slls resilions amaong the trasiment groups. By
Day 14, ol injsction elte reactions had dissipeied.

Injection she renctians following tha second veccinelion are presenied in Table 2.
Following the second vaccination the largest mean injection siis reactions Ware observed In
T8 {266 pg), wih the largest mean Injection site reaction messuring 50.03 cm” (one day post
vecoinafion). Injection elte reactions wers demonstrted In TOG (84 j1g) and TO4 (18 i)
animals up 10 7 duys post sscond veacinalion. mnm-um-n
demonstrated In TO3 (4 ug) and TOR (1 ;g) antmale up to 7 deys post vacaination. Injection
site renciions that were nat stalistioslly diferent from the piaosho group were demansirated in
TO2 (1 ug) and TOI (4 ng) post vaccinalion. Fourleen daye post ssocond vaccination no

Frequsncy of injeciion shie reactions fallowing first vaccinalion ls presented in Table 3.
The highest overall LSM frequancy, 78%, of injéclion skes axhibiting a reaction st any ime
poat first vaccination resulted from vaccinalion with T0B (258 jig). The nad most frequent
were 72% of the injeation ses showing & reaction foloiing the firet vaccination with TO5
(84 ug), 69% following the first vacointion with T04 {16 pg), and 83% following the first
vaccination with T03 (4 ug). The lowest frequency, 38%, followed the first veocination of T02

(Thg- .
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Frequency of injection aita reactions following the secord vaceination s presentad in
Tabis 4. The overall LSM fraquency for sach vaccine was consistent with that ssen post first
vaccination, .

inokience and duration of injection slls reactions following vaccinalion are
summarized in Tuble 8. The incidence (or the number of doge showing a reaction at any
mw.mmmm-—1m&mmmwm«m
18 pg. 64 pg, and 266 ug, respectively) following the first and sscond vaceination. Animals
fhat received TO2 (1 ig) demonstrated the leest incidencs of Injeolion slie resciions post
vacoination (57.1%). .

Duration of the reaciion (expressed as & lsast squares means of daye with a resciion
shown in Tabis 8) was longer for TO4, TOS and TOS (16 g, 64 ag, and 288 g, reapaciivaly)
vacchiated animals following the first wnd second vaccinations (2.7 1o 5.1 days pout first
vaocination and 8.0 (0 6.7 days post second vaccination). TG2 and T03 (1 pg and 4 pg,
respectively) vaccinatad animals demonsirated the fewest number of days with an injection
sits reaction following tha first and second veccinations (0.3 and 1.3 duys post firat vacoination
and 1.8 and 4.5 days post ssoond vaocination).

Ouchl Tencomkene -

Maan racial temperatre measurements are summastzod in Tabie 6. The LSM rectal
tsmperature for TO2 {1 1g) an Day 1 and 24, for TOS {4 ag) on Day 1, 21, and 24, for TO4 (16
Jg) on Day 2 and 24, for TUS (84 j.g) on Day 23, and for TS (258 pg) on Day 0, 1, snd 24
wers signiicenily dilferent from the piacaba. On Day 23 all campariecns were not etativiioally
AR ELISA Seccooy

Sunmary of p88 ELISA daia are presenied in Table 7. The pre-vaccination
geomairic mamn virus tiers of p68 ELISA epecific antihodies in afl groups wers low (range
24.9 1 28.9) and thars for the piacebo remained low throughout the duration of the study.
incrensed in the veccinaind trestment (range 55.2 Io 4,411.7), however TOR (1 1g) ther was
not sinfistically diferent from the Pimcsbo (T01). Forty-iwo days after the second vaccination,
geomstrio mean fiws wers further incressed in all vacoinated groups (vange 674.8 o
MWNWWBW

Sacum Amviakd A (SAA) Sarology
BMMII-MI\T&I. thdﬂ.uo.pulwbmmlﬁn

wers low in all tha tresitmant groups (zange 0.1 1o 0.5). MMTUIGIITMM
from 1.5 1o 140.0, whare pES treatmant groups rengad from 0.3 1o 23.1. All restment groups
were stafistically dilerant than the piacebo on Deye 50, 52, 84, and 56. Nostaistical
differences were demonstrated among the pB8 vaceines with the exceplion of TG2 (1 ug) on
Day 52 when it demonsiniad a statistically diftarent geometric mésn from all other pe8
treatment groups.
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Chafencs Resoase
- Challengs responee tinia are presenind In Table 9. The responss was determined by
m_—immdmmmmmmmd
10 caughing (inckiess of Disoase).

MIMMWCMUMMNW
wmmupﬂmmmnnmwm
mmmqummwmmmm
signiicanily lese, means ranging bobween 2.2 to 4.7 days. _

15 mummmmum-mmm
abssrved coughivg for two conssculive duys (100% Incideice of Dissase). TO4 (16 ug) and
TOS (B4 jig) vaccimind doge demansiraiad an Incidence of Dissase of 55.0% and 88.7%,
respectivaly.. Onig@8.5% of TO2 {1 ug), 50% of TOA (4 pg), and 33.9% of TOB (258 ng)
vaccinaind doge wee absarved coughing for two conseculive days.

2 DECUISion:

in this stuly, the abjective was % ssiabish a relationship betwesn antigen dose,
inzrune responsaand protection in dogs. The pB2 antigen doses sxamined wers 1 pg, 4 1g,
185G, 04, andBBig. .

Analysls dinjection alts resciion messurements demonstraied a negligivle resolion in
25 the poa treaimaenigroups, with the exception of T0B (268 j:g) on the first day post second
waccinaion. Rescine that were chearved tendad % be small, generally decreasing in size
during the cbesrviion periods. Tha st of these resciions was ciinioally insignificant end
woulkd most lkely p unnoticed o unsheven dogs.

Hme“mﬂbmmllhm
30 Ilillu'ddull-m

w—pu-nw-mhmmmm In
_ thess tresimert gups, all demonsirsied aignificantly higher p88 ELIBA thers when compared
15 the placebo fromDay 21 through Day 83. TOR (1 ) demonetrated eignificent po8 ELISA
Sars compared fohs TO1 (placebo) from Day 42 through Day 63. The highaat thers were
35  observed in TUS (I ) end TOS (286 ug).

Examinalin of the S8AA responss In ol p3 vaccinaiad dogs following challsnge
indicated & much mafier riss in the BAA post-challange when compared 1o canirol dage. No
differenco was desonstraiad between the pSB vaccine dose levals post-chafiange with the
sxcapiion of TO2 #pxg) on Day 62 ihat demonairaiad a statistically different gecmatric mean
40  from all other pG8iestment groups. _

Post chalinge coughing cbascvations were analyzed using lsest squarse means
(LSM) of the numisrof deys with cough or two conseculive daye ooughing (incidence of
discase). Using LA of daye coughing, & significant difference waa demansirated between
placebo and e pll waccinated groups although no difersnce was damonstmiad belween the
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5  different p88 veccine dose levels. Using the incidence of Dissase TO2 (1ug), TO3 (4ug) and 5{,
TO8 (256ug) vaccinaied doge coughed significantly less than the piacebo.
CONGLUSIONS: ' :

The study was conducied o ssiabiish a reifionship betwesn antigen doss, immune
reaponse, and prolection in dogs. The po8 antigen doses examined were 1 g, 4 g, 18 ug.

10 64 ug, and 256 ug.

Al vacoines were saie as demonstraiad by minime! injection slia remctions, nonmal
rectal ismperatures and abesence of adveres reeponse to vaccination. The atzs of the injeclion
sllo reactions and the durstion of these reaciiona were ises In the lower antigenic treaiment
groups. ' Serclogical response to vaccinalion as measured by ELIGA thers was sxcalient with

15 hlﬂ-_mhwmlﬂiw“ When using
LEM duys coughing as & method of comparison, all treatment groups demonstmind a
significant reduction in coughing when compared 1o placebo. No diferances ware noted
betwean the treatmant groups. When two cansecutive deys coughing (or incidence of
Dissass) wag used for comparison, TO2 (1 ug), TOS (4 ug) and TO8 (268 ug) veccinaied dogs

20 coughed signiioantly lase than the placebo.



Tabis1 Volume of injaction She Resstion it Doge Fellowing First Vasoination with

""'n-' o 1 2

— 000
TOR penfpg(n 000" 400" 000"
T3 pos4pg () 000" 000 084"t
To4 pss,i0pg (@) Q00" 000" As®
TOS pis, s4pg () 000" 1044° 14.00°
708 pss,250ug(e) 000" 7.00° BEs¢

000 000" 000' 000
458" 114 03* 000"
408* 120" (MY g
1080° 401 440" 2m%
720" B2 458" ass

Tebie 2. Voluras of injection 8tie Resction Following Second Vacsination with
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720 1409

Tregtment
™ o) 169 20

D.OG

T2 pemipg(r) 0O00* OB 238
TO3 pos,4pg(e) ©.00° 000" &3
T4 poa, 18jig(% CO00* aop® 7™
708 pos, Gepg(e) 000 280° 10.90°
700 pes, 28Spp(¥) 000° 50.03° ass'

3@ 400 S0m 602N
.00 0,00 0.00
114* 045° 081 oB0*
420" 2™ 200" 153"
10er® 728" 7.28° 79T
140" o om* 1114
134" 132" 742% om®

T
o18*
1.2
au
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m“

! Values with differant superscripts are stefistioally differant (P<0.08)
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Tabis 4. of §lie Resotion Sesond Vascinstion with ot Plagsbo
Saan Doge per Pen’ ulih Ahar Yoy Day of
Treatmant (N)
of@l) 148 2@ a(d) 45 6@ &M TERH 4Es
WOl Plecso§) 400 000" #a00° 180° oba" 000 ador  ooo" aoo®
™ pes,1ug(7) 000" Bams® mess® maxs® em3® e’ aer 20.17° 0.00*
TO3 posdpg(® 000" £339° 10000° 100.00° 9000° 7a3;°  7IEs” 7@ss*  oo0"
TO4 pea16pge) 000° 0000 10000° 100.00° 100.00° 100.00¢  100.00° 10000  0.00°
TOS pes, S4ug(® 000° 10000° 100.00° 100.00° 100.00° 100.00° 0000  10000° 000"
TS  pos,28Sug(e) 0.00° 100.00° 100.00° 100.00° 100.00° 100.00° J00.00° &7  o00°

:‘lhnp-pu'll-inllt
Yaiuse with different supsrecripts are statiatically differant (P<0.08).
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* Valuos with diferart supersoripis ers sialistioally differert (A<0.08).
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Thostmant (%) 0 1 2 a 21 n ]
1!4 pss,ipg(m WO  as® a8’ ﬁ- |t et :’;" :’.n‘-
T03 p-u:n 200* wrv  :et san0® s® 3:me' me' 34
To4 pon, 1810 (B) a.n.; : a.o; m'_" n:r: m: -.1*: m:
™ mman R AF S0 S0 S S A 3N
Table 7 DAB ELISA Titers In v-t-n:.nn

Troatment ) o n 2 “® ]
Pincabo (0) e 200" [y
ﬁ P08, 1 4o () 55" . 674.8° v 1901 7"
To8 pos, 4 i () 263" s100" 008.0° “i4a° 10880.1°
To4 88, 18 g (B) 29" B4 19180.4° M4 114203°
Tos pos, 8450 (D) st 1000.5" 20480.8° 176830° 203
TO8  pea 28Ap (%) et a“any! 48380 04 280609 2050494

! Vaccinations were administared on Gtudy Deys 0 and 21 Valuss with diiferent superscripts are statistically different (<0.06
'vmmm:mmowmmmmm:guywu ( )
! Valuss with different supenscripts am statistically ferent {P20.08)
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‘Valuss with different supsrecrite are stetistically different (P<D.05)
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Table §. incidence and Duratien of Coughing in Dege Fallowing Challange of Dage Vacainaled with pst Antigen or Placsbo

_ﬁ‘mn_—m"—m'ﬁw
Cough
ot PFasbo@) (:ﬂl'_ LT}
o2 pte, 1 uo () #’ '
m m‘ I“ll »

g 32

™ o8, 18 g (9 ‘5'6’3 ar’
Tos 208, 84 pg () (::E ATt
Tos pos, 258 g (%) "lml ao*

* Based on two conescutive deys coughing.
Viaues with diferent superscripis are siatistioally ciferent (A0,05)

/@V F ICO/S00Zul/ADd



WO 2006038115 ' ' PCT/B2005803111 A\ _

13

Animale .
Forty-five male and fomale mboed breed dogs were purchased. A MLV parvovius
vaccine was edministerad 1o af pupplea on the dey the pupples amived at the study site. No
ciher vacoings, other than the experimental products, were adminisiared to the puppies dusing
the shudy. Dogs were approsimately © weeks of age (+ 1 week) on Day 0 (day of first
wacoination).

Dogs were kept in an lsclalion faciily necessary io prevant exposure 10 Sorcidedie and
cther canine pathogens prior to clialiengs. After asrosol challenge with Borvislalia, leoiation
Mmuﬁ-dﬁmmwb_d-whm .

Vaccines )
Guerie saline was weed as & placsbo vaccine in tresiment groups TO1 and TO2.
Canins recombinant p68 Soidiwielia Aronchisepiica Vaccine was used ih restment growups
703 and TO4. Tha struchral gens of the pB3 antigen was cloned in Sschenahis coll and
expression of the gens wes rguiated by a temperature sanaliive pramoler. The cella were
lyned and the inclusinn bodies ware ssparated by centriugation. The racombinant paa in the
inchasion bodies wes solublized by SD6 treatment. The recombinant pa8 (15 pg per mi) wes

combined with 50 g of Ol A and 50 g of cholastercl par mi in starlie saling as tha diuent.
Eagh ons ml doss canisined 0.28% of ethanol and 0.01% thimerosal.

Bordeialia bronchiseptice Bihr Cat strain was preparad as the challenge inocubum
using the method cumenily ampioyed by Blologics Control Laborstoriss-Microblology. Bordes
Ganou ager piaies ware plated wih & conflusnt growth of Sordetells bronchiseptics - Bihr Cat
sizein and Incubsied for 48 hours et 37.5 +/~ 2.6°C. Visulent phase | colonies ware selected
and streskad on Bordel-Gencu ager end inoubeled for 24 hours st 37.5 +- 2.5°C. Afier
mmmuwbmmmuumnmm
diuled {0 an aptical densiy of G.80 at 80G nm. A oell count was performed pre- and post-
challenge for confirmation of the nephalomatsr reading. Challenge target concentration was
mum'eru. The pre-challenge concentsafion wee 2.97 x 10° CFU (100%
mnmmmm-—1auu’wummm
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Study Design
Summary Tabia

[~ Treatment Trestmant Fouls Number of Animals

e e
. e o 15 ugkiey | Bubculensous 15

04| pesiSughnes |  ineumouler 18
Bandomization/Sinding

For the time period from vaccination to day of challenge, animals wera aasignad to
mmuammm m“mmﬂb
rooms. mhﬁddﬁmﬂmmwbm rooms by
block.

Qualiiiad individiials, unsward of the assignad treatment groups, conducted
microblologioal and seralogical assays and asssssments of injection silss, measuremenis of
rectal fomperatures, and chaervations of coughing.

Data Angiveia

Fost vaccinglion reaponse varisbise consisind of injection sile date, rectal
temparatures and p8 ELISA fters. injection site dain was summartzed in the following ways:
1) manber of animnals having a measursble reaction by treatment and day of shudy, 2) number
.o animal time poinis having a measurabie reaction by treatmant, 3) number of animals having
& massurable reaction at any time point by treatment.

MhhﬂMMMﬁﬂm(wm}.“
tempersiures and netral log trensformed pBS ELIBA ther daia was ansiyzsd using & génbral
Ensar mboed model. _

A pricv! insar contrusts of the tresiment by cbeorvation time-point lsast squares mean
mmuuuﬁmmmummm-ﬂn
compare time-poinis whhin each tresiment. The 5% leval of significance was used for al
comparisom. .

Post challangs reaponse variables consistad of dally coughing cbessvations, p8s
ELISA thers snd ssrum amylold A thers. Nurmber of days coughing during the post challangs
pariod wes srwalyand using & general inear mixad model.

A prior] controsts of the rostment leist squeres mean was construcied 1o tast
trestment group diferences. Tha 5% level of significance was wed for ol cormparisons.

Separstely for first and sscond vaccinafions, Fisher's Exact test wes wed o compare
mthMdmmRmm The 8% level of
significance was usad for sl comparisons.

hmmamummmhmum
was appliad o Wer vaduss prior 10 analysls using & general ineer mixed model. - :
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A priorl inaisr contrasts of the reatment by cbservelion fime-point least squeires meen
was consiructsd to test treaiment group differances at sach abesrvation ime-paint and 1o
compare fime-poinis wihin each treaiment. The 5% level of signfficance wes used for al

comparisona.

Siudy Prosschure

Forty-five (48) seronsgative and culture negaiive pups were randomiy assighed 1o ane
of 4 treatmant groups. Eight and seven cdogs were allocated 1 the inramuscular {IM) or
subcutanscus (SC) conirol groups respeotivaly, for s fotal of 15 cantrol dogs. Fflsen dogs
were alincatierd 10 the pi8 SC tresiment group and 15 doge were allocsied 1o the pB8 IM
freatment group. Treaiment Groups are deialied In the Study Design Seclion sbove.

Day 0 was designeded as the day of first vaccinafion. Vaccinaiions were administered
on Day O and repeaiad 21 days later. For the first vaccination, the right alde of the neck was
uned and for the second vaccination, the lsit side of the neck was used. inkamuscuiar
injections wers admirisiered in the right and left semimembrancsus muscls for the firat and
sacand vacainations, sapectively. Al lijection siies warn messured $wve dmensionally for
mnmmmmammmum
following vaccination. MWMmmhﬂvdMWb
‘vaccination) and for thres daye following sach veocination. -

mwa-mﬂmmhawmum
v coliaciad for aggiutination thers. All animais were nagative by tracheel sweb and
serciogioally nagaiive to Bordsielia and deemed eligible for challonge.

* On Dy 45, twenty-four deys sfter the second vacolnafion, an asvosol challenge of B.
bronchisepiias wes edministored 10 sl dogs. Sedated doge were challenged wsing &
Wnn-mlﬂdnm-dnuywhmuhﬂdm The nose
mmﬁdﬁblmlﬂnum_bnmmmﬂdu
6.0 pal. One ml. of challenge material was placed in the nebullzer and the asvosolized
challenge material was aciministerad o each dog for 4 minutes. Personnal meking .
cbesrvalions weve unaware of treatmant group assignmeants.

Animais wers monlionsd for coughing for 14 days following challange (Days 48-56).
Observalions were rade in 2 (two), approsdmately 30-minute periods at approxdkmataly the
mmmqmmﬂhnmmnmnmm_ﬁmw

Blood for agghutination ters was collectsd prior to first vaccination and prior fo
challange. Blood for antip88 ELISA evaluation wes collecisd prior fo vaccination on Days 0 °
and 21 and on Days 38, 43, and 68. Biood for Sarum Amylold A (BAA) assay was collsctad
an the day of chalisnge {Day 45) and on Days 48, 48, 50, &2 and 54,
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Jasls Parformad on Semplos :
Tracheal swabs were evaluaied for the pressnce of B, branchiseptica by culture.

Each tracheal sweb was streaked onio a Bordetela Seleclive Agar plats. Poslive and
negative conirols were included. The piatas wers incubated at 37.5 2 2.8° C for 48 2 4 hours.
The resuling coionlos on aach piats wers compared o the poaltive control and any colanry
which appeared ideniical 1o the positive coniral was further issted to confirm the-presence of
B. bronchisspiica. Confinmational testing included the use of TSI, Citrete and Urea Agar end
Niirate Red madia.

Sern wers evalusited for aggluinaion fters, p63 ELISA anaiysis or SAA analysls using
the following methads: .

Aggiutination fiars - Sera were serally diluted in microtiter plates using Bordetella
saiine: Posiive and nagaiive conirols ware Includad on asch piate. B. ivonchisepiics Strsin

.87 (grown on Bordat Genou agar, hatrvealsd, inactivaied and dikided o 20% T at 630nm) was

used as the aggiutinating ardigen and was added o each wall. Plaies were shaken and
incubsind gt 35 £ 2° C for 2 hours. Piates were read afisr a sscond incubation at room
temperaiure for 22 hours. The sndpoint tier was detenminad using the laat well io show 50%
egghufinafion.

pB ELISA iarn - The recombinant p68 antigen was captured on a 98 wal microtier
plate costed with a polycional anfisarum apecific i the Bordeteliz pS8 aniigen. Serlal two-fold
dilutions of the canine serum wers adkied 10 the plate and inoubaied. Positive and negative
controls &t & 1:1000 dilution were included on each plaie. A peraxidase inbeled affinlty
puriiiad gost sntl-dog IgQ indioator conjupais was usad 1o detect antibodias specilic for the
poob enfigen. A clvornogenis substrate ABTE wes then added and the plale read when the
posiiive aonirol wells hatl an O.D. of 1.2 +0.2. The fler of a given asmpls was osloulsied &s
the reciprocal of the iast diiution with an oplical denally greatar than the mesn of the negutive
control serum diution phus five standard deviations. '

SAA thers - The oasiine Serum Amylold A therm ware evalusted using a kit purchesed
from Accuplex Co., Univeralty of Nebraska Medical Center, Omaha, NE 88188. Brially, osnine
SAA was caphaed on & microtier pinie coatod with & monocional anti-canine 8AA antibody.
Dikted sampiss of the canine serum wary added 1o the plste foliowed by a blofin isheled antl-
oanine aniibody conjugas. Foliowing incubation, & psraxkisse conjugated streptavidin
chromogenic substrate was added. The piate wes read after 30 minutes.

Rasullte
Beciel Tempentures
Summary of rectal temperature messurements are presented in Tables 10 and 11.

. PCT/1IB208S/003111
. M
4o
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‘Tabie 10: Least aquures menn of rectal tompenstuves {C*) in doge following 4—5
saline or piS Bordstella vagoinalion (post firet
- e — nl—
. Q9 1 %ﬁz 3 m___
701 salioe 4 WP [T N2 13 008
TOR sallne BC A0 any ae E 1 0.08
TO3 p8 SC a1 83 N1 3.0 008
To4 M 82 382 B2 0.08
h vaocination administered on Day O.

Tabie 11: Lasst aquarse mean of rectal temperatures (C*} In doge following
*cmmmwmm

—

- T T -
-

e Rl 2% i -
TO1 aalie i .1 £ Y 8.2 n2 0.10
T02 guling 5C 15 25 ans a2 0.10
113'-” ;.g 38.3 :1 ;.1 0.08
10 “ﬁw"mg‘w" 7 409

_ Noasignificant differance was noted betwesen any groups on any day following the first
vaccimiion, A significant diference was nobed between saline vaccinated dogs and all pG8
vaccimied dogs (p=0.0083 for TO1 T2 v TOSTO4) on Day 21. A significant diference
15 (p=0.012¢) between p8 BC and IM vaccinsine was demonstsated on Day 24,
Iniection Sike Fesctions
. Injection siie reactions are summartzed in Tables 12 and 13. Dus o technical
oversight, no jnjection slie chesrvations were conducted at the 14-dey cbesrvalion following
20 e second vacoinafion (Day 36). .
Mousurable she reactions were cbeerved in TO3 (p88 SC) and were minimal in stze.
A small injection alls reaction was noted In one dog in TO4 (588 IM) on Day 3 but tha minimal
MChmhnﬂMhhmﬂmfwhm

25  Tubls 12: Lasst aquares mesn (oublo em) of Injection efis renciions In dogs following
*wmuq;n:immuu::-n

i of )
Tmeimeo ' -
8 14

T bbb %5
TO2 aaline 5C 060 00 OO0 00 QO 00 G0 0O
T3 pés 8C 74 ‘43 63 34 25 28 19 o1
,_a___m M 00 00 00" 00 00 00 00 00

Frst vaocination administersd on Day 0
® standard awror for TO1= 0.80, TO2=0.84, 70, and TO4=0.70

30 ‘onsdog had u small alte maclion but dize to rounding, tha minimal impaat of



WO 2006838115 FCTNIR2005/003111 Ag

Tabis 13. Lanst squares mean {oubls am)of injastion she resctione In doge follewing
m«nusmm-—n&n(—lww

] 2 -] 28

TO1 asim 1M ) 00 % % ab “&” %

TOR sefine BC ao 08 a0 60 Qo as oo

T4 pes 6C (T 02 a5 73 &2 47 8.1
90 00 00 Qo €0 60 Qo

:mm:nhﬂ
5 standard enor for TO1=1.12, TGZ = 1,18, TC3 = 0.02, ahd TOS = 0.02
Signiiaant difforences in injection sllss messurements are summarized in Table 14,
A signiicant difiersnce in injeclion sils massuraments bebwesn T2 {aafine SC) versus TOI
(08 16pg BC) wae raied for six days following the firel vaccination. By Day 7 and again on
10. Wi&ﬂ-m“mm»“ﬁmmw
betwean any treatmant group.
AWMH“&M“MM&)
versus TO3 (pB8 15pg SC) wes noled for seven days folowing the second vaccination.

Tuble 14. Signifioance values for 2 pricef contrasts sxong leest squwres
15 mean of lnjestion alis renction meamumemenis.

—mly T Contass
i BT

:
LR ER
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28 TR vTOY 0.0013
08 v T4 0.0007
TOTTOR v TOITO4 Ty,
14 TR vTH 0.0035
TS yT4 0.0019
TOITOR v TOSTOSG 0.0313
0l ELISA Thers

pOS ELISA data sre summasized |n Tabie 18 end Figure 1. Dus to the considarable
5  thermapones to paS in the vaccinaied doge, various fiiion minimwams were used ot dilferant
fime-painis in'the study. Threfions for Deys 0 and 21 wers sharted at 80. For Days 38, 45 and
59, firations were begun at 200. Any vaius reporied as “lese than” was divided by 2 prior to
ansipsia. The incremantal riee chesrved In p88 ELIGA valuss for contral groups (TD1 and
TO2) during the coures of the shidy Is dus 1 these minimum tiiration valuss. Agghulination
" 10  thers remained <4. )
Al p88 vaccinsted animels demonsivaied st lsest a four-loid incresse in fars from tha
finat dmy of waccinelion & the dey of challsngs {Dety O vs. Day 45) when compared to placebo
. vaccingted animals.

13 Tabls 18 Oﬁh.ﬂﬂ“.ggrﬂlwm
endpoint Siers” in doge following ealine or pp/dess) vacuination
_nmnwmm ]

Toeatant " Oy ol -
6w o | o . o |» ad

S - __eyor _omof

250 478 [0 478 |mms4 mos 1000 104 |1m0 s

Th2euineSC [$M0 408 850 408 [1a5. 2300 [1000 1838 [woo sam

T 2077 | 10887 167920 |4S351 00343 | G7060 150243

Dren LB an lns e Lugns tpue | eyt Lisat g

First vaccinsion ocourred on Day 0; Second vacination accumed on Day 21 and

. wm&ummdpumupﬁﬂ.m
25 ELI9A thar are lelad In Tabis 18. No signiicent difierence was noled betwaen the p88 8C
and 88 1M vacolnated anisnals aftor vaocinalion wes complets. '
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Tuble 16: Gignificance valnes for a priorf conirasts among lenst square mean of

—_Oayoletudy |~ Conirast __pvelue
21 TO1 vTO4 a.0001
TR vTO3 .00
T3 vTO4 0.0401
* TO1 vTO4 0.0001
TR vT0S 0.0001
45 TolvTO4 Q0001
TR vTO3 0.0001
50 T01 vTO4 0.0001
Toevios 00001
5 Oniy significent (P<0.05) contrasis are pressniad.
Serum Arnicki A Tham

m-u-mmmnmm.s.s.rmaMM Sarum
MﬂAﬂpthMﬂ-ﬂMhMt

10 :
Table 17: Gebmeirie rman and standard arrors of Senum Amylold A there

In sailne and psS (16 pghioss} Bordetelia vacsinated dogs
M“mmmw

e e T T (e T B
™ [\ }] o0 Ei.’ 12530 217 _ [T} 280 |40 224 13 033
T2 |04 008 |3545 18500 1288 TN48 12GE o488 | MO 1123 |47 i
TO3 |08 om | 31.7 10.51 20 238 23 0.08 a8 023 1.3 oary

03 ‘004 10.58 8.0 180 124 000 j0Y O
15 m on Day 458

wmnmm-:-mmmu Saline conirols
damonstrxied highar GAA thers than vaocinaled dogs on Days 1, amsmm
mwmmwmmmmmmmb
20 vaccinaled SC dogs on Day 7 and 9 following chaflengs.
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Tabis 10. Signillcance vaiues for & prics/ contrasis among lsast sqaawe mean of Sarum
Amyloid A thers poaichalienge.

S 1)

TOIvT4
T2vT03

TOlviOd
T2 vTOS

ToR v TOS

b s s & off
i

TITLT

WW(MM“M

Couching Chesrvalions

Aavosol challangs for all tresmant groups ccoumad 24 days following the sscond
vaoainsiion (Day 45). Coughing chessrvaiions were sxmmined using two methods — dissase
siatus based on two conascutive days coughing (preseniad in Tabie 16) and percentage of
days coughing (pressnisd in Tebles 20 and 21). When dogs were evalusted using citteria of
w0 consacutive daye coughing, 80% of the p88 vaccinated doga (SC and 54) coughed st
Isnst two conssculive daye whereas the Saline 5C and Saline M vacdinaied dogs coughed
100% and 67.5%, respeciively. Whan doge wars svelusiad using percentage of days
" obesrved coughing, p8 SC and i\ vaccinied doge coughad 38.72°% arxd 41.05% of the daye
cheerved, respectively. Saline SC and Saline BM vaocinsiad doge ecughed 80.04% and .
Tabls 19. Summery of dissaas status i saliss and p68 (15 ig/doss) Bordetelia
-wummmmmmmwm

with Bordatefia hronohisepiics
Tomatmant Nomber i ¢ Doge Percent Dags with Tax Conseculive
TO1 Galine M ] ]
_YOR Saiing 8C_ 7 _ 1000
TUS p88 18 g/doss SC 18 80.0
_Jotpss 1§ ygkiose 4 _ 18 - 800

No signifcant diference wea demonstraiad between saling vaccineiedand pf8
vaccinsied dogs when disscse siatus was based on two conseculive days coughing. -



vaccineied dogs following asrosol challangs with Sardsialis bronchiseptice
“Treaiment Number of Maan “8hd Emor
_'Tg Galine 4 _D_EE; 2.00% ‘:‘.ﬁ
'TU'AW uuLac 5 3 A TP% >
S04 _pooioug 18 41.05% .44

A signilioant difarence (p=0.0112} wes demonstraied betivesn TO2 (selins SC) and
T0S (p68 16 g 5C). No significant diference wes demonsiried betwesn TU1 (ssiine (M) and
TO4 (pB8 15 g M)-

Tabie Z1. Mean percentage of days aoughing by trestmant In seline
and p88 (15 pghines) Bardehslla veccinaied dogs following asrosol -

T

AW

T ———

A signilicani difference (p=0.0022) was demonsiraied belwean the saline controls and
pé8-vaocinuted doge.

Discussion
The alixly wea designad % demonsinais the safety and effioacy of a p88 Bordetelia 18

ppiions vaocine in doga.

Safely was sxamined baing injection site and rectal temperature chesrvations.
Anaiysls of injection sliis reaglion measmremenis demonstraied a neglighle reaction in the IM
vaccinaiad group and minknal rescliors in 5C vaccineied group. Reactions that were
obaerved terded 1o be amall, gensrally decreasing in aize during the abeervelion periods. The
slzw of thess reactions wnuld most llosly go urmotiosd on Lnshaven dogs. Allough a
signifioart difersnce was cbasrved between saline and vacinated on Day £1 and betesan IM
and SC vaccimiss on Day 24, rectal temperaiiwes were alinically unremaskable and wers
within normal imiis for ol dogs in all groups.

Efficacy was aamined using chesrvations of measursment of p68 ELISA endpoint
thars and coughing. Regandiess of the routs of administration, a good p88 anibady response
was demonsiraled in p88-veccinabed groups by Day 36. Apullr-nﬂhmﬂl
abserved in vaocinaies post challange. mm-uwmmm
besn cbtained with the more vaacular and lass fatty IM route as compared io the SC route, the
difference between p88 SC and IM vaccinates was not significant through the course of the

BExamination of the SAA response it vaccinaied and unvaccinated pS8 Sordetelia
dogs following chelisnge Indicated a much amallér rise In the SAA vaiuss In vaccinatsd
animals groupe sapeciaily on dayea 1, 3 and § days posi-challange.
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Conclugions
n this saudy, afficacy a 15 ug/doss p88 canine Bordetells vaccine wes examined

using & canine challsnge madsl 24 days fter vaccination. The vaccine was sale as
demonatrated by normal rectal temperaitres, minimal injection eite reaclions and efficacy was

S  demonsirated in combined IM and SC proups. Comparison of SAA valuss domonatrated s
significant difference belwsen saiine and p8g vaccineied dogs on Days 1, 3 and 5 following
asrosol challenge. '

Aninals
Ninsty male and famale mbmd breed doge were purchased and the mejorily of

IS puppies wors @ weeks (+1 waek) on the duy of firet vaccination.

A MLV parvovirus vacoins wes administersd o dogs upon amival at the stixdy elia. To
be elighie for the study, animais were delenmined 1o be negaiive 1o B. bronchisupiice by
trachsal swob and agghuination fiar. No vaccines, ofhar than the experimental products,
deﬂuhm
p wmwhmmﬂﬂvmhwmbn
Wmunm-mbm Alter asrosc] challengs with B,
bronchisspiion, Isolation procedures were conlinuiad 1o prevent exposure to ofher canine
pathogens. '

235 Vacocines .
Starfis saline was Used a8 & placebo vaccine i traatment groups TOT and T02.
mmnwhmvm—uhmm
T03 and T4, The structural gane of the p8S antigen was clonad in Escherichil coll end
wdhm“wwlmmm The celia were
%0 wﬂummmwum The recombinant po8 In the
" inclusion bodies wae solublizad by SDS restment. Separately, the 15 g p68 and 80 jag pes
were combined with 50 ug of Qull A and 80 pg of cholestaral par mi (n sisde Lepio saline s
the divent. The combined components wars mixad at 4°C for 24 hours end pessed thres
fmes theough & miorofuidizer. Each one mi dose contained 2.7 pl of sthanol and 0.0001%
35 ghimeroesl. PSS concanirations in the experimantsl veccines wers méasursd by ps8 ELISA.
All sssmya wors done in replicates of five (5). All vaccines were used within 8 montha of

-mﬁy.-

Challenge Incoulum

Q0 Bordet-Genou ager plutos were plaiad with Bardistalls bronchisepiion -~ Bihr Cat sirain
and incubated for 48 hours at 37.5 +- 26°C. Virulertt phase | oclonies ware selscied and
streaiad on Bordet-Genou agar and incubaied for 24 hours at 37.5 +/- 25°C. Ater
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incubation, Bordetolin sajine was used to wash colonise from agar and the calls dilutad to an
optical density of 0.80 at 600 nm. A cell count was performed pre and post challenge for
confirmation of the nephelometer reading. Challengs targat conosnirafion was approximatoly
1 X 10°CFU. For Group |, the prechalienge cancentration count was 1.84 X 10° and the post
challangs concaniration count was 1.43 X 10°. For Group I, the prachelisnge concentration
count was 2.55 X 10" and the post challenge concentrutfon count was 2.13 X 10°.

Sunmaiy Table
o Thamber of Anknais
Group _ Treaiment RAaile Day0 o T‘m
. g B "
e B
705 | po860ughioss | Gubculanaous 8 7 18
[0t oo 0mtis | ks - | € A
o e 15 e ot 13 - —

The study was conduciad In teo phasee or groups consleting of 48 dogs In Group )
and 42 dogs in Group IL  Vacaination #1 cocured on Day 0 for the each Group. Vaocinaiion
#2 occumed 20 deye later. Everts in Group 1 wem cfiest.from the evenis in Group B by
epproximately 16 days. Dogs wers assosal chalisnged with B. bronchisepiica 161 days after
the Inst vaccination.

Bancomization/Fliodiog
Mmmwummmmbam
randasmized design. '

For the fime period from vaccinaiion #1 10 day of challenge within each study group,
Mmmmhmmmﬂbsdupwm)mn
randarmization plan.

muqdmumwdwmmum
rooma within sy group using & generalizad biosk deslgn.

Queitfied inividuais, uneware of the sssigned tresiment groups, conducted
microbiclogicel and serological assays and assesaments of coughing snd injection sites.
Data Anabvnia .

Post vaccination resporme variabiss consisted of injection alle deis, matal
femparaiires and p68 ELISA titera. injaclion els duda was summartzad & follows: 1) number
of animals having a measursbile reaction by trestment and day of study, 2) nisuber of animal
#me points having a measurable reaction by treatment, 3) number of animals having a
measurable reaction at any time point by trestment, 4) duration of a measurahis reaclion for
each animal '
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- Separsiely tor first and sscond vaccinations, injeciion site volume (cubic cm), rectal
temperutures and nehural log transformad pB8 ELISA titer daia was analyzed tsing a geneml
inaar mixed modal. _

A priori inser contrasts of the treaiment by observartion time point least équares mesn
was construcied 10 test treatment group differences at each observelion time paint and )
compase me points within sach tresiment. The speciic comparisons of intercet were TO1 va..

"TGS, TO1 va. TOS, T03 vs. TOS, TOR ve. TO4, TOZ va. T08, and T04 va. TOA. ¥ the time point-

by-besiment-by-shudy group inisvection term was significant i A<0.0S, contresis among

. treaiment groups st each time point and among time poinis within iresiment groups wes within

each shudy group, othsreiss thess contrasis were basad on the tims point-by-treatment
mmumm The 5% leval of signilioance was used for o
comparisons. _

Post challange responss varisbies conalsted of p63 ELISA fers, Serur Amylold A

en and dally coughing chesrvations. Post challange pB8 ELISA titers were analyzed m
previcusly desciiberd. For Ssrum Amylaid A (SAA) fier. dala post challenge, the naturs! log

transormation wes sppiied 1o ther visluse prior 1o anslysls using a general Inear miced modal.

The analysls of coughing was amanded 0 reflect USDA requirements. For each dog.
the percaniage of cheervation pariods during which coughing wae cbesrved was calcuisied.
Prior fo analysia, the parcentage was transiormad using the arcein aquarne root trensformation.
A peneral Inear mbssd model was used for analysls of coughing.

Lﬂmmﬁmﬂ#mﬂhﬁnﬁbmm
the peroant reciuction in coughing was calculaied as:

Percant Reduction = 100 X {gonirol oroun mean - trestment group mean)

A priovi Iiness conirasts of the treaiment loast squenss mean was conatructed to test

treatmant group differences. Tha specific comparisons of kitereet were TO1 va. TO3, TOT v
TOB, TO3 ve. TOS, TOR va. TO4, TOR va. TOR, and T04 va. TOR. If the trestmant-by-atudy group

'mmmﬁMdmmmmmmﬂmﬁh

anmm—mmmmuumhmm
offect laast squares mesn. The 5% level of eignificance was used for all comparisona.

Study Procadure
Datailed Animel Prcsdurse

* Prior to anival on shdy pramises and prior o the first vaccinalion, pupplas were
tracheal swabhed for B, bronchisepiice cullure and biood was colscted for agghutination thers.
All animals were negaiive by tracheal swab and ssrologically negative to Bordeislie and
dearned siigibia for the study. Forty-sight puppiss wers rancomiy assigned to one of sl

- trestmant groups for Group L mm“wuﬁg’mmhmu

Animais were acolimated fo the study se for at least five days.
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QGroups and trestments are detaled In Section 7.4.A. Dus 1o facklly constraints andta 'S
snhancs the accuracy of coughing obssrvations following challengs, the vaccination and the
respeciive challenge periods ware siaggersd by 15 days ko ganemis the two dog groups. Day
0 refers ¥ the day of veccination #1 for both Group | and Il Vaccination #2 cccurred 20 days

S later.- Trenimanis TO1, T03, and TOS ware administersd via the subcutansous rouls.
Tresiments TO2, TO4, and TOS ware administered via the intramusculer roule. Subcutaneous
wmmﬁ-dhhmmdhm& For vaccination #1, the
right side of the neck was usad and for vaccination 32, the left side of #ie neck was used. .
Intramuscuiar injaclions were administered in the right and left semimambranceus muscie for

10 uu-hm-lmn.m Al injeciion slies ware measured three

mhMWMuﬂlwwlmmm
14mmm Rectal temparshses ware monitored on the day of vaccination

(pvior 1o vaccinetion) and for three days fofowing sach vaccination. Blood was collectsd prior

40 each vacaination (on Day -1 and Dey 19) and on Day 50 far p88 ELISA thor determination.

1S Each monih, all doge ware trachea! swabbed for 8 bronchisepiica cultwre under
sadation %o confirm A. bronchisepiioa negative steius. Blood was aleo coliscied for
aggiuination and ELISA@ers. The procedure was repeated 7 days prior to challsnge for
sach group. Evidencs of a positive tracheal swab culhure or & rising agghutination ther
exnchxind the animal from the shudy.

20 Challengs was adiministered to dogs 181 deye after vacoination #2. Sedated doge
were challenged using & disposshis nose cons, which was fited snuggly over the muzzie of
the sedaied dog. Ths nose cons was sitached 1 & nsbultzer which wes attached to &
VECULIM pressure pump set at 5.5 10 8.0 pal. One m of chailange materiel wes placed In the
nebultzer snd the asrosolizad challsngs mafarial was administared o each dog for 4 minutes.

2 Post chillange coughing cbeervaiions were amanded prior to challsnge to comply
with USDA recommendationa. ARer challenge. sach group of dogs was obesrved between
the third and tenth day following challangs, for & Wtal of & days. Anirmals were cbeerved twice
dally for coughing for approximately 45 minules st sach cheervation period. The interval
batween chasrvation pariods was approsdmadsly 12 houre. Pereonnel unavware of the

30 assigned treaiment groups recordad coughing observations.

Bicod Cofiection
. MhMMHMWbﬂmmﬂw
to challsnge for sach group. ‘
is Bilood for anil-pi8 ELISA svaluation was collecind the tday belore vecaination #1 and
#2, an Duy 50 and st approsdmataly 30 day intarvals thereafter for each group. Biood wes
also collecisd the day of challangs and on the final day of post challenge cbsearvation.
" Blood for Sarum Amylold A (SAA) ateay was colleptad on the dey of challenge {prior
to challenge) and on 1, 4, B, 7, and D days post challange for each group.
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Tants Pacformed on Semoles

Trachsal swabs were svaiusied for the presance of 8. bronchisepiica by culture.

" Ench trachesl swab was strésked onio a Bordeialia Seleciive Ager piate. Posliive and
negative controls are Inchaded. Tho platas were Incubsted at 37.5 + 2.5°C for 48 + 4 hours.
The resulting coloniss on sach plaia were compared fo the poslive control and any colony
which sppeared kisniical to the positive control was further testad to confm the presence of
& bronchisepiica. Confirmationsl testing inchuded the use of T8I, Cliirata and Urea Ager and
Nitrwie Rad media.

Sera were svaluaied for aggiutination titers, p68 ELISA enalysis ar SAA anslysis using
the following methods: '

Agghulinalion iiers — Sera were serially diiuted in microtior piates using Bordetelia
- saiine. Positive and negaiive conirols were inchixied on each plate. B. dronchisepiion Strain
87 (grown on Bordet Genou agar, harvesind, ingctivetad and diuted 10 20%T at 630vm) was
used as the agpiulinating antigen and wes added 10 sach well. Platss were shaken and
incubated of 36+ 2°C for 2 hours. Plztes wers read after & esbond Incubation st room
tempeniuze for 22 howrs. The enipoint ther was datsrminad using the lnst well to show 60%

pas B.ISA fers —~ The recombinant p68 antigen was capturad on & 98 well miorotier
MMMIMMﬂbMW#m&HMH
diulions of the canine serusn were added 1o the plale and incubated. Poaliive snd negative
conirols at a 1:1000 dilion ware Inchajed on sach piads. A paroxidase tabaled affinkly purlfied
goat anii-dog IgQ indicetor corjugats was used fo detact antibodise speoific for the 1po8
wriligan. A chromogenic substraie ABTS was then added and the pisie read when the poaliive
contral wells had an O.D, of 1.2 + 0.2. The ther of a given sample wes calculaied as the
reciprocal of the last diution wiih an optical denslly gresiar than the mean of the nigative
conirol serum dikufion pius five standard devistions.

BAA thars — The asnine Serum Amyloid A was captured an & 96 well microfter plste
cosled with a monocional ant-canine SAA antibody. Diuted samples of the canine serum
were added 1o the plate and incubaled. A reference standard wes added 1o obisin & slandard
curve from 0.3 ng/nl io 20 ng/mi. A biotin labsled anii-canine antibody conjugats was sdded.
Followkrig the Incubation of the biolin iabalsd] anil-canine snibody, & perasddnse conjugaied
sirapiavidin was addad. A chxomopenic subsirats TMES was added and the plate was read
after 90 minustes. The concentrafion of Serum Amylold A wes delermined by acmparison the
sample 1o the standard curve and multiplioation by the spproprists diulion factor,

Resulls _
Unissa otherwise notad, results are the combined data from Group | and L.
Trachesl Swal Cuture and Acpiulination Tham
_ Positive tracheal ewab oultures and/or rising agghudination fere were damonsirated In
eloven dogs during the course of the study. These dogs and any dog housad with the positive
. dogs were remaved from the sixly, resulting 1n & loas of 20 doge. The nisnbir of doge

55
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removed from each group was: TO1-4 dogs, T02-2 doge, T0S-3 doga, TO4-1 dog, TOE-6 dogs,
T08-5 doge.
Iniaction St» Obsarvations
" injection sie reactions are summarized In Tablas 2208, Injection site information
S was not colected for Dog 81586 on Dey 21 for Group | due 10 technical oversight. The
peofocol was amended 80 that injection site resclion dala was not colieatad for dogs In Group
i on Day 22 theralors, summary of daia from Dey 22 containa only information from the eight
doge per trestment group In Group | Injection she reactions ware not obearved for any dog
racaiving an IM tresiment. injection sl measuramenis ware minimal for bolh SC vaccinaied
10 trestmentgroups (TO3and TOB),

Tabis 22. Loast equares mean (ouble em) of Injsction site reactiors In dogs
following ssline or pES Borvsislis vavcination (post first weacination”)

—

-

Tinsknet '1 ) 3 4 7 14
T ——
TOR anfine I 0 0 0 0 0 a 0 0
T3 @OpgBC . 58 B4 73 @3 B0 49 27 0O
- 70480 pg IM ) ) 0 0 o o 0 a
TOS 18 g 8C 44 40 321 21 12 09 07 O
1 l\fl“ﬂulmﬂmo &yo : > 2 : : :
15 on
“standard eror for all means w 0.84
20 Table 32, Laget aquares mean {oublc am) of injsstion slis reasiions In doge
: mm.mmdﬁwmm
Maan Stre
Insimant " Dmyof Stdy o
. 2" - - N - o P
“To1 saline 8C 0 _F e 0 6 0 0 %f
TO2 salirw M 0 0 0 o ' 0 0 0 0
TUS 60 ug 8C . BO 32 42 58 659 58 43 0Ot
TO4 60 ug WM o o 0 0 0 0 o o
TOS 18 ug 8C 87 24 22 28 @21 20 18 O
o 0 0 0 o 0 (] 0

Tos 15,g _0
H-Mmghrmmﬂry?w

25 “stendard smor for means an this day = 0.70
armor for TO8 on Dy 21 = 0.57

Tabils 24. Percent of doge having a measurable injection site resstion following
0 vaccination with esline or péS Bordetelis (post first vacoination®)

——

n 1 2 3 4 s 8
“Nimlimac 8 N 8 a8 g 0 0

ola~
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s
TO2 saline M 18 0 0. o 0 0 0 o 0
ToSsopgBC 16 7 733 73 733 733 733 687 O
TO4 80 g IM 15 0 0 0 ) 0 o 3 0
TO516g8C 16 733 733 00 600 533 487 “w? o
0 0 0 0 q 0

' . n 2 7 4
“T0lcaie8C = 18 10‘1 0 QF ] 0 ] 0 0.
To2 enlirm M i © [ 0 0 0 o Q [
Tus 80 4 6C 1 &0 600 €7 &7 800 800 8OO o7
TO4 80 ug M 1 o (] 0 0 0 0 0 [
TS18ig8C - 15 733 6.0 723 733 T3 A3 @7 0
T g ———¢

[ ] on 0
® = for Duy 22 -
'n-uluTIanqm
10 wmumummmutﬂn

AWMhW“mMMM&)uuM
(80 ;g 9C) was noted for seven days after the first vaccination. A aigniiicant difference
between TO1 (salina SC) and TOS (15 g SC) was noted for cnly the first four deys sftar the °
fisst vaccination. Ammnmmmmmaﬁ)mmmu

13 8C) on Days 3 through 7. Byl:hyu(l-h-ﬂmunmhl).mm
'-mlldm-vdhm

A significant differencs (A0.0138) In Injaction sliss measwemenis between TO1
(saline BC) versus TOS (80 g 8C) and TG (15 pg BC) was noted for seven days afer the
secand vacainefion. A significant diference was fourd between T03 (80 g 8C) and To5 (18
x| usc)mn-pammw Byﬂqﬂﬂ-hudmm no
m-utdw-nnydlnm |
Tahin 30, w'ﬂnhnmmm isast squares memn of

- injection alis resclion messuremants.

. S

ToOtvTOB
.2 . THvTO3
. T0ivTOS

T01vTOD
TO1 vTOS
] TO3 vTOS
4 TO1 «.TO3
T vTOB
TO3vwTOB
(] TOiv T
TOAVYTOS
e THyTOA
To3 v T8

GRBEERERREEREY §
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Tol v TOS
To3 v TOS
TOIvTOS
TO1 vTOB
T vTOS
To1vTOB
TO1 vTO8
TO1vTOS
To3 v TOS
ToivTO3
TO1 v TOB
T3 vTOS
T vTD3
To1 v TOS
T2 v 708
T01 vTOS
To1 v TOS
Y03 v TOB
Tot v TO3
ol v TOB

9 B B 2 B N8 %2 <
GREEEARRARRECRRSaREHN

— To3 v T05
~ Only sigrificant (F<0.06) conbrests are proseviod.
Bucial Temperiure
Rectal smperature measurements are surrnarixzed In Tabise 27 and 28. The _
pralocol was amended eo that rectal lsmperahare daia were not collacted for Group i dogs on
$  Day22, therefom, summary of deta from Day 22 contsins only information from the dogs per
tresiment group In Group L

Takis 27. Lenst squares mesn of rectal ismpersiure (°C) in doge following
saline or poS Bordstelia veccination (post first vescination”)

— =

10

' 0 2

Tl B oy £ 1)

TOR saiine M N4 382 n4 382

TO3 80 g BC a4 %S ae a3

TO4 80 pg M 204 LV ] 304 n4

TUS 15 pg 8C 35 388 ;|2 s|ap

'Iﬂ|i== N5 N4 pF ] B4

. #1 adminisiered on Day 20.
® standierd emor = 0.08
' Tuble 28 Least aquares mean of rectal tempersiure {°C) In dogs following
15 ssline or piS Bordetelia vaccination (post sasond
_ Rgoial Toanpersbere(’C)
Jrogimoiot Day of Sludy
» » .

20 i i =2 2

701 salne 8C [T ] 205 A3 304

T02 salire DM E T} LT a3 %4

To3 60 g 8C 7. 284 2.6 384

TO4 80 ng MM a8 a7 385 308

TOS 18 ug 8C L T 288 388 384

347 S84 F T ]

|
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A signiicant diferance was noted in rectal tsmpamatures between TO2 (saine W) and

TO4 (80 pg M) on Day 1 after the first vaccination. _Nomcllnnnmmwh
recial tempersiures between any group on any day afier the second vaceinalion.
068 ELISA Ther

5 Prochalienge p08 ELIGA deta are summarized in Table 20. Dus © the response of
Group { dogs In TO8 an Dey 19, an effect due 10 group was abeerved In the data analyels of
pOB ELISA thers. The ellect was amail and did not influsnce other analyzad imepoints.
Thavefore, deta from Group | and il are combined for reporting purpossa.

Due 1o the cansiderabie ther reaponse 10 pS8 in the vaccinaled dogs, various tiiradion

10  minimums wevs used &t different timepoints In the study. Tiralions for Deys —1 and 19 wers

startad at 50. For days 50 through 166, firations were begun at 200. Tirations for samples

collected an Day 201 and 211 were started ot 1000, Any value reported as "lees than” was

divided by 2 prior i analyaln.. The incremental rise cbeervad In pi8 ELISA valuss for control

groups (TO1 and T0O2) chring the course of the aludy Is dus 1o these minimum Siration values.
15  Aggiutination thers, sscapt as previcualy nojad, remained of.

" All piacabo vaccinaied doge had pAB thers <200 on Day 50. All pBs-wacoinated
ankmais demonstrated st inast a four4old inoreass in finr after the second vaccination (Dey 0
va. Day 50) whan compared 1o piacsbo vaccinaied animale.

20 Tabile 20. Geomatric memn and standard ammore of piS ELISA endpeint thara In doge
: . following 288 Bordeialla vaceination on Day 0 and Day 20.

Tinstssent A0 - 15“, : &
ot
Mesn el amor Maan - edeoror  Maan
701 Gaine 80 A 5.08 308 458 100.0 1!10.14'
oI Oaline M 7wy 447 a0 403 100.0 a4
T3 PEOWSC 200 4.80 5078 812 100338 17:“
T4 POBOOwM 07 431 240.7 4029 ag38s 10
o8 PEB15ugC 8.0 4.08 2047 43.38 68220 SO7TNS
n Pes 15 ug M 2.4 21.8 1481
firadions for Days —1 snd 10 were started at 50. Any velue reporiod as “lass than” was

FH 2 anaiypls
23 iﬁ?ﬂ’&%muﬁdmm“w.'ﬂhn'_m
by 2 prior fo analysie

_ wmwn@mdmmmtIInm
sted In Tatle 30. No significant differenca In p68 ELISA there was cbeerved betwoen 8C
30 controls and BC vaccinaies or M controls and IM vacainates prior to vaccination (Day -1).
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Table 30. Significance valuse for a priorf conirasts amnang lsast aquare mean of post
vaccination p8S ELISA endpoint thars.

—Deyofsiudy ——  Contmgt
19 TolvTOA
TO! v TOB

TR vTO4

TR v T08

T3 vTOB

TO4 v TUB

B T vTOR
TO1 v TOB

TR vTO4

T2 vTOS

To3 v TOB

Only signiicant (Ae0.08) conirasia are pressntad.

Iiiiiiiiiﬁii’!

pB0 ELISA Siars measurad duuring the course of the shudly are summartasd in Tabile
31 and Banirated in FMigare 3.

During the course of the siudy, every atiempt was made to coordinais activities
bebwean Groupe | and &. For pivotal data collection time points (Le. svenis suTounding
10 ©  wvaccinslion and challangs), this was achieved. in three instances during the interim of the
dudy, bicod end trachesl swab collsalion varied by 1 or 2 diys batwsen groups. in arder o
summartze and report pa8 ELISA dats for this Infarim periad, data from thase daya were
combined. Therelore, Day 79 contsing cambined data from Day 79 (Growp ) and Day 81
(Group i), Day 111 comeaponds io Day 110 (Group ¥) and Day 111 {Geoup [) and Day 180
15 comeaponds o Day 169 (Group B) and Day 170 {Group ). Per the proinool, deis analyels wes
" not parformad on p88-ELIBA data beyorxd Duy 50. -

Tabls 31. Sy of geometrio mean of pSl ELISA endpoint there in unvacolnated

» Bordetelie bronclsespiios
Tonalnant - Dol 211
106.00 10800 1 —117.18 10814 800D
T2 Seiwid 11285 14533 13081 11651 11343 11237 5000
T3 808 O4A4 28497 106104 189550 0T DOGST O1GOATS
To4 opg 1G0R80 116481 BAI2 0G24 14201 15087 B0Re0A7
TO5 15pg8C 188820 161180 1Z2036 131282 2M83 EM4A7 2000028
TOB  1Bugld G7418 91621 67351 S7818 160801 146810 1150898

* Tirations Daye 50 through 186, wers stariad at 200. Thrations for samples collectad on Day
201 and 211 were slarind at 1000. Any velua reporied e “less than” was divided by 2 prior

o anshaly.
® Vacoinalion #1 and #2 was administered on Day 0 and 20, respeciively. Challenge was
adminisiered on Day 201,
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During the course of the studly, evary atismpt was mads to coondnate. activides between

Groups | and (L in three Instances, bioad collsction for the Groups varied by 1 or 2 days.

Dela from theee days were combined for data summary. Analysis was not done on p88

ELISA ther valuss collacted beyond Day 60. Day 70 comresponds to Day 78 and 81, Day
5 110 corresponds 1o Day 110 and 111, Day 186 comesponds to Day 160 and 170.

Coughing Qtwervalions ' ‘
Asrcscl challenge for both groups ocoumed 181 daye following the second
10 mnmmmmmahhmmb
MWMMMMﬂmhMW
aighth duy following challengs. Coughing cbeervaiions are summarized in Tables 32 and 33.

. Table 32. MMdmwhm-ﬂﬂ
Bordeivlia vaccinated dogs following sarcsol challenge with Sorcistalls tronahisspiice

Teoaimart Nunberof Tean 5 Emvor S
T01  Gaiine 8C 1 T5A% m i
To3 peS@0pg8C i 13 7.30% afa
: 1] 7L01% ram
. ac 0 AMI0% [ 3
R -4 i mowx wie
_' Tabis 33 I-mdmmbnﬂ-lhmm
pi8 Bordelalln vacoinaied dogs following serosol challenge with Bordeiefie
. bronchisspica
: Bbeior
B> — e s
60 pgidoss masn {T03 & TO4) :
16 islose meen (TO6 5 TOM 70% an

The parcent reduction In coughing when compared 1o the saline coniral was 51.58%
for the 16 pgidoss groups and 11.09% for the 80 ugkioes groups. Siatistical eignficant _
25 ° differences ere summarized in Tuble 34.

.Table 34. wm&lpﬁmlmhumm
soughing

_far perosniags of tinepoints
MV% 00041
’ T3 v TOS o010 '
TR v TOB o001
TO4vTOD 00119
' —OTETORY TOSATOS 20001
0 - (Only significant (#<0.05) contrasta ere pressnted.)

Serum AnvioidA.
EAAWNMMmDUpo.i.s.s.deﬂhh_ﬂum-Mn .

Amylold A values are presentad in Table 36 and represented In Figure 4..



1'! e TR R S S L L
8id [Maan Sikd | Mean Memn Bkl Mean Bui Mean Bid
»_grrOr e arror [0 4 - pevor S
T01 | 1.1 a3 |57 odol SMA 11644 |57 17188 [0 1M 4 .06
TR |10 am |1140 2@m | 1118 283N 1080 338 |168 448 1.7 046
ToA |08 025 |1967 40556 |118.7 378 |7456 2226 |[100 338 14 0.30
T04 | 08 083 |1347 3020 |[165680 4380 |[1748 4000 |48 807 18 054
™8 | o8 028 | 684 25 1883 :JE0 |93 12 19 0.04 20 0.68
TOh | 08 07 | 457 o4 | 840 17787 |04 .07 19 0.63 o8 027
L ]

Sigrificant differences In SAA thers are summarizad In Tabis 36.
Tablls 38. Significance valuse for 2 prior] coniusts amang least square mean
«f Besum Amylold A thars postchalienge.
~ Day ol shdy ' [
T2vTos
TodvTOB

204 T vTO3
TO1 vTOB
TO4 vTO8

208 Tl vTO3
T vTOB
TR vTO8
To3vyTOS
Tos vy TOB

208 . ToivTOS
. 701 v TOB
. . TRy TS
TRAvTOE
Todv TOD

210 o1 vTO3
TOlyTOS

15  Diecussion
Tha study was designed o demonsirais the safsty and six-month efficacy of a
recombinent paS Borciaiells vaceine n doge. Safely of both the 15 pgAdose and the 80
{1g/iose vaccine wee demdnatrated. The efficacy and.6 month durstion of immunily of the 18
ng/dose was well supporiad in the shdy.

0 Safely was examined using injection siie and rects) tamperature obsarvations.
Analysh of injection site resction messurements demonstrated no reactions in the M
vaocinated groups and minimal reactions In both the 15 pgfdoss and 80 xghiose 8C
vaccinated groups. Reactions that ware cbssrved tended to be smalier in the 15pg/dose SC
vaccinated dogs. Such raaotions that were sesn wers transisnt, ganerally resciving In 14 days

B G AR 54 B3R
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or less. The size of theee reactions wauld most Jkaly go unnoticed on dogs where injection
shes were not shaven. Ractal temperstures post veccination were unremariabls and were
within nonmal Imils for all doge In all groupe.

Efficacy and duration of immunily were examined 181 mmmm
cbearvations of coughing and messurement of p8 ELIBA endpoint thara.  The perceniage of
coughing in the saline contrals (78.20%) indicaind that the challsnge administered 1o the atudy
animals was accepisbie. Perosniage of time painis coughing for the 15 pghioss group
(97.82%) demoneireiad & 51.55% reduciion in coughing when compard 1o the conirols,
sailslying the efficacy requiremenis mandaind by the USDA. No protaction was demonstrated
hhmnuuommmmmmmuunnnhm
ﬂmmnhm

wmmmnmummmamumw
“thﬂlﬂm.ﬂnﬂm““bﬂw For
e purposss of the discusaion, further cownmants regarding the differsnt dose groups

" oombing the rysulta of the IM and 8C routss of sdminisirtion.

Ragardiess of the route of adminisiration, an excelleri p88 anthody reaponse was
damoretratad in both vaccineied groups by Duy 80 and was meintained by vacoinates
throughout the oourae of the shudy. A good anmvnestic response was cheerved in vaccinutes

Comparison of the pa8 ELIGA ther of the 15 jgkioss and 80 pg/iose during the
mdh“lﬂdﬂh@#m“n“mwm
(Mgszre 3). This responss, although excellent, did not correlale with prolection following

. aerosdl challangs. pB8 ELISA ther resporecs were varishis In doge removed from the stidy

whh positive tracheal swabe or rising agghutination thers. Thres of tha six.conirols removed
from fhe study with positive trachesi swab cifiures andfor vising aggiutination thers medmained
po8 ELISA thors of <200. There appears 1o be no comelation of p8S ELISA tiers io the
tracheal swab or aggiutination ther etatus of dogs removed from the study.

" Examination of the BAA responss In vaocinuted mxd unvaocinebed poa Bordeteta

. hmmm.mmhhuwmuhﬁw

groups especially an daye § and 7 post-chellenge.

‘Conylusiing

nmm officacy » 15 ug/dose and 60 ughioss of a P08 aenine Sordsisils veodine
umm-mmmemwmum
wers acfe as dernonstraled by normal recial tamparatures ard minknsl Injection akte
raactions. Although both the 15;:g/doss and the 60ig/doss vaccinated dogs showed good
serchogical response ) vaccinalion as messured by p88 ELISA fiers, the reaponsa did nat
correlate wih alinical protection In the 60 pg/dose vaccinaiad dogs. The 80yg/dose vaooinated
dmd-mundmwmnmmmhw
controls. Gooddlhqdhiﬂqﬂeundanbnmmm

63
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reduciion In coughing when compared 10 controls. it s posiulated that increased levels of SD8
in the 80 pg/doss vaccine may result in the demonstratad difference in protsction.
Comparison of SAA veluss demonsiraied a differance betwean vaccinaies and controls.
RXAMPLES
Selaty snd Sfficacy of VANGUARDS Pius SCY-1

VANGUARD® P 5/CV-L. s a freezs-dried preparstion of attsnuated atraine of CO
virus, CAV-2, CP1 virus, CPV, and inacivated whole oultures of L. canicols and L.
lkcterchasmomhagias, plus a Sguid preparation of inactivaied CCV with an adjuvant. All viuses
were propugaied on establshad cel ines. The CPV imction was attenusied by iow passage
on the canine osll line which gave i the iImmunogenic properiiss capable of overriding
muiome! antibody interferance at the isvels indiosiad in Table 38. The iguid component was
used 10 retydraie the freezs-dried component, which had been packaged with inert gas In
piace of vacmsn.

wmmmvmmmmmw
against CO, mGAHIdGPIMMMMUOGV“cPV and
mu—duLm-ﬂmeumw
inlarisrence sxdsied among the vaccine fractions. Eﬂﬁﬂuﬂyﬁdﬂlhh
safe and essentialy reaciion-ires in dogs as young as 6 wesks of age under normal usage
conxiions.

R was also demonatraied that CAV-2 vaccine crose-protacts ageinat ICH caused by
CAV-1. Sudiss demonsirated that CAV-2 not only prodects agsinet ICH, but againet CAV-2
respisaiory dissase a3 well. Canine adenavirus type 2 challangs virus was not recoverad from
CAV-3-vaccinaisd dogs in tests condunted. :

mcwmhvmmmwunmuw
safoly and offioacy teeling. n-muummmmmm-
tests and In alinical trials under flald condiions. Product asfely was further demonatrated by a
backpassage study which included oral administration of mulliple doses of the vaooine atrain
to suscepiile doge, all of whom remained normal

Ressarch dsmonsirated that 3 doses of the vacoine with incressed CPV virus ther oan
risutralizaiion e a8 low s 1:4 were shown by others 1 interfere with active immunization
using conventional modiiad five vacoines. A olinical tilal was conducted with Bty 8-week-okd
pupples [25 vaccinaies (BN ter rangs -268) and 25 norweccinaiad contruls (8N ther renge 4-
1024)] (Tuble 37). The group of vacainates recsived 3 doses. with vaccinations administered
3 wooks apart beginning at 8 weoks of &ge. Aher 1 vancination, 13/25 pupples exhibliad g 4~

* fold or grester Increane in CPV BN ther (saroconversion) (Tabls 38). Twelve of those 13

puppios hed majamal SN Siers £1:18 at the time of the first vaccinstion with the remaining
puppy having an 8N filar of 1:84. Anothar @ pupplos with inliel SN thers between 1:16 and
12256 serconverted after the sscond vaacination. Their matemsl antbody SN fitars hed
declinad to $1:84 &t the time of the sacond veccination. Simiarly, the last 3 vaccinaies, with
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iritial SN fiars of 1:128, serocanvertsd-after the third vaccination, sfter thelr matemal anifbady
CPV fiter dropped $1:84. Tharsiors, in thia stucly, when 3 dosas of vaccing wers given
baginning et 6 weelka of age, &l 25 vaccinates, even thase with the highsst matermnel entibady
Jevels, became actively Immunized (GM = 1:1176; range of SN flers 128-4096). All 50 dogs

S wers challenged 3 weeks after the third vaccination with a hetsrologous CPV challange virus.
Fourteen of 25 nomaccinaied control dogs diad ar showad Einess severs encugh 10 wamnt
. euthanasls, while all 26 vaccinales remeined sssentially healthy. The high-ther, low-passage
vaczine virus in VANGUARD® Pius S/CV-L was therelors highly immunogenic and capabie of
stimulating aciive immunily in the presance of malemsl anthodisa.

10 The efficacy of the CCV fraction &f VANGUARDS Plup 5/CV-L was demonstrated In
an axdansive vaocination chalenge shxdy. mr—ummmw
with VANGUARDS® Pius 5/ACV-L (vacuinistes) and 17 with Venguard® Plus 5. (controls). All
puppies received three 1-mi doses at 3-wesk intervala. Mmlnﬂumthlm
-vacolnsition, pupples were challengad with a virulent sirsin of CCV (CV-8). Clinloal

15 cbssrvalions, tsmperatures, weighs, and bicod parameters were maniiored for 21 days -
folowing Infection. CCV vaccinaies demonstrgied a rediction in the occurvence of disrrhes
and amound of vinslant CCV shad when coimpared 1o conirols. Al 21 days posichaliangs,
fucrescent antibody staining for vindent CCV of smal intastinal sections demonstraind a

" wigniioent reduction (P) in detectabie CCV antigan batwasn CCV vaccinates and controls

20 (Voble2) : .

Tale 37 Initia! Serus Neutrafantion (SN) Thars of Vecsinates and Controls

;108 1:111"
=
1uq 258-4008
gEes; 61000 4B y
—mmm =

@4) ﬂ.n
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“Dogs were vaccinated at 8, 0, and 12 weeks of age.
*Pro-chellange SN thers

Table 30. Fluorescent Antibody Stmlning of Small intestinel Sections 21
Deys Following Challenge

Pﬁéﬁ _Eﬁf?‘“ Poslive -

1 p

| === e e
Plll

STeTeTSTETOTETY
&

Conchmions
in this study, an adjuvanted combination vaccine containing CD virus, CAV-2, CPI virus, CPV

" 10  snd inectivated whois culiures of L. canicola and L iclercheamonhagias and OCV, wes

shown i be both sale and efficacious as & vacoln whan used in puppies. The combinalion
vaccine was also shown 1o overoome ssrum neulralizalion (SN) fiers associsied with
matemal antibody.
EXAMPLE & ,

13  GANME BOBRETELLA NATIVE ufit REMUNOGENICITY STUDY
Animale -

The shudy inchuded two Tiiers of SPF beagies and two Riers of andom source dogs.
Dogs wers essigned randoraly o vacoinaied or non-weocinaled groups. The study included &
20 okl of 10 vaocialed arxd 11 non-vacolnated doga.

Preparsation of Exparimental Vaccine

B. bronohispeiioe (strein 110H) was harvestad froma 48 hour Bordet-Gengou biood
agar spraad pistos by washing the plaie surtace wih 5 to 10 mi heat sxiraction bulfer.
25  Alsmativaly, colls grown In both ouliure (Chariolie Parker Defined Medium) were hetvaatad by
centrifugstion discarding the supematent fraciion. Harvested cells were suspendad in 28 mM
Trie-HCL, pH 8.8 and incubatied st 60°C for 1 hour. cdu:hmwmm
exdraot by centrifugsiion at 20,000 x g at 4°C fro 30 minttag, Bodium a2ide (0.01%) was
whhumwmm“mmmuw

30 microporous fitration,



konocions! antibady affinily resin waa prepaned by conjugstion of monocional
um(wmanum-wammm
Approximaiely 30.35 mg of monocional aniibody was conjugeded 10 1 gram of alfinlly resin.
Clariflad heat sxiracted supernaiant fraction (sbove) and Bord 2-7 affinlly reain was combined
at an spproximae ratlo of 1 Rer axiractto 20mimslin.

Binding of tha native péB o the resin was faciltaied by iIncubating the mixture at
mmmmmmmwum«m
of tha supsmaiant fraction. The resin wes then packsd inio 2 2.8 cm diameter column and the
mmwmmﬁunwmmm@qu-h
raie of 6 mi/min. Whan sbsorbancs at 280 nm meachad g baseline level, bound matedal was
sloind using 100 mM iristhylamine and fractions under the single large peak of 200 nm
sbsorbanoe were collacind snd festad for the pressnce of pB8 by ELIBA. Fractions containing
a8 were pooisd and disfyzed againel PBS to remove iriethylamine.

. An epetdmental vaccine serial formuisied was formulaled t contain epproximately
100 micrograme of purffisd p68 and 1% aluminum hydroxde el Formalin (0.01%) was used
as a prasarveiive in a final vaccine dose volumeof 1ml. -

mlnﬂlm .
mm-.mdquﬂy-dmh—nﬁm

-ll'm

Tm&)mmmmmmm—buh
one of two trestment groups. Elsven dogs were sasignad o the non-vaccintsiod, control )
group and ten dogs o the vaccinaied group. Day 0 wes designaied as the day of first

" vaccinaiion. One mi. of vaccine was adminkisred subculsnacusly an Day 0 arxd repested 21

mum-udunwpmmnmmmm
mwammmnmmmmmdn

" bronchisspiics was adminisiered 1 all dogs as desorbed sbove. Animals were monfiored for
aoughing for 14 days folowing challangs as described in previcus exmmples.

&lmwdmmdlu*wmhmnmm

T*&Mdgl“m“mm

POST

TIER (aMiT) (GMT)
TOTAL PRE-VAX PRE-
_ CHALLENGE
[ wu-: . *
Cail | —%
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Discasaion '

I thia study, 10 of 10 control doge coughed on at isast two consscutive deys. A dog
is conskiered clinicully disemsed If t coughs for tao consscutive days. By this criteria, 100% of
the nan-vaccinated control dogs were dissased. In the vaccinated group, one dog coughed
on day 4 post-challange and ons dog coughed on days 4 and 8 post-challangs. Two doge
ooughed an day 14. None of the vaccinaied doga coughad for two consecutive days.
Thesiors, 100% of the dogs In the native pB8 vaccinated group were judged 10 remnain normal
following challenge.

Conchmions

mwmnmdnmmmbmma

bronchisspiica dissase.

EXAMPLES
EfSoncy of ruliivalent canine vacsines against Leptoepire bratiaisve shallonge
The purposs of fhis stidy was & demonatrats ths sfilcacy of vacoines contalning
mbmmmmmmw
pomana againet L. iralisieve challenge in doge.
MATERALS

Vasaines: Vaccines used were the following:
1. A yophiized vacaine comprising canine disisnper, sdenovirus iype 2,

parsinflusnss, and parvovirus entigens (VANGUARD @ PLUS §) wes tsed. The vaccine
oontained relssse anligen lsvels. Product code 13D1.22 . .

2. A canina coronavirus vacoine in & lkuid diluent formulsfion (FIRSTDOGES® CV)
was used. The veorine contained release antigen levels. Product cods 14P5.20

4 A lyophiiead vectine competsing canine distermper, adenovinus type 2,
perainfivonzs, parvovirus, bratisieve, cenkools, gippotyphoss, itarohasmarnhagies and
mmmmmmmmmmdm
Lepiospira serovar; and release antigen levals of the modified lve virus fmations (canine
mmmmm—.m;mu-«ﬂn

Study Ankmals: Beagie puppies of approximaindy 5-8 weaks of age of elther sex wers
usad. They ware ssronegalive (< 1:8) to Lapicepia serovars brailsiave, Ganioola,
grippotyphoss, itesohesmonhagiae end Pomona at vaodination. They were allowed
cormmarclal teed and city-aystern sourced water ad B¥im. '

Challangs Organiam: Each aninal was administered one dose of approximately 2
ml (10" diution of infacted hameter Ever tiseue) of Leptospira bratielava s an Intrapertionsal
injaction. -
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Study Design '

T | Voo | T:m Vaso. __.7"""" ' ¢ Woad Bempie
No. | Desorip® "'."" Doge | Day | Dey | Doss | Dilution Coltedtion
= vy
oA2t 0, 21, 38, 48,

T1 | Contol sa | 1 49 2mL 10? 30, 8, 5,
58, 01,64, 87,

_ 10

oa , o | 0,21,96 48,

T2 | Conbal ™ 10 0 | am 1 St 5. B8 B8,
81, 84, 87, 70

oant ' ‘s | 0,21,98 48,

V.| Lopiospin | 8@ | 10 @ am | 0 e e,
. 70

. : oan 0, 21, 35, 48,
T4 | Loplospla | M 10 _ 48 eml | 10" 5,65, &5, &6,
61,64,67,70 |

PROCEDURES .
_ Vassination Pbase: On Sty Days 0 and 21, 40 doge In 4 vaocinals groups (10

3  animais/youp) ware givan an Injection af the contral or test vaccines as outined below:

T1: 1 ml of conirol vaccine containing oxnine distamper, adenovirus type 2,

parsinfioonza, parvovirus vaccine mconsiliuled with canine coronavirus diluent and given by
subculsnsous (SQ) Injection. (Product Gode 13D1.22 reconstituted with Product Code -
14P5.20) -

10 TE: 1 mL &1 control vacoine oinisining canine distemper, sdenovirus fype 2,

" .. paminfluenm, parvovirus veocine reconstiuted with canine coronavirus diluent and given by

Intramuseular (M) injsclion. (Product Cods 13D1.22 reconsiuted with Product Code

14P5.20) o :

_ T 1 mL of Lapiospin: vancine containing canine disiemper, aclenovirus type 2,

19  parsinfusns, parvovirue, bratislive, caniools, grippatyphoss, lctsrohasmorrhmgias and

pornona vacoine reconsituled with canine coronavirus diuent and given by 8Q injection.

(Product Code 46J7.24; & combinetion f Product Codaa 437.2A and 14P3.20)

. T4: 1 mL of Lepiospir vaccine contalning cenine distempir, adenovirus typs 2,

parsinfiusnas, parvovirus, bratisieve, canioola, Grippolyphoss, ioterchasmonhagias and

20. pomona vaocine reconsiiuied with canine coronavirus diuert and given by IM injection.

" (Product Code 48J7.2A; & combination of Product Codes 4837.2A and 14P5.20)
Post-vacoinaiion cheervaions for Untoward systemic reactions were mads at

approximately 1 hour and § hours following vaccination. :

~ Leptospira Challange: On Study Daye 4, the iset animais wers chalnged via an *

25 _ approxdmate 2 mb dose of L. bratisleva by intrapadioneal injection. ]
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. Elood Sample Collection: Ssrumn samples were collsctad from avallable snimals on
Study Days 0, 21, 38, 48, 50, &2, 55, 58, 61, 64, 67 and 70. Similarly, plasma samples were
collectad on Study Days 48, 80, &2, &8, 58, 81, 64, 67 and 70.

Bacterisl Barclogy: Serum samplss abtained on Skudy Daye 0, 21, 35, 48, 58 and
70 were assayed via a microagglutination fest for circulating anfibodies o L. hratiskave.

Sphrochetamia: Plasma sanpies obiained on Study Days 48, 50, 52, 55, 38, 81, 84,
7 and 70 wers examined by dari-fisid microscapy for spirochetss and cultured for Laptospiva
re-isolation.

Compisis Blood Count/ SGerum Chemistry Penak: Plasma samples cbtained on
Study Days 48, 50, 52, 56, 58, 61, 64, 67 and 70 wers ssesyed for, but riot imiiad 10, pistelot
counia and sedimentation vals. ' Serun samples, cbiaingd at those same inlervals were
assxyed for, but not lmited 10, amyiase, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransaminase {(AST) and creatinina. A CBC snd sedimentation rale was not complated
for 2 animals (Noa. QPHS, RVQ3) on Sty Day 56, for ane animal (No. RBH3) on Study Day
58, for 3 animals (Nos. OLH3, OUHS, FTG3) on Btady Day 61, nor for ons enimal (No.
OWG3) on Siudy Day 70 because the pinsma sampie coliscied clofied prior o lesting. On
Study Day 67, a sedimentalion rate was not compileted for 2 ankmals (Nos. OUHS, SAGY)
because the plasrea sample quaniily was insulficient for tssting. Those culcomss had o
impact on these shxly parametarm. )

FAectal Body Temperatures: Rectat body temperatures were recorded on Study
Days 47-70. Post-challangie (Study Day 30), an slsvated body tempershure of 2 39.2 °C was
considered indicative of laptospirosia. '

Urine Cultmres: Urine sampiss cbisinad on Stuxly Days 48, 88 and 70 were cultured
for Lepioepin, and submitied for wrinalysls. On Study Day 48, & urinalysls wae not compisted
hnMMGﬂ)_nh'ﬂdM‘uﬂ.dMﬂmb
teating. On Study Dey 56, & urinaljela was not completed for 2 arimals (No. OPH3, RXGY) as
the quanilly of urine avelishie at collection was insufficlert for seeting. On Study Day 70, a
urinaiyels wes not compisted for 10 animais (Nos. OYG3, PIG3, PUGS, GHE3, QQH3, Q8a3,
RDG3, RUG3, RV33, RYG3) as the quantiiies of urine avalisble at collsction were insufiiclont
for maling. Those ouicomes had no impact on this study parametar.

Necropey and Leptospira folation: Animale euthanizad during or at conclusion of

" urine) wars coliscied and submitted 1o BCL for Leptospira re-sclation. On Study Day 58,

becterial re-isciefion was not complsted for 2 animals (No. OPH3, RXS) ae the quanity of
urine avelisbis at collection was insufficlont for testing. On Study Day 70, bacterial re-lsolation
was not compietad for 4 animals (Nos. OYQ3, PUGS, QSG3, RUGS) as the quanilties of urine
avelishbie st collection ware kveufficient for testing. Those culcomes had no impact on this

oludy parameter.

10
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. Health Obesrvations: Mlilmnnnl:ndﬁlyhrg-lnlhﬂim
. DATA SUMMARY AND ANALYSES .
- Dnm-mmumm«mmnmm
5 andEnlmncements through Releass .12, BAB instihuts, Cary, North Carcline) proceduse.
A general insar repested messures mbssd model (Tasd sffect model Sorme are
treatrment, siudy day, and trestmers by study day) was used to analyzss temperature, serum -
(ALT}, asparizis sminciansaminese and'crealinina. Contrasts of inderest were made

. '10  aherdetecting a sigrificant (P < 0.05] ffeatmiil'or ireatment by dey of sludy Interaction effect. .

Thers wore log-transiormed s appropriaie for ansilysls, snd when tanalonmed, the least-
squares means were back-imnelormed o geometric means for prosentation. Qbesrvations
nMMquﬂan‘)mmmm
fhe daizhase for surmrnerny.
15 - Frequenoy distribulions of animale with plaisist counts < 200 at least once and
animals with rectal temperahures greader than or equal 1o 36.2 °C were calnuisied for sach
Animaia wars ciaselied a8 nomal or il on each day post-challange during the eiudy. The
‘pressnce of any of the following signs resulied In a glaseiiontion of IE: conjunciivitls,
20 . deprassion, inappeiencs, muacis tremors, nasal discharge, pyrexia (2 89.2 °C) or walery
ey : .
A general linaar mixed model (fxed effect model teem Is tresimant) wee used to
anulyse the rumber of daye post-challengh that an animal wee classiied ae . The binomisl
variahie dind or suthanized wes analyzad with Fisher's Exact test. Spirochetamis, and
25  bacters re-lsclstion ki the urine, kidney and liver wers anslyzed using Fisher's Exact fast to0
_mmm
in the absence ol a significant difference betwesn the roulss of adminiatration and
mwmmmw mmuﬂhmh
avexage of resimenis T1 and T2 the avaruge of trestments T3 and T4 (P£0.05 one-elkdad).
30 i #he analysls was & repeaind nsasures aneiyels, than the comparison wae meads at sach
#me point daia was colisaind. Otherwiss, conbrasts were used to compare Tt b T3and T2 10
T4 (P<0.08 ane-alded). T_m-umd.dﬂimplilhu“m
@ repeaind measures. -
. mmdmmmmLMumu-
35 lowerinckience (P < 0.05, one skied) of Tinese in the vaccinated animals. The following .
variabips eupposted the effiozoy of the Laptospira veocins: (1) The meen plxtelet count was
mpsmm-uqmmwmmmmmm
was signifioantly (P < 0.06, one sided) lower for the vaccinales; (3) The incidence of
spirocheiamia was eignificantly (P < 0.08, ane sided) reduced for the vascinates.
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Clinlcal Signe Posi-Challengs: mn".'\mddmlltﬂlhlm
displayad clinical signs indicative of laptospirosis (¢.9-. conjunciivitis, depression, dlarrhea,
mmwmmmmmhmﬂh

. Table 1. Post-challanges (Siudy Days 50-70), the mean number of days the T1 and T2 conbrola

wore B was 4.8 and 3.3, mepeciively. Cornversely, the means for the T3 and 74 vaccinaies were
0.7 and 0.5, and those rasults were significantly improved (P<0.06) whan compered ko the T1-T2
controls. The parcant of animals preseniing with clinical signs post-challange s also provided In
Tabls 1. Sigrm of Lapinspirosis was displayed by 75% of the T1-T2 conirolg, whils similar signs
ware chasrved for only 30% of the TS-T# vaocinuiss. The number of Infecied animals requiring
mmhmmdumbmmnrﬂ1 Five ankrmaie
M)hhﬂ-ﬂmwmm#wa-ﬂmm
mnmummmn—nmhtmmmm
comparison (T1-T2 va T3-T4) was signiicantly improved (P<0.08) for the veccinaies. A
represantsiion of mean body lempomniures posi-challenge s preseniad in Table 2, Diwring the
inktial © duys after challengs (Suxly Deys 50-58), the mesn lemperaiures for the T1-T2 controls
rangad from 87.8 1o 38.4°C. During that ssme intarval, the mean fempevatures for the T3-T4
vaccineiss renged from 98.2 1o 98.7 °C. Noiably, the mean ampemiures for the T3-T4
waccinaing ware significently lowet (P<0.08) at. 2, 3 and & days post-challenge when compared o
the T1-T2 mesn temperatures. The frequancy of animals with at least cna temperahze  30.2
“C In 8iso presented in Tuble 2. An elevaind body temperaiure of 2 36.2 °C was oonsidered
indicative of Lapiocapim infection. During the coursa of the posi-challange obesrvaiion pasiod, 80-
70% of tha T1-T2 controly prassnisd with s tsmperaiure of 2 30.2 °C. Corwumely, only 30% of
tha T3-T4 vaccinaies presanted with that ciinical sign.

Spirochstemia Fost-Challenge: The kequenoy of spirochetamia is preseniad in
Teble 3. The pressnce of epirochetes in the biood (detadied via hactarial oulture) is & clinical
outcome glemonsirating leptospirosis. One day post-chaliengs (Siudy Duy 50), spirochetamia
was astabiished In 00% of the T1 conbuls, 80% of the T2 controls, 0% of the T3 vaccinaies
and 70% of the T4 vaccinaiss. Bacterial re-lsolation was sspected from the blood at 24 hours
after intraperioneel injectiors regardisss of the sinius of vaccinalion. Thereafter,
spirochelemia was sstabiished for the T1 controle as follows: 100% on Day 3 post-chalange
(Study Day 52), 68% on Day 8 (Study Day 55) and 33% of Dey 8 (Study Day 58). Simiarly,
spirochstemia was esiablished for the T2 controls as follows: 0% on Day 3 post-challangs,
S0% on Day 8 and 20% of Duy 0. Corversely, It was not eetablished in the T3-T4 vaccineiey
during that sams post-chellsngs period nor dusing the remainder of the post-challanga period
MMW‘_N-M-

Overal, the percantags of animals thet wers posiiive for eplrochstemiz inchuding one
day post-challange (Study Days 50-70) was 80% - 100% for the T1-T2 controls and 80%-70%
for the T3-T4 vancinaisa. In contrast, the percentage of animals thet were posiive sxcikuding
one day poat-challsnge (Study Days 52-70) was 60% - 100% for the T1-T2 controls and 0%
for the T3-T+4 vaccinutes.
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-.mdmn-hﬂonmtmmunwﬂdhﬂ-mm

Beginning at 3 days post-challange (L.e., sxxuding duy 1 post-chalisnge), spirochetemia was
esiabiished in 80-100% of the T1-T2 controls, and was not setahiished In the T3-T4
mmm“m mmmm-mumwm

_mwmmhm

Kidnoy sampiss were ooliectad at necrapey.- LM“MMMd

" the kidnay samples'cbisined fram the T1 and T2 controls. R wes not re-leclutad from samples

mmun-um n-mm-m-n—m-m

. improved (P<0.05) for the vacolnaibs.

mmmﬂMlm I.m'-n-hhdlnn 10% and
20% of the iver samples obtained from the T1 and T2 controls, respectivaly. & was not re-
Incialed from sampiss derived from the T3-T4 vacoineies. ﬂdmm-ﬂnﬂ-n)
was signficantly improved (P<0.05) for the vaccinates.
] mmmwuammmnm
w-mmzﬂmnmmmmm

m_dwm-y-muummmmﬂm

Plstsist Counta Posl-Challangs: Masn pistelet aounts are presented in Table 8. A
deoreass In the number of biood plalsiels (hwombocylopenis) is a dlinical resut indicaiive of
lepiospiniela. Mean concentrations for the T4-T2'controls manged betwean 61 and 937.

Dwring the same inarval, the mamn counts for the T3-T4 vaccingles renged bstween 400 and
508, mummwunnm-ummm
{P<0.05) at 3, 6 and 9 daye post-challenge when compared % the T1-T2 controls,

. The frecuency of animals wih at leaat ans pisiaist count <200 i eiso presenisd In

Tabis 5. Duing the courae of the posi-chillenge period, 80% of the T1 controle and 80% of the

' T2 conifols wers determined o be thrombocytopenic (piatelst count < 200). Convaraaly, anly

" 10% of the T3 vaccinaies and nona of $he T4 vaccinales wers thrombocytopenic post-infeclion.

Sedizemtation Rasey Posl-Challonge: H-mmnp“h Table 6. Aa

-hﬂﬂh“ﬂhadﬁﬁﬂhﬁdﬁdm

Mean rates for the T4-T2 controla renged betwean 2.4 and 18.0. Ouring the same
Interval, the mean rales for the T3-T4 vaccinates ranged between 1.8 and 8.3.° Notbly, the

. muhrnmummmmmsa.q.& 12. 15, 18 and 21

mmmwnun—mm

ALT Conosnirstions Post-Challings: mmmmm
conoenirations are presented In Table 7. AnmlgAL_Thulﬁu-th
bacterial infection (Le., a8 liver function deteriorzies, ALT: levels dee). Mearf concentrations
for the T1-T2 controls mnged belwaen 22 and 78, Duriig the same Interval, the mean-
mmhrnmnmmmﬂmm Nolably, he

h mwumnm-nmmmua.o.omm

WMMMhhH-T!m
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presenied in Tabls 8. An increass In crestinine concentrations s n ciinioal result incicaiive of
bacterial infection {L.s., 8 kiinay function deterioraiss due to leptospirosis, creatinine lovels
riss). Mean concentrations for the T1 controls (Ls., SQ administration) mnged between 0.30
and .86. During the sams interval, fha maan concentrations for the T3 vaccinates (Le., 8Q
acdministration) rengad betwean 0.20 and 0.40. Notebly, the conosnirations for the T3
vaccinatee were significantly lower (P<0.05) at 1, 8, §, 12, 15, 18 and 21 days post-challenge
when compared to tha T1 conirols. Mean concentrations for the T2 conirols {Le., IM
adminisiretion) rangad betwesn 0.30 and 1.31. During the same inlarval, the mean
concanintions for the T4 vaccinaies {.e., (M adminisiration) ranged between 0.32 and 0.48.
There were no significant dilferences between the T2 and T4 veluse post-challange.

Amyluss, AST snd Urinaliysis Posl-Challengs: There wers no significant
diferoncas in tho mean cancentrations for the T3-T4 waccinates when compared 1o the T4-T2
conirole. However, I general the post-challenge concaniralions wers inore dremationlly
ihoressed for the T1-T2 controls. By and large, post-chaflangs changes in AST (sspartste
aminciransaminass) and Lrinalysls resulis ware not chesrved for the T1- T4 test animals.
mmumamummmm

Serum Aatibody Titers: MMLW-MM“MH
Table 6. During the vaccination phase of the Investigation (Study Deys 0-48), the mean s
for the T1-T2 canirols were approximaisly 2 (1.s., seronsguiive). Commespondingly, the means
for the T3-T4 wviccinuiss ranged beliween £ (pre-vacainaiion) and 1181 (post-veocination).
Notably, the mean there for the T3-T4 vaccinsies ware aignificantly higher' (P<0.05) at 21, 35
and 48 deys posi-vactinaiion whan compared 10 the mean T1- T2 lisrs.

mumﬂ-dummm‘mlmumm

. forthe T1-T2 conirols enged betwesn 2135 and 41180. Correspondingly, the mean Tiers for

the T3 and T4 vaccineies rariged betwesn 727 and 10891, and were significantly lower
(P<0.05) on Suxly Deye 58 (La., © daye posi-challenge) angl 70 days postweccinalion (La.,
Day 21 PC) when compard 10 the T1-T2 controls. As & resiR, the controls demonsiried a
draimatic primary respones 1o L. bratisiava post-chellsnge (Le., Infection estsblished), whils
the respones for the T3-T4 vecoinates was fess rabust (Le., fypical anamnestio response).

Systamnio Resotions Post-Vaceination: No posi-vacoinal systemic resctions ware
cbeerved In the T1-T4 teat animals when svaluated st approsdmataly 1 and & hours sfter the
primary and baoster vaccinations. That resuk Is not tabuiated herein.

CONCLUSION

The efficacy of a muktivalent Leplospirs vaccine given by 8Q ar IM injection agalnat L.
bmfisiava was demonsiraied poit-challenge by, inter alla: (1) a aignificantly lower Incidence of
Leptospim-sssociaiad Binass, (2) a signiicantly lower inoidence of epirochelemia, (3)
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aignBicanily higher pialeist coures, and (4) sigrificantly lowsr mean sedimantation nitea, when
compared to conirola. .



Tabla 41 Summary of cliniosl signs afier challengs with L. bratislava for dogs immunized with a control or multivelent Laptospira vaccine

Mumber of Days Displaying Clinioal Paroamt Percent of

Trestmant No. of Signs of Leptospirosis Animgie with |  infected
(Vaocinate) Animale Clinical Animals
Mean' fnimum | Maxdmum | Chalienge’ m:'i-f

In| conmroLEq) 10 43 ) ® 00% 10%
N=8/10 N=1/0

72| CONTROL (M) 10 33 0 10 0% 40%
N =80 N=4/10

T3 | LEPTO VACCINE (80) 10 07 0 4 0% %
N=8/10 N= 10

T4 | LEPTO VACCINE (IM) 10 Y 0 3 W% %
N =30 N=0/10

fPercent or treaiment isast squares means. The average of the controls (T1-T2) is significantly differant (P0.05) from
the average of the vacoinaiee (T3-T4)
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Table 42: Mean body temperatures after chalienge with L. bratisiava for doge immunixed with a control or multivaient
Leptospira vaccine

7t

Trestment hfmumw Frequenay
(Vaoolnad (qm (%) with e
Growp d ® [T a 7] 5 [ 58 | 87 8 |
olo|lolel e m* ® ol e 230.3°C
| conmoL | st | sse | 24 | 30 |-585 | 388 | 380 | 382 | 382 | 383 70
(8Q) Ne10 | Na10 | Nw10 | 10 [ Nwi0 | M0 | Mo | e | Neo | men NeZHD
qo| CONTROL | 383 | 385 | 304 | 389 | sa7 | sae | 383 | 78 | 282 | sa 60
g N0 | NwiO | Na10 | Ne10 | Ne10 | Nt | e | Nt | N7 | e Ne8/i0
1o | LEFTOVACCINE | 282 | 384 | 205 | 303 | 807 | 285 | %65 | %82 | 285 | 24 20
(8Q) Ne10 | M=10 | Na10 | Nat0 | Net0 | Net0 | Ne10 | Net0 | Net0 | neto Ne8/0
14 | LEPTOVACOINE | 282 | 385 | 386 | 383 | 285 283 |1 %83 | 384 | 288 20
M N0 | Na10 | Na10 | Not0 | Me10 | N=t10 | Nut0 | Nwto | N=t0 | Nt N=2/10

"M.:Itbutmm Nenumber of animals, or number with a post-chalienge temperature 2 39.2 *G / number of
anim

mmammm-mhmmmmmmmdhw (Ta-T4)
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Table 43 Fragquency of spirocheiamia aftar chalienge with L. bratisiava for dogs Immwinizssd with a control or
muitivelent Lapiospire vaccine

Trestment Frequency (%) of Spircohstemia By Study Day**
(Vacoinats) . (duy post-oheilenge)

Group ® ] = ] ) 1 u o7 70
1o !l | ® | ®|on]| ol on | @

- CONTROL 0 80 100 50 3 0 0 0 o
(8Q) Ne0n0 | Neor10 [ N=10M0 | Net® | Nea® | Neo® | Neo® | neo® | neaw

To CONTROL 0 ) @ | & 20 0 0 o 0
() N10 | Net10 | Nae10 | NetB | Ne2i7 | NeiB | N | Neo® | Mo

73| LEPTO VACCINE 0 ) 0 0 o 0 0 0 0
Q) N=0/10 | Ne810 | N=0/10 | Neorio | Me0r10 | Ne0r10 | Meoi0 | NeOi0 | NeOr1O

74| LEPTO VACCINE 0 70 0 0 0 0 0 0 0
™) Ne0/10 | Ne7710 | NeOMO | Ne0fi0 | Mut¥io | Ne0t0 | Net10 | NeaM0 | Nearto

**N = number positive for spirochetemia / number animals.

7%
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Table 44: Frequansy of Lepiospira re-lsolition from body flulds and tlssues after challengs with L. bratisiava for
doge immunized with a conirol or multivalent Leptospira vacsine

Frequency (%) of Laptospira Re-isolation Prom Body Rulde and Tiesuss®
Treatmant
Group d jing Da £ Urine Kidney't Livertt
Inohuding Day +1 | Exckuding Dey +1 |
post-chalienge | poet-chellenge™
14| CoNTROL 100 100 2 50 10
(8Q) Na10/10 Na10/10 Ne20 N=E/10 N=1/10
| coNTROL 0 60 o 80 20
) Ne8/10 Ne8/10 NelV7 Ne2/10 Nw2/10
T3 | LEFTOVACCINE 80 0 ) 0 0
(8Q) Ne/10 Na0H0 Nu/10 Ne/10 N=0/10
74 | LEPTO VACCINE 70 ) ) 0 )
a N=7/10 Ne/10 N=O/10 Ne0/10 Ned/10

N = number posiiive 1or SpIFOCheTSMia / NUMDE! ANIMaS.
fHaoterla expectad in the bioodstream at 24 hours after intraperitoneal injection regardiess of the status of vaceination
Therefore, the re-isclation daia is also siznmarized exciuding the results cbtained st 1 day post-challengs (Btudy Day 50)

HThe average of the conirole (T4-T2) ls signfloantly different (P<D.05) from the average of the vacoinates (T3-T4).

STISOW90IT O
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Table 45: Mean pisieist counts afier challenge with L. bralisiave for dogs immunized with a control or multivalent

Laptospira vaccine
Momn Plainiet Counts By Study Day™ Frequenoy
R it (day post-ohafiengs) (%) with m
Group 8 | 00 | &a | 8 | 8 | 61 | & | &7 | 70 | Flaie
1ol e | @ | o9 o9 | s | @) |Countao
ry| CONTROL | 24 | @8 | e | 128 | 400 | o3 | 724 | sos | 400 00
®q) NetO | N0 | MutO | N | Nt | Mot | Ned | NeD | NeB NeG/10
1o | CONTROL 640 | 461 | 174 | 204 | 480 | 738 | 735 | eo¢ | 400 ()
‘ ) Net0 | Nat0 | Na10 | Nab | M7 | Nes | Ne8 | Mot | Nes Ne8/10
7 | LEFTOVACCINE | 657 | 480 | 463 | oeo | 538 | e | 400 | 458 | oo 10
(8 Na10 | N=10 | Mt | Nat10 | Nwto | Nt | Ne10 | Nt | Net0 | Neti0
T4 | LEPTOVACONE | 821 | 442 | 400 8o | 483 | 478 | 412 | 4 0
L) N10 | M=t | NetO | Mot | Nwto | Ned | Newi0 | Nato | Net0 N=OHO

"Treatment least squares means. N=number of animaia, or number with a post-challenge platelet count of <200 / number of
mwaumm-mhwwmmmmmmdmmmw
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Table 48: Mesn sodimantation rates after challenge with L. bratislave for dogs Immunizsd with a control or

muitivaient Lepicepin vaccine
Treatment Mean Sadimentstion Retes By Study Day**
(Vacoinate) _ __ {day post-challengs)
Growp ™) 80 ) 7] ) 7 - o7 70
e | o e | el @ | oy ont | ont | ey
1 CONTROL 13 e7 | 104 | 90 Y 45 40 20 24
(sQ) N10 | Net0 | Net0 | NeB Ng | Mo | neo N-a Nt
T OONTROL 12 87 | 102 | o7 | 100 | B9 8.1 a6 as
o™ Na10 | N10 | Net0 | NeB | Na? | NeB | Nt | nes Net
7| LEPTOVACOINE | 11 B3 28 30 as 23 21 19 18
8Q) NetO | Net0 | Na10 | Ne10 | Nt0 | Nd | Neto | neo | Neto
74 | LEPTOVACCINE | 13 a3 a8 43 20 20 24 25 21
) NO | Nat0 | Nut0 | N | Nut0 | Neb | Ne10 | Ned | Neto

“Treaiment loast squares means. N=number of snimale.

*The average of the controls (T1-T2) is significantly different (P<0.05) from the average of the veccinates (T3-T4)

37/
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Tabile 47- ImﬂT(ﬁhﬂMWﬂdethﬂ.nhbpmu
with a control or multivalent Lapioepira vaccine

ALT Consentrations By Study Day**
(Veoainaie) _ (day post-hatienge)
Group ) %0 ' o o o7 | n
{-1) (1) {8 (9) (L] (18) {18) @)

." CONTROL ) 8 T 2 34 28 24 2 24
(sQ) Nei0 | Net0 | Net0 | Neb | N | N0 | et | Ne8 | neg

T2 CONTROL 35 o 6 20 2 34 28 24 24
) NetO | Na10 | Nat0 | NaB | Ne? | N8B | Ne8 | Nes Ne8

73| LEPTOVACOINE | 30 57 7 2 2 2 2 21 2
©a) Ne10 | Net0 | Not0 | Mot | Nt | Neto | Met0 | Nwto | Neto

14| LEPTOVACONE | 2 o1 20 25 26 26 24 25
) Ne10 | Ne10 | NetO | NetO | N=t0 | Mat0 | Nato | Neto | Mato

*Treatment loast squares mesns. N=number of animals.
*The average of the controls (T1-T2) Is significantly different (P<0.05) from the average of the vaccinates (T3-T4)
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Tabile 48: iisan oreatinine concsntrations sher challenge with L. bratisiava for dogs Immunized with a control

or nuitivaient Lepinepira vacaine
Mean Creatinine Conosnirations By Study Dey™
e e
Group 1) 0 ™) ) [ (3] o4 ] 70

1) (1) {9 {8 ® | (9 (19) (18) {21)

T CONTROL 03 | 039" | 030° | 080" | 000" | 070 0.63" 0.5 0.3¢"
(sq) N10 | Neto | Neto | N0 | N | Mo | Neg | s Neg

ya| HEFTOVACCINE | 031 020" | o32" | 03 | 03" | 033" | d40® | o2 | o2
=qQ) JF Not0 | Nat0 | Ne10 | Ne10 | Neto | Net0 | Meto | NetD | Net0

™ CONTROL 031° | 039" | 0¢® | 131* | 108 | 0561 | 051 | 042 | 030°
(L) Nei0 | Net0 | Ne10 | NeB Ne? Nt NG Nes Nt

74| LEPTOVACCINE | 033" | ose* | oss" | 041" | o4z | o3e* | oae | 099" | 022
L) N0 | Nt | Net0 | Net0 | Met0 | Nat0 | Net0 | N=t0 | Nmto

“*Treaiment lsast

sguares
“Vaiues In columns (for T1 va T3 and T2 ve T4) with (Siferent supemcripis are significantly different (P < 0.05)

maans. Nehumber of animals.
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Table 46: Moan serum L. bratisiava antibody tiers for dogs immunized with a coniral or multivalent Leptospira

Maan L. bratisiava Antibody Thare**

&mn {study day post-veccination)
Group ] ant u' ' [ 7
CONTROL 2 3 2 2 41160 4o
n (8Q) =10 Ne10 Ne10 Ne10 Ned Ned
CONTROL 2 2 2 3 22671 2196
T2 a Nev10 Na10 Ne10 Ne10 Na7 Ned
LEPTO VACCINE 2 se 1032 189 10891 1108
™ (s9) Ne10 Ne10 Ne10 Nel0 N=10 Ne10
LEPTO VACCINE 2 o 1161 287 8810 727
T4 an Ne10 N=10 Ne10 =10 Ne10 Ne10

**Treatment geometrio meane. N=number of animals.

’n-muumm-mhmmmmmmunmmﬂ)
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1. Avaccine compoaltion comprising a Lapivspira osll preparation of Lepiospire
braiisiava and a cander. '

2. The vaocine composiion of cisim 1 whereln the emount of Laptospine bratisieva Is In
the ange of about 100-3500 nephslometric unite per vaccine doss.

2. The vaccine composiion of clakm 1 wharsin the mount of Lapioepke brasislava s In
uwdmmmmpum

4. The vaccine compostiion of ciaim 1 whersin the carrer comprises saponin and a
surfeciant. . :

& The vaodine composition of clsim & wharain the saponin is Qui A and the surfactant
ia cholesterol.

8. The vaccine composition of clsim & wharsin the amount of Qull A is In the mnge of 1.
1o 1000 g par dose, and the amount of chalssterol s In the range of 1 © 1000 g per

7. The vaccine compoaition of claim 1 wharein tha carrier comprises aluminum

& The vaocine composition of olakm 1 in which the camter comprisss Qull A and
cholesteral, and wharein the Lapioepia bralisieve endd the canier are In an amount

@ffoctie 10 protect doge againat £ epiospin bralising.
"8, Amathod of proleiiing dogs againet Lapioepie bratisiia comprising sdministering ©
nduhmmp_ﬂlmdm'l In a therspeutioally effsctive amount.

1umnulndd.ﬁnmm|ﬂm-mumwﬁ
* infravencus, intranasal, oral, Inrmmuscular or subouianeous rouls.

11. The method of claim 0, wherein said dog recelves ssid vacolns composiion two or
three imes with an intervel of about 2-4 wesks between the administrations.

12 mmmdmmmuﬁmﬂ:uﬂﬁ“m
" comprises a call prepamiion of ui lemst ona of Legiospira cankol, Lepiospira
grbpolyphoss, Lepiospira icterohasmonhagiss, or Lepiospine pomona.
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13. The vaccine compoalion of clalm 1, wherein sakl Lepiospia cell preparatias further
comprises & call preparation of Lapinspie canicola, Lepiospira grippolyphasa,

s 14. The vaccine composition of claim 13 whersin the amount of sach Lapioapia siraln In
the vaccing s In the mnge of sbout 100-36500 nephalometric units per vaccls dose..

16. The vaccine composition of cisim 13, wherain the amount of each Lepioapia straln In

" the vaccine Is In the mnge of about 200 1o 2000 nephiomaisric units per dom.

10 - _

18. A combination vaccine for immunizing dogs against canine pathogens comlsing the
campasiiion of claim 13, and further comgrising an aitenuated atrain of canke
distamper (CD) vins, an atiarmsied sirsin of canine adencvicus fype 2 (CAT-2), an
attenuated strain of canine parsinfluonza {CP1) virus, an attsmuated sirain dicanine

15 - parvoving (CPV), and a carler.

17. The combinalion vaocine of olaim 18, wherein the amount of each Lapiospizstraln n
the vaccine Is in the mnge of shout 100-3500 naphslomelric uniia per vacohes dose.

18. The combination vaccine of ciaim 16, wherain the amount of each Lepioapiie sirain.In
the vaccine is in Tw mnge of about 200 o 2000 nephiomsiaric uniie per dom.

19. The combination vaocirie of claim 18, whersin the amount of sald elbenustedsirain of
25 CD vins In sald vaocine Is In the tangs of 10* 10 10° TCIDyg per doss.

20. Tha combinalion vaccine of claim 16, wharein the amount of saki atienusied etrsin of
CAV-2 in said vaccine is In the mnge of 10" 10 10° TCIDy, per doss.

30 21. The combinafion vacuine of ciaim 10, wherein the amount of sald stienustedetrain of
CP1 vius In saki vaccine is in the rangs of 10" 1o 10° TCIDy, per doss.

ummmdmmmumagﬂmm.&
CPV in asld vaccine ls in the rangs of 10* 1 10° TCIDy, per dosa.

23, The combination vacoine of clakn 16 whareln the canier comprises saponinand &
surfactant. ] .

24. mmwmdﬁnaMNMhmlAdhm
40 Is cholesterol. T
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25. The combination vaccine of ciaim 24 whérein the smount of Qull A is In the range of 1
* 101000 ug per dose, and the ameunt of cholastercl ls bn tha range of 1 1o 7000 pg per
dose.

amn&nmdmwmﬁummm
27. A method of protecting dogs against canine paihagens comprising adrinistering 1o
dog the combination vaccine of cleim 16 In a therepeutically effsctive amount. .

£8. The mathod of clalm 27, wherein sekd combination vaccine Js acministersd by an
intravenous, intranesal, orel, inmemuscular or suboutansous routs.

20. The method ol claim 27, wharein seld dog receives seid combination vaccine two or
- thres times with an interval of about 2-4 wesks between the administrations.

nmmﬁncﬁummmmwmmmu
oall preparstion of & strain of conine coronevirus (CCV). -

51. The combination vacaine of claim 30 wharein the amount of each Lapioapka sivsin In
the vaccine b in the range of about 100-8300 nephelometric uniia per vaccine dose.

ﬁmmwdﬂnnlhﬂlhmndﬂmmh
the vacaine ks in the range of about 200 1o 2000 nisphicmwsieric unlis per dose.

33. The cambinelion veooie of ciaim 30, wheraln the smownt of sakd stisnusied sirein of
CD virus In snid vaceine is In the range of 10* 10 10° TCIDy, per dass.

g1

34. The combinaiion vancine of ciaim 30, wharein the smount of sakl stterusted sirain of

GAV-2 In said.vacoine |s In the range of 10" 1o 10° TCIDyp per dose.

38. The combinalion veocine of claim 30, wharein the amount of seid aienuxted strain of
CP1 virus In asid vaccine [s In the renge of 10° 10 10° TCIDy par dose. .

nmwmamnmnmammﬂm«
CPV In said vaccine i in the range of 10" to 10° TCIDy per dose.

. §7. The combination vaocine of claim 30, wherein the amount of the cell prspanstion of

sakd strain of COV in said vactine s at lsast about 100 relative units per dose .
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38. The combination vaccine of ciaim 30 whemin sald canier comprises saponin and a
aurfactant.

39. The combination vaccine of claim 38, wherein sald saponin s Quil A and sald
S surfactant s cholasterol

40. The combination vaocine of claim 38 whavein the amount of Qul Als inthe range of 1 -
i 1000 g per dosa, and the amount of choleataral is in tha range of 1 I 1000 ug per
dose.

41. The vaccine composition of claim 30 wherein the camier comgrises siuminum
hydroedde.

42. A mathod for immamnizing doge against canine pathogens comprising administering to
1S & dag the combinafion vaooine of claim 30, '

43 mwumnmmmmumwm
intravencus, intanasel, oral, intramuscular or subculansous foule.

22 44. The method of claim 42, wherein said dog recaives sald combinstion vaccine two or
thres times with an interval of about 2 10 3 wealks between the administrations.

48, A combinalion waccine for iInmunizing dogs againet aanine pathogens comprising a
Laptospira osll preparsiion of Lapioepirs canicals, Lepiospia gribpolyphoss,

25 Lepiospira ioferohesmonhagies, snd Lapiospira pammona, and further comprising g

atisnuatad strain of canine disiemper (CD) vinm, an stierwsied stinof canine

exienovirus typs 2 (CAV-2), an atieriusied strein of canine parsinfiuenza (CPY) vinge,

an atienuaied sirain of canine parvovirus (CPV),.arxd & canfer.

20 48. The combinalion veccine of claim 45, whevein the amount of sach Lepioapie strain In
-hmuhhmddﬂlimwﬂwmm

47. The combinaion vaccine of claim 45, whersin the amount of sach Lapiospia strain In
the vaccine is In the range of about 200 ¥ 2000 nephiometerio uniis per dose.

48. The combination vaccine of dlaim 45, wherein the amaunt of said atienuated strain of
CD virus in said vacoine Is In the range of 10° 1o 10° TCIDg per dosa.

49. The combination vacoine of cleim 46, whersin the amount of said ellenusted strein of
40 CAV-2 in sald vaccins s in the range of 10" to 10° TCIDy, per dose.
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n

80. The combination vacine of clalm 45, wherein the amount of sald attenusted strain of
CP! vins In said vaccine is in the rengs of 10 o 10° TCDy, per dose.

51. The combinstion vaccine of ciaim 48, whemin the amount of sald atterusled etrain of
CPV In sakd vaccine Is In the range of 10° 1o 10" TCID per dose.

ummwum«.mmmmmm-
surfactant. .

anmumnMﬂmhmAﬂ-ﬂ
ewlactent s cholasterci, : :

84. Tha cambination vaccing of claim 53 whearein the mmount of Quil A ls In the rangs of 1
10 1000 g per doss, arxd the amount of cholesivral is in the fange of 1 1o 1000 pg per
- dose. .

ummm«tn«mummm
hydrosdde. '

HAMhMMMHMMMh
a dog the combinalion vaccine of cialm 45. i

57. The method of claim 56, wherein eeid combination vaccine is administered by mn .
intravencus, infranesal, onal, inkemtsauler ar subcutensous routs.

58. The method of clsim 58, whevein sald dog receives said combination vaceine two or
. thywe times with an interyal of shout 2 10 3 weeks betwsen the administions.

59. The cambination vaocine of ciskn 45, further comprising an inactivated whols or
pertial coll preparaiion of a strein of cenine coronavirue (COV). -

60. The combinalion vaccing of claim 56, wharnin fis amount of sach Laptospira sinain In
h“bhﬁmd“‘lﬂ-ﬁ“‘hﬂﬂmu

61. The combinalion vaccine of clalm 50, wharein the smount of each Lepiospirs strain In
the veocine s In the range of about 200 o0 2000 nephiomidieric units par dose., .

62. The combination vaccine of claim 69, wharein the smount of said attenuated etrain of
£D virus in said vaccine is In the range of 10* to 10° TCIDy, perdoss.
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83. Tha combinadion vaceine of claim 58, wherein the amount of sald atisnusiad strain of
CAV-2 In saki vaccine is in the range of 10" to 10° TCIDy per doss.

64. The combination vaccine of cisim 59, wherein the amount of sald sttenuated strain of
CP1 virus in eaid vaccine is In the range of 10" 1 10" TCIDy per doss.

63. The combination vaccine of clalm 59, wherein the smount of said afienuated strein of
CPV In said vaccine is In the range of 10" to 10" TCIDy per dose.

88. The combination vaccine of cialm 80, whersin the amount of the cell praparation of
said sirain of CCV In esid vaccine is at lsast sbout 100 relstive uniis per doss ,

67. The combinstion vacgine of cleim 58, wherein sald carier cornprises saponin and a
surfactant. .

68 The cambinafion vaccins of claim 67, wherein saki saponin s Qul A end said
surfacient la cholagierol.

9. The cambination vacoine of ciaim 68 ‘wherein the amount of Qull A ls In the range of 1
o 1000 yg per doss, and the amount of cholesterl is In the range of 1 10 1000 ug per
dosa.

70. The vaccine camposttion of cisim 50 whersin the cander comprises aluminum
hycdrondds.

. 71. A method for Immunizing doge ageinsl canine pathogsns comprising adminlatering 1o

a dog the combination vaccine of ciaim 9.

72. The method of alsim 71, wherein aaki combinaiion vaooiha ls administered by an
mmumum“

'73. The method of cisim 71, wherein asid dog regeives sald combination vaccine two or

three fimes with an intarval of about 2 to 3 weeks between the administrations.
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<160 .3
<170> PatantIn version 3.2

<q10> 1
«211> 602
<313> PRT
<213> Baordstalla bromchiseptica

<800> 1L

upmmmmmrhIlc:qnﬂtﬂrﬂummﬂ-uy
5 5

Ile Kis zhmmmmuyn-mymmmn;mmr

mmnqmmhw&gmu.muymm:_nem
35 40 45

mmmn-mumngmmmclymmmum
50 55 . 60

uymnimh-p'muuymmn'nmuuoxrmmm'
70 . b/ ] a0

mmmmymmmn-mmnammmmm'_ '

mmmugupnpupmy:huammmuamyuu
108 110 L.

dln Ala Glu Ala Sar Ill.lll'llp'ﬂll'm Leu Gli Gly Ala Gif Gly

118 ) a0 135

mmmumayn-mmmmmma:mno'

130 135 140

Val Asp Gly Gly Leu His Ile Gly Thr lsu Gln Pro Lsu Glan Pro Glu .

a8
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145 150 155 160

Asp Leu Pro Prv Ber Arg Val Val Lsu Gly Asp Thr Ser Vel Thr Ala
163 170 175

Val Pro Ala Ser Gly Ala Pro Ala Ala Val Ser Val Phe Gly Ala Ammu
180 1as 190

Glu Leu Thr Val Asp Gly Gly Eis Ile Thr Gly Gly Arg Ala Ala Gly
195 200 408

Val Ala Ala Nat Asp dly Ala Ile Val His Lsu Gln Arg Ala Thr Ils
210 als 230

Arg Arg Gly Asp Ala Pro Ala Gly Gly Ala Val Pro Gly Gly Ala Val
4328 230 a3s 240

Pro dly Gly Phe Gly Pro Lsu Leu Asp Gly Trp Tyr dly Val Asp Val
S 250 ans

Ser Asp Ser Thr Val Aep lLau Ala Gin Ser Ila Val Glu Ala Pro @ln
avo ass 270

Iau Gly Ale Ala Ile Arg Ala Gly Axg Gly Ala Axg. - Val Thr Val Sex
ams 180 - 285

@ly Gly Sex Lesu Ber Als Fro His Gly Asn Val Ils Glu Thr Gly Gly
a%0 295 300

@y Ala Arg Arg e Pro Pro Fro Ala fler Pro Lsu Sex. Ile Thr Leu
308 310 315 . 320

Arg Ala Qly Ala Arg Ala Gln Gly Arg Ala Isu Leu Tyz Arg Val Leu
325 330 335

Fro Glu Pro Val Lys Leu Thr Leu Ala Gly Gly Ala @lan Gly G1n dly
340 . 348 330

Asp Ile Val Ala Thr Glu Leu Pro Pro Ile Pro Gly Ala Gex Ser Gly
3ss 340 34s

Pro 1lsu Asp Val Ala Leu Ala Ser Gln Ala Arg Trp Thr Gly Ala Thr
370 75 380

Arg Ala Val ‘Asp Ser Leu Ser Ile Asp A=mn Ala Thr Trp Val Met Thr
385 350 398 400

a9
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Asp Asn Bor.lln Val d@ly Ala Leu Arg Leu Ala fler Asp dly llr Val
405 410

Asp Phs Gln Gln Pro Ala Glu Ala Gly Arg Pha Lys Val Leu Met Val
420 ) 435 430

Asp Thr Leu Ala Gly s-r'any-n-n Phs Arg Mat Asn Vil Pha Rla Asp -
435 445

Leu dly Lsu Ser Asp Lys Leu Val Val Nst Arg Asp Ala Bez Glr'ﬂln
450 4S5 460 .

Kis Arg Leu Trp Val Arg.Asn Gar Gly Ssr Glu Pro Ala Ser Ala Asn
463 470 478 480

Thr Net Leu Lesu Val Gln Thr Fro Arg Gly Ser Ala Ala Thr Phe TEr
445 . 490 498

n-u Ala Asn Lys Asp’ Gly Lys Val Asp Ile @ly Thr Tyr Arg Tyr Arg
$00 505 ° 810 - :

mmuammymmmupmmmuymmna
518 . 520 32as

Pro Pro Ala Pro Lys Pro Ala Pro Gln Pro Gly Pro Gln Pro Gly Fro
530 538 . 840

dln Pxro Gly Pro Gin Pro Pro @ln Pro Pro Gln Pro Pro Gln Pro Pro
545 550 535 360

'mmmmnummmmmmmmmugmu
363 . 570 573

Leu Sex Ala Ala Als Asn Ala Ala Val Asa Thr Gly Gly Val Gly Leu
580 . 5as . 590 '

Ala Ser Thr Lea Trp Tyr Ala Glu Ser Asn

395 600
.<210» 2
<311> 1808
<212> DMA
<213> Rordstalla bronchiseptica
<400> 2

gatcoaaaca ctgtgtcaat catCaaggou ggegmgogee ageacogoat ccacatcang 60



WO 20067038115 PCT/IB2008/003111

casagogatg gogooggogt aoggaccogec AccggRacga coatcaaggt aagoggtogt
caggecoagg gegtcetgot ggaamatcce geggecgage tgoggttcoa guacggcoage
gteacgtctt cgggacaget gttogacgaa ggogtoogge gotttotggy cacogtcace
gtcasggeog geaagotggt CYUCGAtcAC gocROgTbgy Crascgtosg CURCACCORY
gucgacgacg geatcgoget ctatgtgacc gacgagcagy COCAgCOSg OAtogoogas
sgoaccctge agggegegay cggegtgogy gtegagbgog gogocaatgt caocggtocaa
cgcageacca tegttgacgg gggettgeat ltmcée tgeageeget goagooggua
gagctteoge ocagoogggt ggtgotggge GACACTAgeg tgeccgeogt grocgouage
ggcgogoeceg cggogatgte tgtattoggy gecaatgage ttacggttga tggogggoac
atcacopgeg 9YCUgUcagc 99g9gtegcy gucatggacg gogogatcogt geatotgoag
ogogogacge tacggogggg ggaogogoot gocggoggty cggttcoagg cggtgoggtt
ccoggogget, toggececet cottgacgge tggtatggeg tggatgtatc ggactocaco
gtogmcotog ctcagtogat ogtogaggog ccgoagetgg gogocgegat cogggogggo
cgoggegcoa gogtgRcggt gtoggUcRaC agcttgtcog cacogoadgy CaAtgtcato
" gagacoggog goggtgogeg togottocog cotooggoct ogococtgtn gRLoaccttg
CgYYogHgog CROPDYUgUA gUUTRgEgCY Stgutgtaco gagtoctgea guagecegtg
asgotgangs togogggogy og00ceguog cagggogace togtogogac ggagetgoct
cccattccag gegogtegag cgggeogete guogtggege tggocageca !!ﬂﬂel‘tss
acgggcgeta coogogeggt cgactegotg tocatcgaca aogocacotg ggtostgacy
gacaactoga aogtcggogc gotgouggotg gOCAgogRCy gosgogtoga tttacagesg
ccggeogasg ctgggoggtt casggtcoty atggtogata ogotgaopgy ttogggyotg
ttcogoatge atgtottogo gUanctougy CtgRgogaca agULgGtogt GALgCgUgas
gocagoggue agcacaggot gtgugtccyc aacageggea gogagecgge cagogocaas
accatgetgo tggtgoagec goaacgagge agogogaoga cotttacoct tgocaacasg
guoggcaagy tcgatatogy tacctacogc tatogabtgy OCGOcaacgg CRALgUgORg
tggagactgy tougogogas §YOGOOFU0g GCPCCOMAgO GCEOFCOgOR GUCOgEtace
cagoccggte cocagecegy toccoageog cogoagocgd cgoageogee goagecgacs
caguggeage cggeageges gycgoogoaa cegeoggegg gesgggagtt gtcogeogeo
gocascgegy cggtoaacaa pggtggagtg ggcctggeca goeacgototg gtacgcogua
sgoaat

120
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360
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480
540
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780
840
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1080
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1380
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13500.
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«<3210> - 3

<211> 599

<d12> PFRT

<213> Bordutella bronchiseptica - .

<400> 3

Asp Trp Asn Asn Gln Ser Ile Ila Lys Ala Gly Glu Arg Gln Eis Gy
1 5 10 1s

Ile Bis Ile Lys Gln Ser Asp Gly Ala Gly Val Arg Thr Ala Thr aly
20 28 - a0

mmu—mmmaymmuamnyvnmmuu
3s 40 45

mmnhﬂ-ﬂummmchuﬂylummmm
50 55 ° 60

mymmmmuumymugngmmmymmm
65 75 ad

mmmnrmmmn.mmn-mmuamm
85 90 95

mmmmmmmuy:hn-mmmuamah
108 110 -

Gln Ala Glo Ala Sar Ile Ala Asp Ber Thr Leu Glu @ly Ala Gly Gly
118 ) 120 . 128 -

mmmmumuymmmmmmugurmn-
130 135 140

m:qﬁymyuumzlomrmmmnmmmmmu
145 ] . 188 160

mmmmmmmmmuymmmmmm
168 170 175 r

Val Pro Ala Ser Gly Ala Pro Ala Ala Val Ser Val Phe Gly Ala Asn
180 ) 188 ; 190

uummmmuyuym Ilemllyalylrgulualuy

198 200 _ 208

Val Ala Ala Mat Asp Gly Ala Ile Val Eis Leu Gln Arg Ala Thr Ile

\OL
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20 213 220

Arg Arg Gly Asp Als Pro Ala Gly Gly Ala Val Pro Gly Gly Ala Val
228 230 235 240

Pro @ly Gly FPhe Gly Pro Leu Ieu Asp Gly Trp Tyr Gly Val Asp Val
248 250 255

mmummupmnammthuummm
260 - 265 270

muyuana:hmuamymuyunmmmmm
a27s 280 485

Qly.Gly Ser Leu Sexr Ala Fro His Gly Asn Val Ila Glu Thr QGly Oly
T 20 a9s agd

Gly Ala Axg Axg Pha Pzo Pro Fro Ala Ser PXo Lem Ser Ila Thr Leu
308 o 315 320

Glo Ala Gly Ala Arg Ala Glun Gly Arg Ala Leu Leu Tyr Axy Val Lasu
228 - 430 335

muummmu-mmmmymynammmuy'

Asp Ile Val Ala Thr @Glu Leu Pxro Pro Ile Pro Gly Ala Bex Sex Gly
358 360 - 365

Pro Iau Asp Val Ala Lau Ala Ser Gln Ala Arg Trp Thr Gly Ala Thr
370 378 380

Arg Ala Val Asp Ser Leu Ser Ilg Asp Asn Ala Thr Trp Val Met Thr
aes 390 398 400

Asp Asn Ser Asn Val Gly Ala Leu Arg Leu Ala Sar RAsp Gly Ber Val
405 410 418

Asp Pha Gln Gln Pro.Ala Glu Ala Gly Arg Pha Lys Cys lsu Met Val
420 . 425 430

Asp Thr Lau Ala Gly Sexr Gly Lau Phe Arg Mat Asn Val Ala Pha Ala
. 438 440 445

Asp Leu Gly Leu Ser Asp Lys Leu Vel Val Met Arg Asp Ala Ser-.Gly
- - 480 458 460

o>
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gln Eis Axg Lem laun Val Arg Asn Ser Gly Sex Glu Pzo Ala Sar Gly

465 470 475 480

Asn Thr Net Leu Leu Vil Gla Thr Pro Arg dly Ser Ala Ala Thr Fhe
485 490 495

Thr Leu Ala ' Am: Iys Asp Gly Lys vul Asp Iles Qly Thr Tyr Axg Tyr.
500 510
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VACUNAS CANINAS MULTIVALENTES CONTRA LEPTOSPIRA
BRATISLAVA Y OTROS PATOGENOS

CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a vacunas que contienen un antigeno p68 de
Bordetella bronchiseptica y al uso de las mismas para proteger perros contra
fraqueobronquitis infecciosa (“tos perruna®) provocada por Bordetella
bronchiseptica. Esta invencién también se refiere a vacunas de combinacién
que contienen un antigeno p68 de Bordefella bronchiseptica y uno o mas
antigenos de otro patdgeno canino tal como virus de moquillo canino (CD),
adenoavirus canino de tipo 2 (CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPl),
coronavirus canino (CCV), parvovirus canino (CPV), Leplospira bralislava,
Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemomhagiae
o Leptospirma pomona. También se proporcionan los procedimientos para
proteger perros contra enfermedades provocadas por patégenos caninos que
usan vacunas de combinacién. Esta invencidn se refiere a vacunas que
contienen Lepfospira bratislava y al uso de las mismas para proteger peros
contra infecciones provocadas por Leptospira bralislava. Esta invencién
también se refiere a vacunas de combinacién que contienen Lepfospira
bratislava y uno o mas antigenos de otro patégeno canino tal como virus de
moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2), virus de la
parainfluenza canina (CPl), coronavirus canino (CCV), parvovirus canino
(CPV), Lepilospim canicola, Leplospira grippolyphosa, Leptospira
icterohaemormhagiae o Leptospira pomona. Esta invencién ademas se refiere a

vacunas de combinacién de dichos antigenos sin Lepfospira bralisiava.

l
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También se proporcionan los procedimientos para proteger perros contra
enfermedades provocadas por patégenos caninos que usan las vacunas de

combinacién.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El producto presente de vacuna de Bordetella bronchiseplica canina
comerciaimente disponible estd compuesto de una bacterina celular entera de
Bordetella bronchiseptica no adyuvantaza e inactivada. Tal bacterina celular
entera puede conducir a reacciones después de |la vacunacion relacionadas
con la proteina celular. La proteina p68 de B. bronchiseplica es
antigénicamente similar a la Proteina de la Membrana Extema (OMP) de B.
pertussis y a la OMP de B. para pertussis (Shahin y col., “Characterization of
the Protective Capacity and immunogenicity of the 69-kD Outer Membrane
Protein of Bordetella pertussis®, J. Exp. Med., 171: 63 - 73, 1990). Un papel
protector de esta OMP se ha demostrado para ratones (Shahin y col., supra,
Novotny y col.,, “Biologic and Protective Properties of the 68-kD Outer
Membrane Protein of Bordetella periussis®, A Novel Formulation for a Acellular
Pertussis Vaccine®, J. Infect. Dis. 164: 114 - 22, 1891), seres humanos (He y
col., “Protective Role of Immunoglobulin G Antibodies to Filamentous
Hemmagglutinin and Pertactin of Bordelella periussis in Bordetella
parapertussis Infection”, Eur. J. Clin. Microbiol Infect Dis. 10: 793 - 798, 1996) y
cerdos (Kobish y col., “Identification of a 68-Kilodalton Outer Membrane Protein
as the Major Protective Antigen of Bordetella bronchiseptica by Using Specific-
Pathogen - Free Piglets , Infect. Immun. 58 (2): 352 - 357, 1990).

Antes de la presente invencién, no se ha mostrado que un antigeno p68

106



10

15

20

25

de Bordetella bronchiseplica puede ser una vacuna segura y eficaz en perros.
Por lo tanto, existe una necesidad de desarrollar una vacuna de Bordetella
bronchiseptica que contenga un antigeno p68 que sea adecuada para uso
canino. Seria incluso mas ventajoso si tal vacuna de p68 de Bordetella
bronchiseplica fuera segura para la administracién a cachormos y proporcionara
proteccién a largo plazo.

CD es una enfermedad viral, universal de alta mortalidad con
manifestaciones variables. Aproximadamente el 50% de perros no vacunados,
no inmunes infectados con el virus CD desarrollan signos clinicos, y
aproximadamente el 90% de esos perros muere.

La hepatitis canina infecciosa o ICH, provocada por adenovirus canino
de tipo 1 (CAV-1), es una enfermedad viral, universal, algunas veecs fatal de
perros caracterizada por lesiones hepéticas y endoteliales generalizadas. El
CAV-2 provoca enfermedad respiratoria, que, en los casos graves puede incluir
neumonia y bronconeumonia.

CPI es una enfermedad comin respiratoria de las vias superiores viral.
La CPI no complicada puede ser suave o subclinica, con signos que se hacen
mas graves si existe una infeccibn concumente con oiros patdgenos
respiratorios.

La infeccibn de CPV da como resultado enfermedad entérica
caracterizada por la aparicion repentina de vomitos y diarrea, a menudo con
hemorragia. La leucopenia cominmente acompafia a signos clinicos. Los
perros susceptibles de cualquier edad pueden estar afectados, pero la mayor
mortalidad se da en cachorros. En los cachorros de 4 - 12 semanas de edad

CPV puede de manera ocasional provocar miocarditis que puede dar como
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resultado fallo cardiaco agudo después de una enfermedad breve e inocua.
Después de la infeccibn muchos perros son refractarios a la enfermedad
durante un afio o mas. De manera similar, pemras seropositivas pueden
transferir a sus cachorros anticuerpos CPV que pueden interferir con la
inmunizacién activa de los cachorros a lo largo de las 16 semanas de edad.

CCV también provoca enfermedad entérica en perros susceptibles de
todas las edades en todo el mundo. Altamente contagioso, el virus se transmite
principalimente por contacto directo con heces infecciosas, y pueden provocar
enteritis clinica dentro de los 1 - 4 dias después de la exposicién. La gravedad
de la enfermedad se puede exacerbar por la infeccién simultdnea con otros
agentes. Los signos principales de la infeccién por CCV incluyen anorexia,
vomitos, y diarrea. La frecuencia de vémitos usualmente disminuye dentro de
un dia o dos después de la aparicion de la diarrea, pero la diarrea puede
persistir a lo largo del curso de la infeccién, y las evacuaciones ocasionalmente
pueden contener rayas de sangre. Con la infeccién con CCV la mayoria de los
permos permanecen sin fiebre y no se observa leucopenia en los casos no
complicados.

La leptospirosis se produce en perros de todas las edades, con un
amplio intervalo de signos clinicos y nefritis crénica generalmente después de
infeccién aguda.

Se han desarrollado algunas vacunas de combinacion, que incluyen las
vendidas bajo la marca comercial Vanguard ®. Sin embargo, antes de la
presente invencién, no existian vacunas de combinacién eficaces para proteger
a pemos contra Bordefella bronchiseptica y uno o més de otros patégenos
caninos tales como virus CD, CAV-2, virus CPl, CPV, CCV, y especies de
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Leptospira tales como L. bratislava, L. canicola, L. grippolyphosa, L.
icterohaemorrhagiae y L. pomona. Tampoco habla vacunas de combinacion
eficaces que comprendieran L. bratislava contra estos otros patégenos caninos
pero sin Bordeteila bronchiseptica. Un problema en el desamrolio de las vacunas
de combinacién implica la interferencia de eficacia, a saber imposibilidad de
uno o mas antigenos en una composicién de combinacion para mantener o
lograr eficacia debido a la presencia de los otros antigenos en la composicién.
Se cree que es un resultado de la interferencia con un antigeno en la
composicién administrada a un huésped, por ejemplo, un perro, en la respuesta
inmunolégica, antigénica, de anticuerpo o protectora que dicho antigeno indujo
en el huésped debido a los otros antigenos presentes en la composicion. Sin
embargo, se conocen vacunas de combinacion para otros huéspedes, tales
como gatos. Se cree que la interferencia de eficacia en perros se debe a
alguna particularidad del sistema biolégico canino, o se debe a la reaccién de
los antigenos con el sistema biolégico canino.

Por lo tanto existe una necesidad de desamollar una vacuna de
pombinacién adecuada para la administracibn a perros contra Bordetella
bronchiseptica y uno o mas de otros patbgenos caninos, que no muestre
interferencia de eficacia en caninos. También existe una necesidad de
desarrollar tales vacunas de combinacién sin Bordetella bronchiseplica. Incluso
seria mas ventajoso si tales vacunas de combinacién son seguras para la

administracién a cachorros y proporcionan proteccién a largo plazo.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona vacunas y procedimientos para
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proteger pemos contra enfermedades provocadas por patégenos caninos.

En una realizacion, la presente invencién proporciona vacunas de p68
adecuadas para la administracién a perros y capaces de proteger perros contra
enfermedades provocadas por Bordetella bronchiseplica. Tales vacunas de la
presente invencion incluyen un antigeno p68 de Bordetella bronchiseptica y un
vehiculo veterinariamente aceptable tal como un adyuvante.

En otra realizacién la presente invencion proporciona procedimientos de
proteccion de permos contra enfermedad provocada por Bordetella
bronchiseptica mediante la administraciébn a un perro de una vacuna que
incluye un antigeno p68 de Bordetella bronchiseptica y un vehlculo
veterinariamente aceptable tal como un adyuvante.

En ofra realizacion la presente invencién proporciona vacunas de
L eptospira bratislava adecuadas para la administracién a perros y capaz de
proteger perros contra una enfermedad provocada por Lepfospira bralislava.
Tales vacunas de la presente invencién incluyen una preparaciéon de células de
Leptospira bratislava y un vehiculo veterinariamente aceptable tal como un
adyuvante.

En otra realizacién la presente invencién proporciona procedimientos de
proteccibn de permos contra una enfermedad provocada por Leplospira
bratislava mediante la administracién a un perro de una vacuna que incluye una
preparacion de células de Leptospira bratislava y un vehiculo veterinariamente
aceptable tal como un adyuvante.

En todavia otra realizacion, la presente invencion proporciona vacunas
de combinacién adecuadas para la administracién a pemos. Las vacunas de

combinacién de la presente invencién incluyen un antigeno p68 de Bordefolla
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bronchiseptica en combinacién con al menos otro antigeno de otros patégenos
caninos, capaces de inducir una respuesta inmune protectora en perros contra
una enfermedad provocada por dicho (s) otro (s) patégeno (s). Tales otros
patégenos se pueden seleccionar entre virus de moquillo canino (CD),
adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPI),
parvovirus canino (CPV), coronavirus canino (CCV), herpesvirus canino, virus
de |a rabia, Leplospira bratislava, Leptospira canicola, Leplospira
grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona, Leplospira
hardjobovis, Porphyromonas spp., Bacteriodes spp., Leishmania spp, Borrelia
spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma spp. y Microsporum canis.

Una combinacion preferida de la presente invencioén incluye dos o mas
antigenos de patégenos caninos, capaces de inducir una respuesta inmune
protectora en perros contra enfermedad provocada por tal (es) patégeno (s).
Tales patégenos se pueden seleccionar entre virus de moquillo canino (CD),
adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPI),
parvovirus canino (CPV), coronavirus canino (CCV), herpesvirus canino, virus
de la rabia, Lepfospira bratislava, Leptospira canicola, Leplospira
grippolyphosa, Leptospira icterohaemormrhagiae, Leptospira pomona, Leptospira
hardjobovis, Prophyromonas spp., Bacteriodes spp., Leishmania spp, Bomrelia
spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma spp. y Microsporum canis.

Una vacuna de combinacion preferida de la presente invencion incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino {(CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPIl} y parvovirus canino (CPV); una
preparacion inaclivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); y un
antigeno p68 de Bordetel/a bronchiseptica.
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Una vacuna de combinacién preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina {(CPI) y parvovirus canino (CPV); y
una preparacion inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV).

Otra vacuna de combinacion preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPl) y parvovirus canino (CPV); una
preparacién inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); una proteina
p68 de Bordetella bronchiseptica, y una preparacién de células inactivada de
cinco Leptospira serovars (lLeplospira bralislava, Lepftospira canicola,
Leplospira gnippolyphosa, Leptospira iclerohaemorrhagiae y Leplospira
pomona).

Otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPI), y parvovirus canino (CPV); y
una preparacion inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); y una
preparacion de células de cinco Leptospira serovars (Leplospira bralislava,
Leplospira canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagiae
y Leptospira pomona).

Otra vacuna de combinacion preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPl) y parvovirus canino (CPV); una
preparacion inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); y una
preparacion de células inactivada de cuatro Leptospira serovars (Leptospira

canicola, Leplospira grippolyphosa, Leplospira icterohaemomhagiae y

W2



10

15

20

25

Leptospira pomona).

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV; y un
antigeno p88 de Bordetella bronchiseptica.

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPl y una cepa CPV.

Otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencion incluye
cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV; un antigeno
p68 de Bordetella bronchiseplica y una preparacién de células inactivada de
Leplospira canicola y Leptospira icterohaemorrhagiae.

Otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPl, una cepa CPV; y una
preparacidn de células inactivada de Leplospira canicola y Leptospira
icterohaemorrhagiae.

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV, un
antigeno p68 de Bordelella bronchiseplica y una preparacién de células
inactivada de cinco Leptospira serovars (Leplospira bratislava, Leptospira
canicola, Lepfospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemomrrhagiae vy
Leptospira pomona).

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencion
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV y una
preparacion de células inactivada de cinco Leptospira serovars (Lepfospira
bratislava, Leptospira canicola, Leplospira grippotyphosa, Leptospira
icterohaemorrhagiae y Leptospira pomona).
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Todavla otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV y una
preparacion de células inactivada de cuatro Leptospira serovars (Leplospira
canicola, Leptospira grippolyphosa, Leplospim iclerohaemorrhagiae vy
Leplospira pomona).

Otra vacuna de combinacion preferida incluye un antigeno p68 de
Bordetelia bronchiseptica y un virus CP1 atenuado.

Todavia otra vacuna de combinacion preferida incluye un antigeno p68
de Bordetella bronchiseptica, un virus CPl atenuado y una preparacién de
células inactivada de Leptospira canicola y Leptospira icterohaemorrhagiae .

La presente invencidon también proporciona procedimientos de
proteccién de perros contra una enfermedad provocada por un patégeno
canino mediante la administracion a un perro de una vacuna de combinacién
de la presente invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Figura 1. Sumario de la media geométrica de las titulaciones de punto
final ELISA de p88 en perros no vacunados y vacunados con p88 de Bordetella
(15 pg/dosis) - exposicién de aerosol con Bordetella bronchiseptica.

Figura 2. Sumario de las titulaciones de Amiloide A sérico A en perros
después de una exposicién de aerosol con Bordetella bronchiseptica.

Figura 3. Sumario de la media geométrica de las titulaciones de punto
final ELISA de p68 en perros no vacunados y vacunados con p68 de Bordetella
después de la vacunacibn y exposicion de aerosol con Bordetella
bronchiseptica.

Figura 4. Sumario de las titulaciones de Amiloide A sérico en perros
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después de una exposicion de aerosol con Bordetella bronchiseptica.
Figura 5. Transferencia de Western que muestra reactividad de

anticuerpo monocional Bord 2 - 7 de p68 a lisado de células enteras de p88.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En una realizacién, la presente invencidon proporciona vacunas
monovalentes adecuadas para la administraciébn a perros que son capaces de
proteger perros contra enfermedad provocada por Bordetella bronchiseptica.
Las vacunas monovalentes de la presente invencién incluyen un antigeno p68
de Bordetella bronchiseptica producido de manera recombinante y un vehiculo
veterinariamente aceptable tal como un adyuvante.

En otra realizacion la presente invencion proporciona procedimientos de
proteccibn de perros contra enfermedad provocada por Bordeiella
bronchiseptica mediante la administracion a un permo de una vacuna
monovalente que incluye un antigeno p68 de Bordefella bronchiseptica
producido de manera recombinante y un vehiculo veterinariamente aceptable
tal como un adyuvante.

En todavia otra realizacion, la presente invencién proporciona vacunas
de combinacidon adecuadas para la administracién a perros. Las vacunas de
combinacién de la presente invencién incluyen un antigeno p68 de Bordefella
bronchiseptica producido de manera recombinante en combinacién con al
menos otro antigeno capaz de inducir una respuesta inmune protectora en
perros contra enfermedad provocada por dicho ofro antigeno. Otra realizacién
de la presente invencion incluye dos o mas antigenos de patégenos caninos,

capaces de inducir una respuesta inmune protectora en perros conira
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enfermedad provocada por tal (es) patégeno (s).

Una vacuna de combinacién preferida de la presente invencion incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPI) y parvovirus canino (CPV); una
preparaciéon inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); y una
preparacién de cuatro Leptospira serovars (Leptospira canicola, Leptospira
grippoiyphosa, Leptospira iclerohaemorrhagiae y Leptospira pomona).

Otra vacuna de combinacion preferida de la presente invencién incluye
cepas atenuadas de virus de moquillo canino (CD), adenovirus canino de tipo 2
(CAV-2), virus de la parainfluenza canina (CPI) y parvovirus canino (CPV); una
preparacién inactivada de una cepa de coronavirus canino (CCV); y una
preparacién de cinco Leptospira serovars (Leptospira bralislava, Leptospira
canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemomhagiae y
Leptospira pomona).

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV; y una
preparacion de cuatro Leptospira serovars (Lepfospira canicola, Leptospira
grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagiae y Leptospira pomona).

Otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencion incluye
cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV, una cepa
CcCv,; Yy una preparacion de Leplospira canicola y Leplospira
icterohaemorrhagiae.

Todavia otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPI, una cepa CPV y una

preparacién de cinco Leptospira serovars (Leplospira bralislava, Leptospira
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canicola, Leplospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemomrhagiae y
Leptospira pomona).

La presente invencién también proporciona procedimientos de
proteccién de perros contra enfermedad provocada por un patbgeno canino
mediante la administracién a un perro de una vacuna de combinacién de la
presente invencion.

Para claridad de la descripcion, y no a modo de limitacion, la descripcion
detallada de la invencibn se divide en las siguientes subsecciones que
describen o ilustran ciertas caracteristicas, realizaciones o aplicaciones de la

invencion.

Definiciones y Abreviaturas
El término “proteger un pero contra enfermedad provocada por un

patégeno canino® como se usa en esta memoria descriptiva significa reducir o
eliminar el riesgo de infeccién por el patégeno, mejorando o aliviando los
sintomas de una infeccién, o acelerando la recuperacién de una infeccion. La
proteccion se logra si existe una reduccién en la carga viral o bacteriana, una
reduccién en el derramamiento viral o bacteriano, una disminucién en la
incidencia o duracién de infecciones, niveles de proteina en suero de fase
aguda reducidos, temperaturas rectales reducidas, y/o incremento en Ila
captacién de alimento y/o crecimiento, por ejemplo.

El témino “antigeno p68” se refiere a una protelna con un peso
molecular de 68 kDa como se determina por la electroforesis en gel de
poliacrilamida SDS, se reconoce por el anticuerpo monocional Bord 2 - 7

especlfico de p68 (ATCC #), y tiene una secuencia de aminoacidos como se
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establece en la SEQ ID N° 1 o0 una secuencia de aminoédcidos que es
sustancialmente idéntica a la SEQ ID N° 1.

Por “sustancialmente idéntico® se quiere decir un grado de identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 80%, preferiblemente al menos
aproximadamente 95%, o méas preferiblemente, al menos aproximadamente
98%.

El témino “vacuna monovalente® como se usa en esta memoria
descriptiva se refiere a una vacuna que tiene un componente antigénico
principal. Por ejemplo, una vacuna monovalente de p68 incluye un antigeno
p68 de Bordetslla bronchiseptica como el componente antigénico principal de la
vacuna y es capaz de proteger el animal al que se administra la vacuna contra
enfermedades provocadas por Bordetella bronchiseptica. Otro ejemplo de una
vacuna monovalente incluye una preparacidon de células de Lepiospira
bratislava como el componente antigénico principal de la vacuna y es capaz de
proteger el animal al que se administra la vacuna contra enfermedades
provocadas por Lepiospira bratislava.

El término “vacuna de combinacién” significa una combinacién bivalente
o multivalente de antigenos que son capaces de inducir una respuesta inmune
protectora en perros. Los efectos protectores de una vacuna de combinacion
contra un patégeno o patdgenos se logran normalmente induciendo en el sujeto
animal una respuesta inmune, una respuesta inmune o bien mediada por célula
o humoral o una combinacién de ambas.

Por “inmunogénica” se quiere decir la capacidad de una composicién
para provocar una respuesta inmune en pemros contra un patégeno particular.

La respuesta inmune puede ser una respuesta inmune celular mediada
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principalmente por células T citotoxicas y células T productoras de citoquinas, o
una respuesta inmune humoral mediada principalmente por células T
auxiliares, que a su vez activa las células B que conducen a la produccién de
anticuerpos.

El tdrmino “cantidad terapéuticamente eficaz” o “cantidad eficaz” se
refiere a una cantidad de vacuna monovalente o de combinacion suficiente
para provocar una respuesta inmune protectora en el perro al que se
administra. La respuesta inmune puede comprender, sin limitacién, la induccién
de inmunidad celular y/o humoral. La cantidad de una vacuna que es
terapéuticamente eficaz puede variar dependiendo del antigeno particular
usado en la vacuna, la edad y condicién del perro, y/o el grado de infeccién, y

se puede determinar por un veterinario.

Vacunas de p68

La presente invencién ha demostrado por primera vez que una
composicion de vacuna que contiene antigeno p68 de Bordelolla
bronchiseptica protege de manera eficaz a perros contra enfermedad
provocada por Bordetella bronchiseptica. La composicion de vacuna de la
presente invencibn no provoca reacciones después de vacunacién
significativas, es segura para la administracién a cachorros, e induce inmunidad
protectora en perros que dura durante un largo periodo de tiempo.

De acuerdo con lo anterior, una realizaciéon de la presente invencién se
refiere a una composicion de vacuna que contiene un antigeno p68 de
Bordetella bronchiseptica (o “una vacuna de p68°), que es adecuada para la

administracién a pefros y es capaz de proteger a permos contra enfermedad
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provocada por Bordelella bronchiseptica, por ejemplo, traqueobronquitis
infecciosa (“tos perruna®).

Para el prop6sito de la presente invencion, el término “antigeno p68" se
refiere a una protelna (véase la Figura 5) con un peso molecular de 68 kDa
como se determina por electroforesis de gel de poliacrilamida SDS, se
reconoce por el anticuerpo monocional Bord 2 - 7 especifico de p68 (ATCC#), y
tiene una secuencia de aminoacidos como se expone en la SEQ ID N° 1 o una
secuencia de aminoacidos que es sustancialmente idéntica a la SEQ ID N° 1.
Por “sustanciaimente idéntico" se quiere decir un grado de identidad de
secuencia de al menos aproximadamente 90%, preferiblemente al menos
aproximadamente 95%, o mas preferiblemente, al menos aproximadamente
98%. Un ejemplo de antigeno p68 que tiene una secuencia de aminoacidos
sustancialmente idéntica a la SEQ ID N° 1 es el antigeno p68 descrito en el
documento WO 92/17587, que se expone en la SEQ ID N° 3. El anticuerpo
monoclonal especlifico de p68 de la presente invencién reconoce proteinas de
p68 nativas, proteinas de p68 recombinantes y proteinas de p68 en la
superficie de la bacteria, por ejemplo.

De acuerdo con la presente invencién, los antigenos p68 adecuados
para uso en la presente invencion incluyen proteinas p68 nativas (es decir,
protelnas de p68 de origen natural purificadas a partir de Bordelolia
bronchiseptica) y protelnas de p68 producidas de manera recombinante.

La purificacion de p68 nativa de Bordetella bronchiseptica se describe
en, por ejemplo, Montaraz y col., Infection and immunity 47: 744 - 751 (1985),
y también se ilustra en los ejemplos proporcionados en esta memoria

descriptiva méas adelante. La produccién recombinante de p68 se puede lograr
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usando una cualquiera de las técnicas de expresibn recombinante y de
clonacién molecular conocidas por los expertos en la técnica. Por ejemplo una
molécula de &cido nucleico que codifica p68 se puede introducir en una célula
huésped apropiada, tal como una bacteria, una célula de levadura (por ejemplo,
una célula de Pichia), una céluia de insecto 0 una célula de mamifero (por
ejemplo, célula CHO). La molécula de acido nucleico que codifica p68 se puede
colocar en un enlace operable a un promotor capaz de efectuar la expresion del
antigeno p68 en la célula huésped. p68, que estd expresado por la célula
huésped, se puede purificar faciimente usando técnicas de purificacion de
proteinas de rutina.

En una realizacidon preferida de la presente invencion, la secuencia de
nucledtidos como se establece en la SEQ ID N° 2 que codifica el antigeno p68
que tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID N° 1, se clona en un
vector de expresion y se coloca en un enlace operable a un promotor sensible
a la temperatura. El vector de expresidn se introduce en Escherichia coli y el
antigeno p88 se expresa tras la induccién por calor. Las células se lisan y los
cuerpos de inclusién en los que se acumula el antigeno p68 se separan
mediante centrifugacion. E! p88 recombinante en los cuerpos de inclusién se
solubiliza usando SDS u ofros agentes de solubilizacién conocidos en la
técnica tales como urea, clorhidrato de guanidina, clorhidrato, colato de sodio,
taurocolato, y desoxicolato de sodio. De acuerdo con la presente invencion,
una proteina de p68 nativa o recombinante purificada se combina con un
vehlculo veterinariamente aceptable para formar una composicién de vacuna
de p68.

El témino “un vehiculo veterinariamente aceptable” incluye cualquiera y
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todos los disolventes, medios de dispersién, revestimientos, adyuvantes,
agentes de estabilizacién, diluyentes, conservantes, agentes antibacterianos y
antifiingicos, agentes isotdnicos, agentes retardadores de la adsorcién, y los
similares. Los diluyentes pueden incluir agua, solucién salina, dextrosa, etanol,
glicerol, y los similares. Los agentes isotoénicos pueden incluir cloruro sédico,
dextrosa, manitol, sorbitol, y lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen
albimina entre otros.

Los adyuvantes adecuados para uso de acuerdo con la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a varias clases de adyuvantes tales
como; sales minerales, por ejemplo, Alumbre, hidréxido de aluminio, fosfato de
aluminio y fosfato de calcio; los agentes tensioactivos y microparticulas, por
ejemplo tensioactivos de polimeros de bloque no idnicos (por ejemplo,
colesterol), virosomas, saponinas (por ejemplo, Quil A, QS-21 y GPI-0100),
proteosomas, complejos de estimulacidbn inmune, cocleatos, aminas
cuatemnarias (bromuro de dimetil dioctadecil amonio (DDA)), avridina, vitamina
A, vitamina E; productos bacterianos tales como el sistema adyuvante RIBI
(Ribi Inc.), esqueleto de pared celular de Mycobacterum phlei (Detox ),
muramil dipéptidos (MDP) y tripéptidos (MTP), monofosforil lipido A, Bacillus
Calmete-Guerin, enterotoxinas de E. coli labiles al calor, toxina de coélera,
trehalosa dimicolato, CpG oligodesoxinucledtidos; citoquinas y hormonas, por
ejemplo, interleuquinas (IL-1, IL-2, IL-8, IL-12, IL-15, 1L-18), factor estimulante
de la colonias de granulocitos - macréfagos, deshidroepiandrosterona, 1,25-
dihidroxi vitamina Ds; polianiones, por ejemplo dextrano; poliacrilicos (por
ejemplo, polimetilmetacrilato, Carbopol 934P); vehiculos por ejemplo, toxoide
de tétanos, toxoide de difteria, subunidad B de la toxina de célera, enterotoxina
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labil al calor mutante de E. coli enterotoxigénica (rmLT), proteinas de choque
térmico; emulsiones de aceite en agua, por ejemplo AMPHIGEN ® (Hydronics,
Estados Unidos); y emulsiones de agua en aceite como, por ejemplo,
adyuvantes completos e incompletos de Freunds.

Los adyuvantes preferidos para uso en las vacunas de la presente
invencién incluyen Quil A y colesterol.

El antigeno p68 y el vehiculo veterinariamente aceptable se pueden
combinar de cualquier manera practica y conveniente para formar una
composicién de vacuna, por ejemplo, mediante mezcla, solucién, suspension,
emulsién, encapsulacién, absorcién y similares, y se pueden preparar en
formulaciones tales como comprimidos, capsulas, polvo, jarabe, suspensiones
que son adecuados para inyecciones, implantes, inhalaciones, ingestiones o
similares. Preferiblemente, la vacuna se formula de tal manera que se pueda
administrar a perros mediante inyeccién en una dosis de aproximadamente 0,1
a 5 ml, o preferiblemente aproximadamente 0,5 a 2,6 ml, o incluso mas
preferiblemente, en una dosis de aproximadamente 1 ml. Cuando sea
apropiado, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se deben
hacer estériles mediante procedimientos bien conocidos.

La cantidad de p68 en las vacunas debe ser eficaz para la inmunizaciéon
y esta generaimente en el intervalo entre 0,5 - 1000 pg por dosis.
Preferiblemente, la cantidad de p68 esta en el intervalo entre 1 - 260 pg por
dosis. Mas preferiblemente, la cantidad de p68 esta en el intervalo de 10 - 100
Hg por dosis. Incluso mas preferiblemente, la cantidad de p68 esta
aproximadamente entre 15 y 25 pg por dosis.

La cantidad de adyuvantes adecuada para uso en las vacunas depende

\1>
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de la naturaleza del adyuvante usado. Por ejemplo, cuando Quil A y colesterol
se usan como adyuvante, Quil A estd generalmente en una cantidad entre
aproximadamente 1 - 1000 pg por dosis, preferiblemente entre 30 - 100 pg por
dosis, y mas preferiblemente, entre aproximadamente 50 - 75 pg por dosis; y el
colesterol esta en general en una cantidad entre aproximadamente 1 - 1000 ug
por dosis, preferiblemente entre aproximadamente 30 - 100 ug por dosis, y més
preferiblemente, entre aproximadamente 50 - 75 pg por dosis.

En otra realizacién, la presente invencién proporciona procedimientos de
proteccion de pemros contra enfermedad provocada por Bordelella
bronchiseptica mediante la administracion a un perro de una composicion de
vacuna de p68, como se ha descrito en esta memoria descriptiva
anteriormente. De acuerdo con la presente invenciéon, la composicion de
vacuna de p88 proporciona perros con una inmunidad a largo plazo durante al
menos aproximadamente 4 meses, preferiblemente durante al menos
aproximadamente 6 meses, o incluso mas preferiblemente durante
aproximadamente un afio.

De acuerdo con la presente invencién, una vacuna de p68 se puede
administrar a un permo mediante cualesquiera vlas conocidas, incluyendo la
oral, intranasal, mucosal, topica, transdérmica, y parenteral (por ejemplo,
intravenosa, intraperitoneal, intradémica, subcutdnea o intramuscular). La
administracién también se puede lograr usando dispositivos de administracion
sin aguja. La administracién se puede lograr usando una combinacién de vias,
por ejemplo, primera administracibn usando una via parenteral y
posteriormente la administracién usando via mucosal.

Las vias preferidas de administraciébn incluyen administraciones
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subcuténea e intramuscular.

La composicién de vacuna de p68 de la presente invenciébn se puede
administrar a perros de al menos 6 semanas de edad, preferiblemente al
menos 7 semanas de edad, y mas preferiblemente, al menos 8 6 8 semanas de
edad. Los perros se pueden vacunar con una dosis 0 con mas de una dosis de
una vacuna de p68. Preferiblemente, dos dosis de una vacuna de p68 se
administran a perros con un intervalo de aproximadamente 2 - 4 semanas,
preferiblemente aproximadamente 3 semanas, entre las dos administraciones.
Si los perros se vacunan antes de la edad de 4 meses, se recomienda que se
vuelvan a vacunar con una sola dosis tras alcanzar 4 meses de edad, debido a
que los anticuerpos maternales pueden interferir con el desamollo de una
respuesta inmune adecuada en cachorros de menos de 4 meses de edad. Los
perros también se pueden volver a vacunar anualmente con una sola dosis.
Cuando es probable la exposicién de B. bronchiseplica, tal como en situaciones
de reproduccion, alojamiento, y situaciones de exposicibn, se puede
proporcionar una dosis de recuerdo adicional dentro de un afio, o

preferiblemente 6 meses, de la aparicion de estos episodios.

Vacunas de combinacién
En otra realizacién, la presente invencién proporciona vacunas de
combinacidbn y procedimientos para proteger perros contra Bordefella
bronchiseptica ylo uno 0 mas de ofros patdgenos caninos mediante la
administracién de tales vacunas de combinaciébn. Las composiciones de
vacuna de combinacién de la presente invencién no muestran interferencia de

eficacia y son seguras para la administracién a cachorros.
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Las vacunas de combinacién de la presente invenciéon incluyen un
antigeno p68 de Bordetella bronchiseptica, que se puede preparar como se ha
descrito en esta memoria descriptiva anteriormente, en combinacién con al
menos un antigeno entre otros patdgenos caninos capaces de inducir una
respuesta inmune protectora en perros contra la enfermedad provocada por
tales otros patégenos. Tales vacunas de combinacién también incluyen
combinaciones de dos o mas de tales otros patégenos caninos sin el antigeno
p68.

Tales otros patdgenos incluyen, pero no se limitan a, virus de moquillo
canino (CD), adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2), virus de la parainfluenza
canina (CP1), parvovirus canino (CPV), coronavirus canino (CCV), herpesvirus
canino, y virus de la rabia. Los antigenos de estos patégenos para uso en las
composiciones de vacuna de |a presente invencion pueden estar en la forma de
una preparacion de virus vivos modificados o preparacién de virus inactivados.
Los procedimientos de atenuacion de cepas virulentas de estos virus y
procedimientos de preparacién de una preparacién de virus inactivados se
conocen en la técnica y se describen en, por ejemplo las patentes de Estados
Unidos 4.567.042 y 4.567.043.

Otros patégenos también incluyen Leplospira bratislava, Leplospira
canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagiae, Leptospira
pomona, Leplospira hardjobovis, Porphyromonas spp., Bacteriodes spp.,
Leishmania spp., Bormelia spp., Ehrlichia spp., Mycoplasma spp. y
Microsporum canis. Los antigenos de estos paibgenos para uso en las
composiciones de vacuna de la presente invenciéon pueden estar en la forma de

una preparacion de células enteras o parciales inactivada, usando
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procedimientos bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, procedimientos de
preparacion de preparacion de células Lepilospira enteras o parciales
inactivadas se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en Yan, K.T,
"Aspects of Immunity to Leplospira borgpetersenii serovar hardjo”, Tesis
posdoctoral, Apéndice |, 1996. Faculty of Agriculture and Food Science, The
Queen’s University of Belfast; Mackintosh y col., “The use of a hardjo-pomona
vaccine to prevent leptospiruria in cattle exposed to natural chalienge with
Leptospira interrogans serovar hardjo®, New Zealand Vet. J. 28: 174 - 177,
1980; Bolin y col., "Effect of vaccination with a pentavalente leptospiral vaccine
on Leptospira interrogans serovar hardjo type hardjo-boivis infection of
pregnant cattle®, Am. J. Vet. Res. 50: 161 - 165, 1989.

De acuerdo con la presente invencion, las vacunas de combinacion en
general incluyen un vehfculo veterinariamente aceptable. Como se ha descrito
anteriomente en esta memoria descriptiva, un vehiculo veterinariamente
aceptable incluye cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
revestimientos, adyuvantes, agentes de estabilizacion, diluyentes,
conservantes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos,
agentes retardadores de la adsorcion, y los similares. Los diluyentes pueden
incluir agua, solucién salina, dextrosa, etanol, glicerol, y los similares. Los
agentes isoténicos pueden incluir cloruro sédico, dextrosa, manitol, sorbitol, y
lactosa, entre otros. Los estabilizantes incluyen albumina entre otros.

Los adyuvantes adecuados para uso de acuerdo con la presente
invencién incluyen, pero no se limitan a varias clases de adyuvantes tales
como; sales minerales, por ejemplo, Alumbre, hidréxido de aluminio, fosfato de

aluminio y fosfato de calcio; los agentes tensioactivos y microparticulas, por
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ejemplo tensioactivos de polimeros de bloque no idnicos (por ejemplo,
colesterol), virosomas, saponinas (por ejemplo, Quil A, QS-21 y GPI-0100),
proteosomas, complejos de estimulacién inmune, cocleatos, aminas
cuatemnarias (bromuro de dimetil dioctadecil amonio (DDAY)), avridina, vitamina
A, vitamina E; productos bacterianos tales como el sistema adyuvante RIBI
(Ribi Inc.), esqueleto de pared celular de Mycobacterum phlei (Detox ®),
muramil dipéptidos (MDP) y tripéptidos (MTP), monofosforil lipido A, Bacillus
Calmete-Guerin, enterotoxinas de E. coli labiles al calor, toxina de célera,
trehalosa dimicolato, CpG oligodesoxinucleétidos; citoquinas y hormonas, por
ejemplo, interleuquinas (IL-1, IL-2, iL-6, IL-12, IL-15, IL-18), factor estimulante
de la colonias de granuiocitos - macréfagos, deshidroepiandrosterona, 1,25-
dihidroxi vitamina Ds; polianiones, por ejemplo dextrano; poliacrilicos (por
ejemplo, polimetilmetacrilato, Carbopol 934P); vehiculos por ejemplo, toxoide
de tétanos, toxoide de difteria, subunidad B de la toxina de célera, enterotoxina
labil al calor mutante de E. coli enterotoxigénica (rmLT), proteinas de choque
térmico; emulsiones de aceite en agua, por ejemplo AMPHIGEN ® (Hydronics,
Estados Unidos); y emulsiones de agua en aceite como, por ejemplo,
adyuvantes completos e incompletos de Freund.

Los adyuvantes preferidos para uso en las vacunas de combinacion de
la presente invencién incluyen 1) Quil A mas colesterol; y 2) hidréxido de
aluminio. La cantidad de adyuvantes adecuada para uso en la vacuna depende
de la naturaleza del adyuvante usado. Por ejemplo, cuando se usan Quil Ay
colesterol como adyuvante, Quil A estd generalmente en una cantidad entre
aproximadamente 1 - 1000 pg por dosis, preferiblemente entre 30 - 100 ug por
dosis, y mas preferiblemente, entre aproximadamente 50 - 75 ug por dosis; y el
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colesterol esta en general en una cantidad entre aproximadamente 1 - 1000 ug
por dosis, preferiblemente entre aproximadamente 30 - 100 ug por dosis, y mas
preferiblemente, entre aproximadamente 50 - 75 pg por dosis. Cuando se usa
hidréxido de aluminio como adyuvante, esta en general en una cantidad entre
aproximadamente 0,5 - 20%, preferiblemente entre aproximadamente 0,5 -
10%, y méas preferiblemente entre aproximadamente 1 - 2%.

El antigeno p68, uno o mas antigenos de otros patégenos, y/o el
vehiculo veterinariamente aceptable se puede combinar de cualquier manera
practica y conveniente para formar una composicibn de vacuna de
combinacién, por ejemplo, mediante mezcla, solucién, suspension, emulsion,
encapsulacién, absorcion y similares, y se puede preparar en formulaciones
tales como comprimidos, capsulas, polvo, jarabe, suspensiones que son
adecuados para inyecciones, implantes, inhalaciones, ingestiones o similares.
Preferiblemente, la vacuna se formula de tal manera que se pueda administrar
a perros mediante inyeccidén en una dosis de aproximadamente 0,1 a5 mi, o
preferiblemente aproximadamente 0,5 a 2,5 ml, o incluso mas preferiblemente,
en una dosis de aproximadamente 1 mi.

Las vacunas de combinacién se pueden preparar rehidratando una
preparacion secada por congelacién de las cepas virales atenuadas (o una
preparacibn hecha por otros procedimientos tales como secado por
pulverizaciébn o desecacion) y preparacion viral con una preparacion liquida,
dicha preparacion iiquida se compone de antigenos Leptospirales, disueltos en
solucién salina estéril y potenciada con el adyuvanie Quil A y colesterol. Tal
vacuna de combinacidbn también se puede preparar rehidratando una

preparacion secada por congelacion de las cepas virales atenuadas y
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preparacién viral de Leptospira (0 una preparacibn hecha mediante otros
procedimientos tales como secado por pulverizacién o desecacién) con una
solucién estéril, o rehidratando dicha preparacion secada por congelacién con
CCV mas diluyente.

De acuerdo con la presente invencién, las vacunas de combinacién se
pueden administrar a un permo de al menos 6 semanas de edad,
preferiblemente al menos 7 semanas de edad, y méas preferiblemente, al menos
8 6 9 semanas de edad. Las vacunas de combinacién se pueden administrar
en 2 - 4 dosis, preferiblemente en 2 a 3 dosis. Las dosis se pueden administrar
con 2 a 6 semanas entre cada dosis, preferiblemente con 2 a 4 semanas entre
cada dosis.

La administracion se puede hacer mediante cualesquiera vias
conocidas, incluyendo la oral, intranasal, mucosal, tépica, transdémmica, y
parenteral (por ejemplo, intravenosa, intraperitoneal, intradémmica, subcutinea
o intramuscular). La administracibn también se puede lograr usando
dispositivos de administracién sin aguja. La administracién también se puede
lograr usando una combinacién de vias, por ejemplo, primera administracién
usando una via parenteral y posteriormente la administracién usando via
mucosal.

Las vias preferidas de administracion incluyen administraciones

subcutidnea e intramuscular.

Vacunas de combinacién preferidas y procedimientos de vacunacién
Una vacuna de combinacién preferida de la presente invencién incluye

una cepa atenuada de virus CD, una cepa atenuada de CAV-2, una cepa
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atenuada de virus CPIl, una cepa atenuada de CPV, una preparacién inactivada
de una cepa de CCV, y un antigeno p68 de Bordetella bronchiseptica.

Una vacuna de combinacién especialmente preparada incluye la cepa
de virus CD atenuada denominada la cepa “Snyder Hill" (National Veterinary
Service Laboratory, Ames, |A), la cepa CAV-2 atenuada denominada la cepa
“Manhattan” (National Veterinary Service Laboratory, Ames, |A), la cepa de
virus CPl atenuada que tiene la denominacibn de °"NL-CPI-5" (National
Veterinary Service Laboratory, Ames, 1A), la cepa de CPV atenuada que tiene
la denominacién de “NL-35-D° (National Veterinary Service Laboratory, Ames,
|A), una preparacién inactivada de la cepa de CCV que tiene la denominacién
de “NL-18° (National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA), y el antigeno
p68 de Bordetella bronchiseptica recombinante que tiene la secuencia de SEQ
ID N° 1. Tal vacuna de combinacién, también denominada en esta memoria
descriptiva como “la vacuna de combinacion p68/5CV", se prepara
preferiblemente rehidratando una preparacién secada por congelacion de las
cepas virales atenuadas y la preparacién viral con una preparacion liquida,
dicha preparacién liquida se compone del antigeno p68 disuelto en solucién
salina estérii y potenciada con el adyuvante Quil A y colesterol. Estia
combinacién sin el antigeno p68 se denomina en esta memoria descriptiva
como la combinacién SCV. Tal vacuna de combinacion se prepara
preferiblemente rehidratando una preparacion secada por congelacion de las
cepas virales atenuadas y preparacion viral con una preparacién liquida, dicha
preparacién liquida se compone de solucién salina estéril y esta potenciada con
adyuvante Quil A y colesterol.

Otra vacuna de combinacion especialmente preferida incluye los
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componentes antigénicos de la vacuna de combinacién p88/5CV asl como
preparaciones de células enteras inactivadas de cinco especies de Leptospira:
Leptospira bratislava (por ejemplo una cepa de Lepfospira bratislava que se
puede obtener del National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA),
Leplospira canicola (por ejemplo la cepa C-5, National Veterinary Service
Laboratory, Ames, |A), Leptospira grippotyphosa, (por ejemplo la cepa MAL
1540, National Veterinary Service Laboratory, Ames, |A), Leplospira
icterohaemorrhagiae (por ejemplo la cepa NADL 11403, National Veterinary
Service Laboratory, Ames, |A), y Lepiospira pomona (por ejemplo la cepa
T2682, National Veterinary Service Laboratory, Ames, |A). Tal vacuna de
composicion, también denominada en esta memoria descriptiva como “la
vacuna de combinacién p68/5CV - Leptospira®, se prepara preferiblemente
rehidratando una preparacién secada por congelacion de las cepas virales
atenuadas (o una preparacién hecha por otros procedimientos tales como
secado por pulverizacién o desecacion) y preparacion viral con una preparacion
liquida, dicha preparacién liquida estd compuesta por el antigeno p68 y
antigenos Leptospirales, disueltos en solucién salina estéril y potenciada con
adyuvante Quil A y colesterol. Esta combinacién sin el antigeno p68 se
denomina en esta memoria descriptiva la combinacién 5CV - 5 Leptospira. Esta
combinacién sin el antigeno p68 y sin Leptospira bratislava se denomina en
esta memoria descriptiva la combinacion 5CV-4 Leptospira. La combinacion
5CV sin el antigeno p68 y con Leplospira canicola y Leplospira
icterohaemorrhagiae se denomina en esta memoria descriptiva la combinacién
5CV-2 Leptospira. Tales vacunas de combinacién se preparan de manera

preferida rehidratando una preparacién secada por congelacion de las cepas
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virales atenuadas (o0 una preparacién hecha por otros procedimientos tales
como secado por pulverizacion o desecacién) y preparacion viral con una
preparacién liquida, dicha preparacion liquida estd compuesta por antigenos
Leptospirales, disueltos en solucién salina estéril y potenciada con adyuvante
Quil A y colesterol. Tales vacunas de combinacién también se preparan de
manera preferida rehidratando una preparacion secada por congelacion de las
cepas virales atenuadas y preparacion viral de Leptospira (0 una preparacién
hecha por otros procedimientos tales como secado por pulverizacibn o
desecacion) con una solucién estéril, o rehidratando dicha preparacién secada
por congelacién con CCV mas diluyente.

De acuerdo con la presente invencion, las vacunas de combinacion
p68/5CV, p68/5CV - Leptospifa, 5CV.,5 CV- 5 Leptospira 5CV - 4 Leptospira, y
5CV - 2 Leptospira se pueden administrar a perros sanos de 4 semanas de
edad o mayores, preferiblemente 6 semanas o mayores, y preferiblemente en 3
dosis, cada una de ellas administrada aproxinadamente con 3 semanas de
separacion. Los perros se pueden revacunar anuaimente con una sola dosis.
Cuando la exposicidn a virus de B. bronchiseptica ylo virus caninos es
probable, tal como situaciones de reproduccion, alojamiento, y situaciones de
exposicion, se puede proporcionar una dosis de recuerdo adicional dentro de
un aflo, o preferiblemente 6 meses, de la aparicion de estos episodios.

Todavla otra vacuna de combinacién preferida de la presente invencién
incluye una cepa atenuada de virus CD, una cepa atenuada de CAV-2, una
cepa atenuada de virus CPI, una cepa atenuada de CPV, y un antigeno p68 de
Bordetella bronchiseptica recombinante.

Una vacuna de combinacién especialmente preparada incluye la cepa
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de virus CD atenuada denominada la cepa "Synder Hill* (National Veterinary
Service Laboratory, Ames, |A), la cepa CAV-2 atenuada denominada la cepa
“Manhattan® (National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA), la cepa de
vius CPl atenuada que tiene la denominacibn de “NL-CPI-5" (National
Veterinary Service Laboratory, Ames, |A), la cepa de CPV atenuada que tiene
la denominaciéon de “NL-35-D" (National Veterinary Service Laboratory, Ames,
IA), y el antigeno p88 de Bordeislla bronchiseptica recombinante que tiene la
secuencia de SEQ ID N° 1. Tal vacuna de combinacion, también denominada
en esta memoria descriptiva como “la vacuna de combinacién p68/DA:PP", se
prepara preferiblemente rehidratando una preparacibn secada por congelacion
de las cepas virales atenuadas (0 una preparacidén realizada mediante otros
procedimientos tales como secado por pulverizaciébn o desecacién) con una
preparacion liquida, dicha preparacién liquida se compone del antigeno p68
disuelto en solucion salina estéril y potenciada con el adyuvante Quil A y
colesterol. Esta vacuna de combinacién sin el antigeno p68 se denomina en
esta memoria descriptiva como la vacuna de combinacién DA2PP. Tal vacuna
de combinacidn se prepara preferiblemente rehidratando una preparacion
secada por congelacién de las cepas virales atenuadas (0 una preparacion
realizada mediante otros procedimientos tales como secado por pulverizacién o
desecacién) con una preparacién liquida, dicha preparacién liquida se
compone de solucién salina estéril y potenciada con adyuvante Quil A y
colesterol.

Otra vacuna de combinaciébn especialmente preferida incluye los
componentes antigénicos de la vacuna de combinacion p68/DA:PP asi como

preparaciones de células enteras inactivadas de dos especies de Leptospira.
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Leptospira canicola {por ejemplo la cepa C-51, National Veterinary Service
Laboratory, Ames, |A), y Leptospira icterohaemorrhagiae (por ejemplo la cepa
NADL 11403, National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA). Como
altemativa, una vacuna de combinacién preferida puede incluir los
componentes antigénicos de la vacuna de combinaciéon p68/DA,PP asi como
preparaciones de células enteras inactivadas de cinco especies de Leptospira:
Lepiospira bratislava, Leplospira canicola, Leplospira grippotyphosa,
,Leplospira icterohaemormrhagiae y Leplospira pomona. Estas vacunas de
combinacién también denominadas en esta memoria descriptiva como “las
vacunas de combinacion de p68/DA,PP-Leptospira® se preparan
preferiblemente rehidratando una preparacion secada por congelacion de las
cepas virales atenuadas (0 una preparacion hecha por otros procedimientos
tales como secado por pulverizacién o desecacibén) y preparacion viral con una
preparacion liquida, dicha preparacién liquida estd compuesta por el antigeno
p68 y antigenos Leplospirales, disueltos en solucion salina estéril y potenciada
con adyuvante Quil A y colesterol.

Como altemativa, otra vacuna de combinacion preferida incluye los
componentes antigénicos de la vacuna de combinacion de DA;PP asl como
preparaciones de células enteras inactivadas de cinco especies de Leptospira:
Leptospira bratislava, Leptospira canicola, Leptospira grippofyphosa, Leptospira
icterohaemorrhagiae y Leptospira pomona. Todavia otra vacuna de
combinacién preferida incluye los componentes antigénicos de la vacuna de
combinacién de DA;PP asl como preparaciones de células enteras inactivadas
de cuatro especies de Leptospira: Lepfospira canicola, Leptospira
grippotyphosa, Leptospira icterohaemorrhagiae y Leptospira pomona. Estas
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vacunas de combinacién también denominadas en esta memoria descriptiva
como “las vacunas de combinacién de Leptospira - DA:PP®, se preparan
preferiblemente rehidratando una preparaciébn secada por congelacion de las
cepas virales atenuadas (o0 una preparacién hecha por otros procedimientos
tales como secado por pulverizacién o desecacion) y preparacién viral con una
preparacién liquida, dicha preparacién liquida estd compuesta por los
antigenos Lepfospirales, disueltos en solucién salina estéril y potenciada con
adyuvante Quil A y colesterol.

De acuerdo con la presente invencién, las vacunas de combinacién
pB8/DA2PP, p68/DA2PP - Leptospira, DA;PP y DA,PP - Leptospira se pueden
administrar a perros sanos de seis semanas de edad o mayores, 0
preferiblemente de 8 semanas de edad o mayores, y preferiblemente en 2
dosis cada una de ellas administradas aproximadamente con 3 semanas de
diferencia. Una sola dosis puede ser suficiente si se proporciona a un perro de
al menos 12 semanas de edad. Los perros se pueden volver a vacunar
anualmente con una sola dosis. Cuando la exposicién a B. bronchiseptica ylo
virus canino es probable, tal como situaciones de reproduccién, alojamiento, y
situaciones de exposicion, se puede proporcionar una dosis de recuerdo
adicional dentro de un afio, o preferiblemente 6 meses, de la aparicion de estos
episodios. Otra vacuna de combinacién preferida incluye un antigeno p68,
preferiblemente el antigenc p68 recombinante que tiene la SEQ ID N° 1, en
combinacién con una cepa atenuada de CPI.

Todavia otra vacuna de combinacién preferida incluye un antigeno p68,
preferiblemente el antigeno p68 recombinante que tiene la SEQ ID N° 1, una

cepa atenuada de CPl, y al menos dos especies de Leptospira tal como
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Leptospira canicola (por ejemplo la cepa C-51 National Veterinary Service
Laboratory, Ames, 1A), y Leptospira icterohaemorrhagiae (por ejemplo, la cepa
NADL 11403, National Veterinary Service Laboratory, Ames, 1A).

La cantidad del antigeno p68 y el (los ) antigeno (s) de uno o mas de
otros patégenos en las vacunas de combinacién de la presente invencion
deben de ser eficaces para la inmunizacion. En general el antigeno p68 en una
vacuna de combinacién debe de estar en una cantidad de al menos
aproximadamente 0,5 pg por dosis. El virus CD atenuado debe estar en una
cantidad de al menos aproximadamente 10> a aproximadamente 10° de
TCID50 por dosis TCIDs, (efecto citopatico del 50% de dosis infecciosa de
cultivo de tejido) por dosis, y preferiblemente en el intervalo de
aproximadamente 10* a aproximadamente 10® TCIDsy por dosis. EI CAV-2
atenuado debe estar en una cantidad de al menos aproximadamente 10? de
TCIDs, a aproximadamente 10° de TCIDsp por dosis, preferiblemente en el
intervalo de 10*° a aproximadamente 105 de TCIDsg por dosis. El virus CPI
atenuado debe estar en una cantidad de al menos aproximadamente 10? de
TCIDs, a aproximadamente 10° de TCIDso por dosis, y preferiblemente en el
intervalo de 10° a aproximadamente 10° de TCIDso por dosis. El CPV atenuado
debe estar en una cantidad de al menos aproximadamente 102 de TCIDs; a
aproximadamente 10° de TCIDs, por dosis, preferiblemente una cantidad en el
intervalo de 107 a aproximadamente 10 de TCIDs, por dosis. La cantidad de
CCV en una preparacién viral inactivada debe ser al menos aproximadamente
100 unidades relativas por dosis, y preferiblemente en el intervalo de 1000 -
4500 unidades relativas por dosis. Cada especie de Leptospira en la vacuna

debe estar en el intervalo de aproximadamente 100 - 3500 UN (unidades
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nefelométricas) por dosis de vacuna, y preferiblemente en el intervalo de 200 -
2000 UN por dosis.

Las vacunas de combinacidn se formulan de manera que las vacunas se
pueden administrar a permos mediante inyeccién en una dosis de 0,1 ml a 5 ml,
preferiblemente entre 0,5 mly 2,5 ml, y mas preferiblemente aproximadamente
1ml

La presente invencién se ilustra adicionalmente por los siguientes

ejemplos no limitantes.

EJEMPLO 1

ESTUDIO DE TITULACION DE DOSIS DE ANTIGENO RECOMBINANTE p68
DE BORDETELLA CANINA

VACUNA:

El antigeno de vacuna experimental era una proteina de la membrana
externa p88 recombinante (SEQ ID N°: 1) de B. bronchiseptica producida por la
cepa de E. coli |LW68B. La vacuna contenia niveles variables de p68
solubilizado en SDS (dodecil sulfato sédico), potenciado con 50 pg de
adyuvante QAC (Quil A/50 ug de colesterol) en 1 ml de dosis.

MATERIAL DE EXPOSICION

Un aerosol de Bordefella bronchiseptica, aislamiento de perros n° 85B,
subcultivo n® 3, lote n® 051597, se usé como material de exposicion. El
recuento medio en placa era 1,59 x 10% UFC/ml.

ANIMALES:

Sesenta cachorros de perro machos y hembras se distribuyeron al azar
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a uno de seis grupos de tratamiento (10 cachofros por grupo). A los cachorros
se les tomé muestra de sangre y se tomaron hisopos traqueales 41 dfas antes
de la primera vacunacién y de nuevo 28 dias antes de la primera vacunacion y
se retiraron del estudio cualesquiera animales seropositivos o positivos para el
cultivo.

Los animales se asignaron al azar a tratamientos y habitaciones de
acuerdo a un disefio de bloque completo al azar. Las observaciones después

de la vacunacion se realizaron sin conocimiento de los grupos asignados de

vacuna.
DISENO
Grupo Nivel de dosis via' N° de
animales
TO1 Control de solucion salina (solucibn SC 9
salina al 0,9% como una dosis de 1
ml)
T02 1 g de p68 SC 8
TO3 4 ug de p68 SC 8
TO4 16 pg de p68 SC 9
T05 64 pg de p68 SC 9

T06 256 pg de p68 SC 9

VA
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18C = Subcutinea

PROCEDIMIENTO

Administracién VP

Los animales se vacunaron el dia 0 con o bien el placebo o la vacuna
experimental. Se administr6 una segunda vacunaciéon el dia 21. La primera
vacunacion se administré por via subcutanea en la parte derecha del cuello y la
segunda vacunacién se administrd por via subcutdnea en la parte izquierda del
cuello.

Administracién de exposicién

Todos los animales se expusieron 28 dias después de la segunda
vacunacion con un aerosol de Bordstella bronchiseptica. Los animales se
controlaron para evaluar la tos durante un perlodo de 30 minutos, dos veces al
dia (una vez en la a. m. y una vez en la p. m.) los dias dos a catorce después
de la exposicion (dlas 51 a 63).

Observaciones y recogida de muestras

Todos los sitios de inyeccion se palparon y se midieron en tres
dimensiones durante siete dias después de cada vacunacion (dias0a7y21a
28) y el dia 14 después de cada vacunacion (dias 14 y 35).

Se registraron las temperaturas rectales el dia de la vacunaciéon y
durante tres dias después de cada vacunacién (dlas 0 a 3y 21 a 24).

Se recogi6 sangre los dias de la vacunacién (dias 0 y 21) y los dlas 42,
50 y 63 y se ensayaron mediante ELISA para evaluar los anticuerpos
especlficos contra la protelna de p68 purificada de B. bronchiseptica. También
se recogi6é la sangre los dias 42, 49, 50, 52, 54, 56 y 58 y se analizd para
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amiloide A sérico (SAA).

A todos los animales se les tomé una muestra de la trdquea con un

hisopo para aislamiento de B. bronchiseptica y se recogié sangre para evaluar
las titulaciones de aglutinacién de B. bronchiseptica antes de la vacunacién (en
el proveedor, el dia -41 y el dia -28) y ei dia 49.

ELISA DAB de la fitulacién de anticuerpo de perro y de ratén de p68 de
Bordetella

Se diluyé p68 nativo purificado hasta 600 ng/ml en tampén borato 0,01
M y se afiadié a cada pocillo a 100 pl/pocillo. Las placas se incubaron durante
toda una noche a 4°C. Las placas se lavaron después una vez con exceso de
PBS - Tween 20. Se afadié leche seca no grasa al 1% en PBS a las placas a
200 plpocillo. Después las placas se incubaron durante una hora a 37°C.
Después las placas se lavaron una vez con exceso de PBS - Tween 20.

Se afiadié suero de perro o ratén a una dilucién 1:50 a la fila superior de
las placas ELISA y se afiadié suero diluido en serie a lo largo de la placa. Las
placas se incubaron durante una hora a 37°C. Posteriormente, las placas se
lavaron 3 veces con exceso de PBS - Tween 20.

A las placas incubadas con el suero de perro anterior,se afadi6 IgG (H +
L) de cabra anti-perro marcada con peroxidasa, diluido a una dilucién 1:2000, a
100 pl/pocillo. Después las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. A las
placas incubadas con suero de ratén anterior,se afiadié IgG (H + L) de cabra
anti ratbn marcada con peroxidasa, diluido a una dilucion 1:4000, a 100
Hl/pocillo. Después las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Después las
placas se lavaron 3 veces con exceso de PBS - Tween 20.

Se afiadi6 sustrato ABTS a 100 pl/pocillo. Aproximadamente 20 minutos

(4]



10

15

20

25

38

mas tarde, las placas se leyeron con un equipo de Molecular Devices 0 un
lector de placas equivalente a 405 - 490 nm.

ANALISIS DE DATOS:

Se ensayaron diferencias de tratamiento en el nimero de perros que
tosen usando ensayo exacto de Fisher. Se usé el nivel 5% de significacion.

Las titulaciones de ELISA eran se transformaron logaritmicamente antes
del andlisis usando un modelo mixto lineal general. El nivel del 95% de
confianza se usd® para determinar diferencias de tratamiento. Las
observaciones de exposicion se controlaron dos veces al dla durante 30

minutos cada una.

RESULTADOS

Cultivo de hisopo tragueal y titulaciones de aglutinacion

Cultivos de hisopo traqueal y titulaciones de aglutinacién se evaluaron
para controlar el estado de B. bronchiseptica de los animales reclutados en el
estudio. Un nimero de perros demostré titulaciones aumentadas en diversos
puntos de tiempo pero ninguna titulacion se incrementé por encima de 128
antes de la exposicion.

Observaciones de los sitios de inyeccién

Las reacciones en los sitios de inyeccién después de la primera
vacunaciéon se presentan en la Tabla 1. Las reacciones en los sitios de
inyeccion mas grandes se observaron en animales vacunados con T05 (64 pg),
midiendo la mayor reaccién media en el sitio de inyeccién solamente 14,69 cm?®
(dos dias después de la vacunacion). Los animales vacunados con T03 (4 pg),

TO4 (16 pg) y TO6 (256 ug) demostraron reacciones en el sitio de inyeccion
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variables hasta 7 dias después de la vacunacién. Los animales vacunados con
TO02 (1 ug) solamente mostraron reacciones el dia 1 después de Ia vacunacion.
El séptimo dia después de la vacunacion, no habla diferencia estadisticamente
significativa en las reacciones en los sitios de inyeccién entre los grupos de
tratamiento. El dia 14, todas las reacciones en los sitios de inyeccién habfan
desaparecido.

Las reacciones en los sitios de inyecciébn después de la segunda
vacunacion se presentan en la Tabla 2. Después de la segunta vacunacion las
mayores reacciones medias en el sitio de inyeccién se observaron en T06 (256
Hg), midiendo la mayor reaccion del sitio de reaccién media en el sitio de
inyeccién en 50,03 cm® (un dia después de la vacunacion). Las reacciones de
los sitios de inyeccion se mostraron en los animales tratados con TOS5 (64 ug) y
TO4 (16 pg) hasta 7 dlas después de la segunda vacunacién. Las reacciones
en los sitios de inyeccion minimas se mostraron en los animales fratados con
TO3 (4 pg) y TO2 (1 pg) hasta 7 dias después de la segunda vacunacion. Las
reacciones en los sitios de inyeccién que no eran estadisticamente diferentes
del grupo placebo se mostraron en T02 (1 pg) v TO3 (4 ug) después de la
vacunacion. Catorce dlas después de |la segunda vacunacién no se observaron
reacciones en el sitio de inyeccién.

La frecuencia de las reacciones en los sitios de inyeccion después de la
primera vacunacién se presenta en la tabla 3. La frecuencia de LSM global mas
alta, 76% de los sitios de inyeccién que muestran una reaccién en cualquier
momento después de la primera vacunacion se produjo por la vacunacién con
TO6 (256 pg). Las siguientes mas frecuentes eran 72% de los sitios de

inyeccion mostrando una reaccién después de la primera vacunaciéon con T05
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(84 pg), 68% después de la primera vacunacidon con T04 (16 pg) y 63%
después de la primera vacunacion con TO3 (4 ug). La frecuencia mas baja,
38%, después de la primera vacunacioén de T02 (1 pg).

La frecuencia de las reacciones en los sitios de inyeccién después de la
segunda vacunacién se presenta en la Tabla 4. La frecuencia LSM global para
cada vacuna era consistente con la observada después de la primera
vacunacion.

La incidencia y duracién de las reacciones en los sitios de inyeccién
después de fa vacunacién se resumen en la tabla 5. La incidencia (o el nimero
de perros que muestran una reaccién en cualquier momento) de una reaccién
en el sitio de inyeccién mensurable era 100% para T03, T04, TO5 y T06 (4 ug,
16 pg, 64 pug, y 256 pg, respectivamente) después de la primera y segunda
vacunaciéon. Los animales que reciblan T02 (1 pg) demostraron la menor
incidencia de las reacciones de los sitios de inyeccibn después de la
vacunacion (57,1%).

La duracién de la reaccién (expresada como unas medias de minimos
cuadrados de dias con una reaccién mostrada en la tabla 5) era mayor para
animales vacunados con TQ4, TO5 y TO6 (16 pg, 64 pg, v 256 ug,
respectivamente) después de la primera y segunda vacunaciones (2,7 a 5,1
dias después de la primera vacunacién y 6,0 a 6,7 dlas después de la segunda
vacunacion). Los animales vacunados con T02 y TO3 (1 pg v 4 ug,
respectivamente) mostraron el menos nimero de dias con una reaccién en el
sitio de inyeccién después de la primera y segunda vacunaciones (0,3 y 1,3
dlas después de la primera vacunacién y 1,9 y 4,5 dias después de la segunda

vacunacion).
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Temperaturas rectales
Las mediciones de temperaturas rectales medias se resumen en la tabla

6. La temperatura rectal LSM para T02 (1 pg) el dia 1 y 24, para T03 (4 pg) el
dia 1, 21, y 24, para T04 (16 pg) el dia 2 y 24, para T05 (64 pg) el dia 23, y
para TO6 (256 ug) el dia 0, 1, y 24 eran significativamente diferentes del
placebo. El dia 23 todas las comparaciones no eran estadisticamente
significativas (P > 0,05) del placebo.

Serologia ELISA de p68

El sumario de los datos de ELISA p68 se presentan en la tabla 7. La
media geomeétrica de las titulaciones de virus de antes de la vacunacion de los
anticuerpos especificos ELISA de p68 fue baja en todos los grupos (intervalo
249 a 28,9) y las titulaciones para el placebo permanecieron bajas bajo a lo
largo de la duracién del estudio. Veintiin dlas después de la primera
vacunacién, la media geométrica de las titulaciones de ELISA de p68 habia
aumentado en el tratamiento vacunado (intervalo 55,2 a 4.411,7), sin embargo
la titulacién de T02 (1 pg) no era estadisticamente diferente del Placebo (T01).
Cuarenta y dos dias después de la segunda vacunacion, la media geométrica
de las titulaciones se incrementé adicionalmente en todos los grupos
vacunados (intervalo 674,6 a 48.382,0) que demuestran una buena respuesta
seroldgica a vacunacion.

Serologia de Amiloide A sérico (SAA

Las titulaciones de SAA se resumen en la tabla 8. Antes de la
exposicion, las medias geométricas de las fitulaciones de SAA eran bajas en
todos los grupos de tratamiento (intervalo 0,1 a 0,5). Después de la exposicion,
las titulaciones GMT de TO01 variaban entre 1,5 y 148,0, donde los grupos de
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tratamiento de p68 variaban entre 0,3 y 23,1. Todos los grupos de tratamiento
eran estadisticamente diferentes que el placebo los dias 50, 52, 54, y 56. No se
mostré ninguna diferencia estadistica entre las vacunas de p68 con la
excepcion de T02 (1 ug) el dia 52 cuando se demostré una media geométrica
estadisticamente diferente de todos los otros grupos de tratamiento de p68.

Respuesta a la exposicion

Los datos de respuesta a la exposicibn se presentan en la tabla 9. La
respuesta se determind controlando la tos después de la exposicion y las
observaciones se analizaron usando dos procedimientos: nimero medio de
minimos cuadrados de dlias con tos y dos dlas consecutivos de tos (incidencia
de enfermedad).

El andlisis del nimero medio de dias de tos no mostrd diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos de tratamiento p68; pero en los
perros vacunados con placebo tosian una media de 8,6 dlas mientras que los
perros a los que se administré vacunas de p68 tosian significativamente
menos, variando las medias entre 2,2 y 4,7 dias.

Cuando los perros se evaluaron usando incidencia de enfermedad,
todas los TO1 (placebo) se observd que tosian durante dos dias consecutivos
(100% de incidencia de enfermedad). Los perros vacunados con T04 (16 pg) y
TO5 (64 ug) mostraron una incidencia de enfermedad de 55,6% y 66,7%,
respectivamente. Solamente 28,6% de perros vacunados con T02 (1 pg), 50%
de TO3 (4 ug), y 33,3% de TO6 (256 ug) se observd que toslan durante dos
dias consecutivos.

DISCUSION

En este estudio, el objetivo era establecer una relacién entre dosis de

(4¢
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antigeno, respuesta inmune, y proteccion en pemos. Las dosis de antigeno p68
examinadas fueron 1 ug, 4 g, 16 pg, 64 ug, y 256 ug.

El andlisis de las mediciones de reaccién de los sitios de inyeccion
demostré una reaccién insignificante en los grupos de tratamiento de p68, con
la excepcién de T06 (256 upg) en el primer dia después de la segunda
vacunacion. Las reacciones que se observaron tendian a ser pequefias,
disminuyendo generalmente en tamafio durante los periodos de observacion.
El tamafio de estas reacciones era clinicamente insignificante y con la mayor
probabilidad pasarian desapercibidas en perros sin afeitar.

Las temperaturas rectales después de la vacunacion no eran dignas de
mencioén y estaban dentro de los limites normales para todos los perros en
todos los grupos.

La respuesta serolégica a la vacunacion era excelente en grupos T03 a
TO0B. En estos grupos de tratamiento, todos demostraron titulaciones de ELISA
de p68 significativamente mas altas cuando se comparan con el placebo desde
el dia 21 al dia 63, T0O2 (1 pg) mostré fitulaciones de ELISA de p68
significativas comparadas con la T01 (placebo) desde el dia 42 al dia 63. Las
titulaciones mas altas se observaron en T05 (64 ug) y T06 (256 pg).

El examen de la respuesta de SAA en todos los perros vacunados con
p68 después de la exposicién indicé un incremento mucho mas pequerio en el
SAA después de la exposicion cuando se compara con perros control. No se
mostré ninguna diferencia entre los niveles de dosis de la vacuna de p88
después de la exposicién con la excepcién de T02 (1 pg) el dia 52 que mostrd
una media geomeétrica estadisticamente diferente de todos los otros grupos de
tratamiento de p88.

WX
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Después de la exposicion las observaciones de tos se analizaron
usando medias de minimos cuadrados (LSM) del nimero de dias con tos o dos
dias consecutivos tosiendo (incidencia de enfermedad). Usando LSM de dlas
de tos, se demostré6 una diferencia significativa entre placebo y todos los
grupos vacunados con p68 aunque no se demostrd diferencia entre niveles de
dosis de vacuna de p68 diferentes. Usando la incidencia de enfermedad perros
vacunados con T02 {1 ug), TO3 (4 pg) y TO6 (256 ug) toslan significativamente

menos que el placebo.

CONCLUSIONES:

El estudio se llevé a cabo para establecer una relacion entre dosis de
antigeno, respuesta inmune, y proteccién en perros. Las dosis de antigeno p68
examinadas fueron 1 pg, 4 pg, 16 pg, 64 pg, y 256 pg.

Todas las vacunas eran seguras como se demuestra por reacciones en
los sitios de inyeccién minimas, temperaturas rectales normales y ausencia de
respuesta adversa a la vacunacion. El tamafio de las reacciones en los sitios
de inyeccion y la duraciéon de estas reacciones eran menor en los grupos de
tratamiento antigénico inferior. La respuesta serolégica a la vacunacién medida
mediante titulaciones ELISA era excelente demostrando los grupos de dosis
antigénica mas alta respuestas serolégicas mayores. Cuando se usa las LSM
de dias tosiendo como un procedimiento de comparacion, todos los grupos de
tratamiento demostraron una reduccién significativa en la tos cuando se
comparan con el placebo. No se observaron diferencias entre los grupos de
tratamiento. Cuando se us6 para comparacion dos dias consecutivos de tos (o

incidencia de enfermedad), los perros vacunados con T02 {1 ug), T03 (4 ug) y

R
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TO06 (256 ug) toslan significativamente menos que el placebo.



45

Tabla4 Volumen de la reaccion en los sitios de inyeccién en perros después de la primera vacunacién

con antigeno p68 o placebo

Tamafio medio por LS (cm®) de reacciones en el siio de inyeccién despuée de ia pnmera

vacunacién el dia de estudio '

Tratamiento (N) 0 1 2 3 4 5 6 7 14
TO1 Placebo (8) 000* 000" 000 000" O0OO" ©OO" O0O0O" 00O OQOO"
TO2 p68 1ug(7) 000* 400° o000 O000* 000" O0OO* OOO* 00O QOO"
TO3  pB8 4pug(8) 000* 000= o0B4% 458° 114** 039" 000* 000* QOO°
To4 p68 18ug(®) 000" 000" 3586° 428° 132 178** 238 038" 000°
TO5 p68 64ug(e) 000" 1044° 1460° 1056° 401 440 282** 115° 000°
TO8 p68 256pg(8) O0O00* 700" 853¢ 750% 582° 438 3se® 124 000"

[§D
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Tabla 2 Volumen de la reaccién en los sitios de inyeccién después de la segunda vacunacién con

antigeno p68 o placebo

Tamafio medio por LS (¢m® de reacciones en el sitio de tnyeccién después de la segunda

vacunacion el dfa de estudio

Tratamiento (N) 0(21) 1(22) 2(23) 3(24) 4(25) 5(26) B(27) 7(28) 14(35)
TO1 Placebo (8) 000" 000* 0O00O* 000" O000* O0O0O* 000" o0OO" 000"
TO2 pBB8 1yg(7) 000" 054 238** 114* 045* 061° 050" 016" 000"
TO3  pB8 4pg(8) 000® 000° 533 420° 259% 289" 153" 123** Q00"
TO4 p68 16ug(9) 000" 000" 758 1067° 725 728° 797° §514** 000°
TO5 pes B4pg(e) 000" 289" 1099° 1428° 9789° 975° 1114* @650° 000"
TO6 pB8 256ug(8) 000" 5003° B858°%° 1344 1132° 742 gs51® 268°" 000"

1 Los valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)

(3)



47

Tabla 3 Frecuencia de la reacclén en los sitios de inyeccién después de la primera vacunacién con

antigeno pé8 o placebo

Porcentaje medio por LS de perros por Corral 2 con reaccidn después de la primera vacunacién el

dla de estudio ®

Tratamiento (N) 0 1 2 3 4 5 6 7 14
To1 Placebo (9) 000® 000" O0O0O* ©0O0O* ©00O® O0O0O* ©QOO* ©0OCO" 000*
To2 p68 1ug(7) 000° 10000° B8333° 5000° 2500° 1250° 3750° 37s50® 000"
TO3  pé8 4 g (8) 000" 9000°¢ 8000° 9000 8000 6333° 8000° 8000° O0OD"
TO4 p6B 16ug(® 000° 6250° 8750 10000° 10000° 7750°° B750° 10000° 1000°
TO5 pBB 64ug(9) 000" 9000 10000° 10000° ©OOO" 9OCO™ ©000° BO00° 000"
TOB p68 256pg(9) 000" 10000*! 10000° 10000° 10000® 40000° 8750° 10000° O0OO*

152
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Tabla 4 Frecuencia de la reaccién de los sitios de Inyecclén después de la segunda vacunacién con

Porcentaje medio por LS de perros por Comal ' con reaccién después de la segunda vacunacion

eldia de estudio®

Tratamiento (N) 0 (21) 1(22) 2 (23) 3(24) 4 (25) 5(26) 8 (27) 7 (28) 14 (35)

TO1 Placabo (9) 000" 000" 2000" 1000* 0O00* 000" 000" 0OO" O0OO°
TO2 pBB 1ug(7) ooo* 5833 5833% 5833° 4583° 4167° 4167° 2017° Qo00°
TO3  pé8 4 ug(8) 000° 8333° 10000° 10000° 9000° 7333° 7333° 7333° 000°
TO4 p68 16ug(d) 000" 9000 10000° 10000° 10000° 10000 10000¢ 10000°¢ O0OO°®
TO5 p68 64ug(s) 000° 10000° 10000° 10000° 10000° 10000° 10000¢ 10000¢ OOO"

TOB pB8 256ug(8) O000® 10000° 10000° 10000° 410000° 10000°¢ 10000¢ 8750 000"

2 Dos Corrales por tratamiento

3 Los valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)
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Tabla 5 Duracién de las reacciones en los sitios de inyecclén después de la vacunaclén con antigeno p68

o placebo

Tratamlento (N) Reaccién medible Dias medios por LS Dias medios porL$S

(cualquier con reacclén con reaccién
momento) (después de la (después de la
primera segunda
vacunacién) vacunacién)

TO1 Placebo (8) 0/9 (0%) oo* 0"

TO2 p68 1yg (7) 477 (57 1%) 03° 19®

TO3 p68 4 yug (8) 8/8 (100 %) 13% 45°¢

To4 p68 16 ug (9) 9/8 (100 %) 27° 60

T05 p6é 64 g (8) 9/9 (100 %) 49°¢ 834

TO8 p68 256 ug (9) 8/9 (100 %) 51°¢ 87¢

5 4 Los valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)
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Tabla 8 Temperaturas rectales medias para los perros después de la vacunacién con antigeno pé8 o

placebo

Temperatura rectal media por LS el dia de estudio ®

Tratamiento (N) 0 1 2 3 21 22 23 24
To1 Placebo (9) 389t 389" 3go"r 390" 3go* 3ss* so* 390°
To2 pBB 1ug(?) 3go°® 385° 388" 3g4° g7 3s6" 387 3p6b°
TO3  pB8 4pg(8) 390° 3|7 3B6" 390° 3ge’ 386" 3s6" 384°
TO4  p@B 16 ug (8) 390" 390" 389" g7 387" 38" g7 386°¢
TO5 pBB 64ug(e) 38O 389" 3|9 3ss" 87" 7" 390° /7%
TO8 pB8 256pg(®) 387" 393°¢ 388 3go0* 3ge" ags* gg" 388°°

|SS
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Tabla 7 Titulaciones de ELISA DAB de p88 serolégicas en perros después de la vacunacidn con antigeno

Tratamiento (N}  Media geométrica de las ttulaciones de virus para ELISA de p68 el dla del estudio *

0 21 42 49 63
TO1 Placebo (8) 252" 483" 3po0* 282" 2304"
T02 pB8 1 ug (7) 255" 552" 6748° 284 4° 13017°
TO3 pé8 4 g (8) 253" 3109° 78650° 44148° 10580 1 ©
To4 pés 16 pg (9) 289" 5154° 121804 ¢ 5824 4° 114283°
T05 p88 64 ug (9) 253" 16995° 364606 ° 175939 ° 22689 3 °¢
T8 p68 256 g (9) 249" 441174 483820 259809 ¢ 30594 3¢

1 Las vacunaciones se administraron los dias del estudio 0 y 21 Los valores con diferentes superindices son

estadisticamente diferentes (P < 0 05)
8 Las vacunaciones se administraron los dias del estudio 0 y 21 y la exposicion se administro el dfa de estudio 49

1 Los valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)
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Tabla 8 Titulaclones de amilolde A sérico (SAA) en perros después de la exposicién de perros vacunados

con antigeno p68 o placebo

52

Tratamiento (N) Media geométrica de las fitulaciones de amiloide A sérico el dlia del estudio después
de la exposicién 7

49 50 52 54 56 58
TO1 Placebo (9) 02°¢ 1480°* g72% 1538* 147°% 15°¢
T02 P68 1ug (7) 02" 83’ 12° 07® 06° 03*
T3 pe8 41g(8) 02° 99° 64° 23 12° 18"
T4 PEB18LI®E)  gqe 163" 116° ao® 16" 14*
T PR BE g 114" Bo® 34" 130 12¢
08 P68 2619 (@) 05° 231" 164° 3s® 11° 04°

1 Los valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)

(Y3
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Tabla 9 Incidencla y duracién de tos en perros después de la exposicién de perros vacunados con

antigeno p68 o placebo

Tratamiento (N) Incidencia de enfermedad ™ “ Dias medios por LS con

tos?
TO1 Placebo (8) 9/6% (100%) 8g*
To2 p68 1 g (7) 217 ®(28 68%) 22°b
T03 pe8 4 g (B) 4/8 " (50 %) 38t
TO4 pe8 16 ug (9) 5/9 ** (55 6 %) 37°b
TO5 pe8 64 g (8) 6/9 " (68 7 %) 47t
TO8 p68 256 g (8) 3/9°(333%) 30t

8 Basandose en dos dias consecutivos de tos

2 os valores con diferentes superindices son estadisticamente diferentes (P < 0 05)
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EJEMPLO 2
ESTUDIO DE INMUNOGENICIDAD DE p68 DE BORDETELLA CANINA

Animales

Se compraron cuarenta y cinco perros de raza mixta machos y hembras.
Se administré una vacuna de parvovirus MLV a todos los cachorros el dia que
los cachorros liegaron al sitio de estudio. No se administré ninguna otra
vacuna, diferente de los productos experimentales a los cachomos durante el
estudio. Los perros eran aproximadamente de 9 semanas de edad (+ 1
semana) el dia 0 (dia de la primera vacunacion).

Los perros se mantuvieron en una instalacién de aislamiento necesaria
para prevenir la exposicion a Bordetella y a otros patogenos caninos antes de
la exposicidn. Después de la exposicion por aerosol de Bordetella, los
procedimientos de aislamiento se continuaron para prevenir la exposicién a
otros patégenos caninos.

Vacunas

Se usd solucidn salina estéril como una vacuna placebo en los grupos
de tratamiento TO1 y T02. Se usd vacuna de p68 de Bordetella bronchiseptica
recombinante canina en los grupos de tratamiento T03 y T04. El gen estructural
del antigeno p68 se clond en Escherichia coli y la expresion del gen se regulé
mediante un promotor sensible a temperatura. Las células se lisaron y los
cuerpos de inclusibn se separaron mediante centrifugacion. El p68
recombinante en los cuerpos de inclusion se solubilizé mediante tratamiento
con SDS. El p68 recombinante (15 pg por ml) se combiné con 50 pg de Quil A
y 50 ug de colesterol por ml en solucién salina estéril como diluyente. Cada mi

de dosis contenia 0,28% de etanol y 0,01% de timerosal.
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Inéculo de desafio

La cepa Bihr Cat de Bordetella bronchiseptica se preparé como inéculo
de exposicion usando el procedimiento actuaimente empleado por Biologics
Control Laboratories - Microbiology. Placas de agar de Bordet - Genou se
sembraron con un crecimiento confluente de cepa Bihr Cat de Bordeteila
bronchisepticay se incubd durante 48 horas a 37,5 +/- 2,5°C. Las colonias de
fase | virulentas se seleccionaron y se sembraron por estrla en agar Bordet -
Genou y se incubaron durante 24 horas a 37,5°C +/- 2,5°C. Después de
incubacion, se usé solucién salina de Bordetella para lavar las colonias del agar
y el antigeno se diluyé hasta una densidad 6ptica de 0,80 a 600 nm. Se realiz6
un recuento celular antes y después de la exposicion para la confirmacion de la
lectura de nefelébmetro. La concentracibn diana de exposicibn era
aproximadamente 1 x 10° UFC. La concentracidn antes de la exposicién era
2,37 x 10? UFC (100% fase |) y el recuento de la concentracién después de la

exposicién era 1,35 x 10° UFC (100% fase I).

Disento de estudio

Tabla sumario
Grupo de | Tratamiento Via Namero de
tratamiento animales

TO1 Control de | Intramuscular 8

solucion salina

T02 Control de | Subcutanea 7

solucién salina

TO3 p68 15 pg/dosis | Subcutanea 15

feo
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TO4 p68 15 pug/dosis | Intramuscular 15

Distribucion al azar/Ciego
Durante el periodo de tiempo de la vacunacién al dia de la exposicién,

los animales se asignaron a tratamientos de acuerdo con el disefio de bloque
generalizado. Los tratamientos se asignaron al azar a habitaciones. El dia de la
exposicion, los animales se asignaron al azar a habitaciones de exposicion por
bloque.

Individuos cualificados, sin conocimiento de los grupos de tratamiento
asignados, llevaron a cabo ensayos microbiolégicos y serolégicos y
valoraciones de los sitios de inyeccion, mediciones de temperaturas rectales, y

observaciones de tos.

Analisis de datos

Las variables de respuestia después de la vacunacién estaban
constituidos por datos de sitio de inyeccién, temperaturas rectales y titulaciones
de ELISA de p68. Los datos de los sitios de inyeccibn se resumen de las
siguientes formas:

1) nimero de animales que tienen una reaccion medible por
tratamiento y dia de estudio, 2) nimero de momentos en el animal en que
tienen una reaccion medible por tratamiento, 3) nimero de animales que tienen
una reaccién medible en cualquier momento por tratamiento.

De manera separada para las primera y segunda vacunaciones,
volumen de sitio de inyeccién (cm cubicos), temperaturas rectales y datos de
titulacién de ELISA de p68 transformados por log natural se analizaron usando

(bf
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un modelo mixto lineal general.

Contrastes lineales a priori del tratamiento por media de minimos
cuadrados de los momentos de observacibn se construyeron para ensayar
diferencias entre los grupos de tratamiento en cada momento de observacién y
para comparar los momentos en cada tratamiento. El nivel del 5% de
significacion se usé para todas las comparaciones.

Las variables de respuesta después de la exposicibn constaban de
observaciones de tos diarias, titulaciones de ELISA de p68 y titulaciones de
amiloide A sérico. El nimero de dias de tos durante el periodo después de la
exposicion se analizé usando un modelo mixto lineal general.

Contrastes a priori de la media de minimos cuadrados de tratamiento se
construyeron para ensayar las diferencias entre los grupos de tratamiento. El
nivel del 5% de significacién se usé para todas las comparaciones.

De manera separada para la primera y segunda vacunaciones, se usé el
ensayo exacto de Fisher para comparar grupos de tratamiento para evaluar la
incidencia de dos dias consecutivos de tos. El nivel del 5% de significacién se
usé para todas las comparaciones.

Para los datos de titulacion de amiloide A sérico (SAA) después de la
exposicion, la transformacion mediante el logaritmo natural se aplicé a los
valores de titulacién antes del analisis usando un modelo mixto lineal general.

Contrastes lineales a prion del tratamiento por media de minimos
cuadrados de los momentos de observacidn se construyeron para ensayar las
diferencias entre los grupos de tratamiento en cada momento de observacion y
para comparar los momentos en cada tratamiento. El nivel del 5% de

significacion se usé para todas las comparaciones.
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Procedimiento de estudio

Procedimientos de animales detallados

Cuarenta y cinco (45) cachorros seronegativos y negativos para el
cultivo se asignaron al azar a uno de los 4 grupos de tratamiento. Ocho y siete
perros se distribuyeron a grupos de control intramuscular (IM) o subcutaneo
(SC) respectivamente, para un total de 15 perros de control. Se distribuyeron
quince perros al grupo de tratamiento SC de p68 y 15 perros se distribuyeron al
grupo de tratamiento IM de p68. Los grupos de tratamiento se detallan en la
seccién de disefio de estudio anterior.

El dia 0 se design6 como el dia de la primera vacunacién. Las
vacunaciones se administraron el dia 0 y se repitié 21 dias méas tarde. Para la
primera vacunacién, se usd el lado derecho del cuello, para la segunda
vacunacién, se us6 el lado izquierdo del cuello. Las inyecciones
intramusculares se administraron en el masculo semimembranoso derecho e
izquierdo para la primera y segunda vacunaciones, respectivamente. Todos los
sitios de inyeccion se midieron en tres dimensiones durante siete dias después
de cada vacunacion con una medicion de seguimiento llevada a cabo 14 dias
después de la vacunacién. Se controlaron las temperaturas rectales el dia de la
vacunacion (antes de la vacunacion) y durante tres dlas después de cada
vacunacion.

El dia 35, a todos los animales se les tomé una muestra de la traquea
con un hisopo para cultivo de B. bronchisepiica y se recogid sangre para
titulaciones de aglutinacién. Todos los animales eran negativos por hisopo
traqueal y serolégicamente negativos para Bordetella y se consideraron

aceptables para exposicion.
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El dia 45, veinticuatro dias después de la segunda vacunacién, una
exposicién por aerosol de B. bronchiseptica se administré a todos los perros.
Los perros sedados se expusieron usando un cono nasal desechable, que se
ajusté de manera cefiida al hocico del perro sedado. El cono nasal se unié a un
nebulizador que estaba unido a una bomba de presién de vacio fijada a 5,5 a
6,0 psi (37,921 a 41,389 KPa). Un ml de material de exposicién se coloct en el
nebulizador y el material de exposicion en aerosol se administré6 a cada perro
durante 4 minutos. El personal que hace las observaciones no tenia
conocimiento de las asignaciones de los grupos de tratamiento.

Los animales se controlaron para evaluar la tos durante 14 dlas después
de la exposicion (dias 46 - 58). Las observaciones se realizaron en 2 {dos),
periodos de aproximadamente 30 minutos a aproximadamente el mismo tiempo
cada dia, uno se lleva a cabo en AM y el otro en PM y se registraron los

resultados.

Recogida de sangre
Se recogid sangre para titulaciones de aglutinacion antes de la primera

vacunacion y antes de la exposicion. Se recogié sangre para evaluacién ELISA
anti-p68 antes de la vacunacion los dias 0 y 21 y los dias 35, 45, y 59. Se
recogid sangre para el ensayo de amiloide A sérico (SAA) el dla de Ia
exposicion (dia 45) y los dias 46, 48, 50, 52 y 54.

Ensayos realizados sobre las muestras

Se evaluaron hisopos traqueales para la presencia de B. bronchiseptica
mediante cultivo. Cada hisopo traqueal se sembrd por estria sobre una placa

de agar selectivo de Bordetella. Se incluyeron controles positivos y negativos.
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Las placas se incubaron a 37,5 £ 2,5 °C durante 48 i+ 4 horas. Las colonias
resultantes en cada placa se compararon con el control positivo y cualquier
colonia que parecia idéntica al control positivo se ensayé posteriormente para
confirmar la presencia de B. bronchiseptica. Los ensayos de confiracién
incluyeron el uso de TSI, Citrato y urea agar y medio de rojo nitrato.

Se evaluaron los sueros para fitulaciones de aglutinacion, analisis de
ELISA de p68 o andlisis de SAA usando los siguientes procedimientos:

Titulaciones de aglutinacién - Se diluyeron en serie los sueros en placas
de microvaloracién usando solucién salina de Bordetella. Los controles
positivos y negativos se incluyeron en cada placa, la cepa 87 de B.
bronchiseptica (crecida en agar de Bordet Genou, recogida, inactivada y diluida
hasta 20% de T a 630 nm) se usé como el antigeno de aglutinacién y se afiadié
a cada pocillo. Las placas se agitaron y se incubaron a 35°C + 2°C durante 2
horas. Las placas se leyeron después de una segunda incubacién a
temperatura ambiente durante 22 horas. La titulacion del punto final se
determiné usando el dltimo pocillo que mostraba 50% de aglutinacion.

Titulaciones de ELISA de p88- el antigeno p88 recombinante se capturd
en una placa de microvaloracion de 96 pocillos revestida con un antisuero
policlonal especifico del antigeno p68 de Bordefella. Se afadieron diluciones
en serie 2x del suero canino a la placa y se incubaron. Se incluyeron en cada
placa controles positivos y negativos a una diluciébn 1:1000. Se us6é un
conjugado indicador de IgG anti - perro de cabra purificado por afinidad
marcado con peroxidasa para detectar anticuerpos especificos para el antigeno
p68. Después se afiadié un sustrato cromogénico ABTS y la placa se ley6

cuando los pocillos de control positivo tenfan una D. O. de 1,2 + 0,2. La
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titulacibn de una muestra dada se calculd como el reciproco de la Gltima
dilucién con una densidad éptica mayor que la media de la dilucién de suero de
control negativo méas cinco desviaciones tipicas.

Titulaciones SAA - Las titulaciones de amiloide A sérico canino se
evaluaron usando un kit comprado en Accuplex Co., Centro Médico de la
Universidad de Nebraska , Omaha, NE 68198. En resumen, SAA canino se
captur6 en una placa de microvaloracidn revestida con un anticuerpo
monoclonal de SAA anti-canino. Se afladieron muestras diluidas del suero
canino a la placa seguido de un conjugado de anticuerpo anti - canino marcado
con biotina. Después de la incubacién, se afiadié un sustrato cromogénico de
estreptavidina conjugado con peroxidasa. L.a placa se leyé después de 30

minutos.

Resultados

Temperaturas rectales

El sumario de mediciones de temperatura rectal se presenta en la tabla
10y 1.

Tabla 10. Media de minimos cuadrados de temperaturas rectales
(°C) en perros después de vacunacidon con soluclén salina o p 68 de

Bordetella (después de la primera vacunacién *)

Temperaturas rectales (°C)

Tratamiento Dia de estudio

0 1 2 3 error
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tipico
TO1 soluci6n salina IM 38,2 38,2 38,2 38,2 0,08
TO02 solucién salina SC 38,0 38,3 38,2 38,2 0,09
TO3 p68 SC 38,1 38,3 38,1 38,0 0,06
TO4 p68 IM 38,2 38,4 38,2 38,2 0,06

* La primera vacunacién se administr6 el dfa 0.

Tabla 11. Media de minimos cuadrados de temperaturas rectales
(°C) en perros después de vacunaciéon con solucion salina o con p68 de

Bordetella (después de la segunda vacunacion ®)

Temperaturas rectales (°C)
Tratamiento Dia de estudio

21 22 23 24 error

tipico

T01 solucién salina IM 38,1 38,3 38,2 38,2 0,10
T02 solucién salina SC 38,5 38,5 38,2 38,2 0,10
TO3 p68 SC 38,0 38,3 38,1 38,1 0,08
TO4 p68 IM 38,1 38,4 38,4 384 0,08

* La segunda vacunacién se administré el dia 21.
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No se observé ninguna diferencia significativa entre ningin grupo en
cualquier dia después de la primera vacunacién. Se observé una diferencia
significativa entre perros vacunados con solucién salina y todos los perros
vacunados con p68 (p = 0,0053 para TO1 T02 frente a TO3T04) el dia 21. Se
demostré una diferencia significativa (p = 0,0124) entre vacunados con p68 SC
e IM el dia 24.

Reacciones en el sitio de inyeccién

Las reacciones en el sitio de inyeccién se resumen en las tablas 12y 13.
Debido al descuido técnico, no se lievaron a cabo ningunas observa;:iones en
el sitio de inyeccion el dia 14 de observacion después de la segunda
vacunacién (dia 35).

Se observaron reacciones en el sitio medibles en T03 (p88SC) y eran
minimas en tamaiio. Se observé una pequefia reaccién en el sitio de inyeccién
en un perro en T04 (p68 IM) el dia 3 pero el impacto minimo de la medicién no

se reflejé en la media global para el grupo.

Tabla 12. Media de minimos cuadrados (cm ciibicos) de reacciones
en los sitios de inyeccién en perros después de vacunacién con solucién
salina o p68 de Bordetslla (15 pg/dosis) (después de la primera

vacunacion ")

tamafio medio (cm ctibicos) de reacciones en

el sitio de inyeccion

Dia de estudio
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Tratamiento ® 1| 2 3 4|1 5 |6 |7]|14
TO01 solucién salina IM oof(fo0| 00 |00} 00|00]007]0,0
TO02 solucion salina SC o0j00| 00 |00| 00O ]|00]00]00
TO3 p88 SC 74143 68 |34{ 25 (26(19(01
TO4 p68 IM o0loo0| 00° (00| 00 (000,000

% Primera vacunacion administrada el dia 0

b Error tipico para T01 = 0,80, T02 = 0,84, T03 = 0,70, y T04 = 0,70

© un perro tenla una pequefia reaccién en el sitio (0,5 cm?) pero debido al

redondeo, el impacto minimo de valor no se refleja en la media global.

Tabla 13. Media de minimos cuadrados (cm cibicos) de reacciones

en los sitios de inyeccién en perros después de vacunacién con solucién

salina o p68 de Bordetella (15 pgl/dosis) (después de la segunda

[69

vacunacion *)
Tamafio medio (cm cubicos) de reacciones en el
Tratamiento ® sitio de inyeccion
Dia de estudio
22 23 24 25 26 27 | 28
T01 solucién salina IM 00| 00| 0000 | 00| 0000
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T02 solucion salina SC 00400 | 00| 00100 )| 00 |00
T03 p68 SC 86 | 92 | 956 | 73 | 52 | 47 | 51
TO4 p68 IM oo |00} 00| 00| 00| 00 |00

# Segunda vacunacién administrada el dia 21.

b Error tipico para T01 = 1,12, T02 = 1,19, T03 = 0,92, y T06 = 0,82

Las diferencias significativas en las mediciones en los sitios de inyeccién
se resumen en la tabla 14. Se observé una diferencia significativa en las
mediciones en los sitios de inyeccién entre T02 (solucién salina SC) contra TO3
(p68 15 ug SC) durante seis dias después de la primera vacunacion. Eldia7 y
de nuevo el dia 14 (la observacién de reevaluacion de dos semanas), no se
observaron diferencias significativas entre ningin grupo de tratamiento.

Se observd una diferencia significativa en las mediciones en los sitios de
inyeccion entre T02 (solucién salina SC) contra T03 (p68 15 ug SC) durante

siete dias después de la segunda vacunacion.

Tabla 14. Valores de significacién para confrastes a priori entre
media de minimos cuadrados de mediciones de reaccién en el sitio de

inyeccion.

Dia de estudio  Contrastes valorde p

(tratamiento contra tratamiento)

1 TO2 contra TO3 0,0001




67

22

TO03 contra TO4

T01 TO2 contra TO3 T0O4

T02 contra T03

TO03 contra T04

T01 TO2 contra T03 T04

TO2 contra TO3

TO3 contra TO4

TO1 TO2 contra TO3 TO4

T02 contra TO3

TO3 contra T04

T01 TO2 contra TO3 TO4

T02 contra TO3

TO3 contra TO4

TO2 contra TO3

TO3 contra TO4

0,0001

0,0001

0,0007
0,0008

0,0101

0,0001
0,0001

0,0002

0,0044
0,0042

0,0339

0,0313

0,0253

0,0001

0,0001

Y
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24

25

26

27

TO1 TO2 contra TO3 T04

TO2 contra TO3
TO3 contra TO4

T01 TO2 contra T0O3 T04

TO02 contra TO3
TO3 contra T04

TO01 TO2 contra TO3 T04

T02 contra TO3
TO3 contra TO4

TO01 TO2 contra TO3 T04

T02 contra TO3
TO3 contra T0O4

TO1 T02 contra TO3 T04

T02 contra TO3

TO03 contra T0O4

0,0002

0,0001
0,0001

0,0001

0,0001
0,0001

0,0001

0,0001
0,0001

0,0013

0,0013
0,0007

0,0172

0,0035

0,0019
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TO1 TO2 contra TO3 TO4 0,0313

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Titulaciones ELISA de p68

Los datos de ELISA de p68 se resumen en la tabla 15 y Figura 1. Debido
a la considerable respuesta de titulacién a p68 en los permos vacunados, se
usaron diversos minimos de titulacién a diferentes momentos en el estudio. Las
titulaciones para los dias 0 y 21 se comenzaron en 50. Paral los dias 35,45y
59, las titulaciones se comenzaron a 200. Cualquier valor resefiado como
‘menor que” se dividid por 2 antes de andlisis. E| aumento incremental
observado en los valores de ELISA de p68 para los grupos de control (TO1 y
T02) durante el curso del estudio se debe a estos valores de titulacién minimos.
Las titulaciones de aglutinacién permanecian menores que 4.

Todos los animales vacunados con p68 mostraron al menos un
incremento de 4 veces en las titulaciones desde el primer dia de vacunacion
hasta el dia de la exposicion (dfa 0 contra el dia 45) cuando se compara con
animales vacunados con placebo.

Tabla 15. Media geométrica y errores tipicos de titulaciones * de
punto final de ELISA de p68 (15 ug/dosis) en perros después de
vacunacién con solucion salina o p68 (15 pg/dosis) y después de

exposicién con aerosol de B. bronchiseptica.

Tratamiento 0 Emor 21 Emor B Emmor 45 Ermor 58 Emor
tipico tipico tipico tipico tipico

TO1 salucidn
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saina IM 23590 478 25,0 4,78 1254 23,08 1000 18,94 1300 32.24
To2 solucidn
salna BC 250 500 250 5,08 1135 22,00 1000 19099 100,0 20,50
To3 p8é 8C 250 3@ 1805 277 108887 167020 45551 80343 aTee0 150243
To4 pB8 ™ 280 AW 1214 1908 110237 179185 44192 58544 13718,1 248354

“ Las Titulaciones para los dias 0 y 21 se comenzaron en 50. Las
fitulaciones para los dias 35, 45 y 59 se comenzaron en 200. Cualquier valor
resefiado como “menos de” se dividié por 2 antes del analisis.

® La primera vacunacién se produjo en dia 0; la segunda vacunacién se

produjo el dia 21 y la exposicién se administré el dia 45.

Las diferencias significativas para la media de minimos cuadrados de las
titulaciones de ELISA después de la vacunacién y después de la exposicién se
enumeran en la tabla 16. No se observd diferencia significativa entre animales

vacunados con p68 SC y p68 IM después que se completd la vacunacién.

Tabla 16. Valores de significacién para contrastes a priori entre
media de minimos cuadrados de titulaciones de punto final de ELISA de

p68 después de la vacunacién y después de exposicion.

Dia de estudio Contrastes valor de p

21 TO1 contra T04 0,0001

T02 contra TO3 0,0001
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TO3 contra T04

35 TO01 contra T04

T02 contra T03

45 TO1 contra TO4

TO02 contra TO3

59 TO1 contra T04

TO2 contra T03

0,0491

0,0001

0,0001

0.0001

0,0001

0,0001

0,0001

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Titulaciones de amiloide A sérico

Los valores de SAA se detemrminaron los dlas 0, 1, 3, 5, 7 y 9 después de

la exposicién. Los valores de amiloide A sérico se presentan en |a tabla 17 y se

representan en la figura 2.

Tabla 17. Media geométrica y errores tipicos de las titulaciones de

amiloide A sérico en perros vacunados con solucién salina y p68 de

Bordeteila (15 ug/dosis) después de exposicién de aerosol con Bordetella
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bronchiseptica.
Madla gaomdtrica y ermores fipicos de amiolds A sérico
Dia de estudic"
45 46 48 50 52 54

TRT Media Emor Medin Emor Media Emrmor Media Emor Medla Emor Media Ermor
tipico tipico tipico. tipico. tipko tipico.

T 0.1 002 2773 12630 824 4217 698 2860 60 2,24 1.2 033
To2 04 D08 3845 18583 1289 70,46 2159 9456 200 11,23 47 1,11
TO3 0.5 005 N7 1051 6.0 2,25 23 0,68 08 023 13 0.27

To4 03 004 500 16,58 88 322 50 1,50 24 0,65 07 014

5 * Exposicién administrada el dia 45
Las diferencias significativas en las titulaciones de SAA se resumen en
la tabla 18. Los confroles de solucion salina demostraron unas titulaciones de
SAA mayores que los perros vacunados los dias 1, 3 y 5 después de la
exposicion. Los controles de soluciéon salina SC continuaban para demostrar
10 titulaciones de SAA significativamente mayores cuando se comparan con

perros vacunados SC el dla 7 y 9 después de la exposicion.

Tabla 18. Valores de significacién para contrastes a priorl entre
media de minimos cuadrados de titulaciones de amiloide A sérico

15 después de la exposicion.



73
Dia de estudio  Contraste valor de p
(tratamiento contra tratamiento)
48 TO1 contra T04 0,0025
T02 contra T03 0,0001
48 TO1 contra T0O4 0,0007
TO2 contra T03 0,0001
50 TO1 contra T04 0,0001
TO2 contra TO3 0,0001
52 TO1 contra T02 0,0093
T02 contra T03 0,0001
54 TO2 contra TO3 0,0493

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)
Observaciones de tos
La exposicibn de aerosol para todos los grupos de tratamiento se

5 produjo 24 dias después de la segunda vacunacién (dia 45). Las
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observaciones de tos se examinaron usando dos procedimientos - estado de la
enfermedad en base a dos dias consecutivos de tos (presentados en la tabla

19) y porcentaje de dias de tos (presentados en |a tabla 20 y 21). Cuando los
perros se evaluaron usando criterios de dos dias consecutivos tosiendo, 80%

5 de los perros vacunados con p68 (SC e IM) tosian al menos dos dias
consecutivos mientras que los perros vacunados con solucion salina SC y
solucion salina IM toslan el 100% y 87,5%, respectivamente. Cuando los perros

se evaluaron usando porcentaje de dias observados tosiendo, los perros
vacunados con p68 SC e IM tosfan el 38,72% y 41,05% de los dias

10 observados, respectivamente. Los pemos vacunados con solucién salina SC y

solucién salina IM toslan 69,04% y 62,66% respectivamente.

Tabla 19: Sumario del estado de enfermedad en perros vacunados con
solucién salina y pé8 (15 yg/dosis) de Bordetslla basindose en dos dias

15 consecutivos de tos después de la exposicion con aerosol con Bordetelia

bronchiseptica
Nimero de tratamiento N° de perros Porcentaje de perros
con dos dias
consecutivos de tos
TO1 solucién salina IM 8 87.5
T02 solucién salina SC 7 100,0
TO3 p68 15 pg/dosis SC 15 80,0

TO4 p68 15 pg/dosis IM 15 80,0
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No se mostré ninguna diferencia significativa entre perros vacunados
con solucién salina y con p68 cuando el estado de enfermedad se basaba en

dos dlas consecutivos de tos.

Tabla 20. Porcentaje medio de dias de tos en perros vacunados ¢ n
solucién salina y p68 (15 ug/dosis) de Bordetslla después de la

exposicién con aerosol con Bordefella bronchiseptica

Tratamiento N° de perros Media Error tipico
TO1 solucion salina IM 8 62,66% 8,67
T02  solucién salina SC 7 69,04% 8,86
TO3 p68 15 pg/ SC 15 38,72% 6,38
To4 p68 15 pg/ IM 15 41,05% 6,44

Se demostr6 una diferencia significativa (p = 0,0112) entre T02 (solucion
salina SC) y T03 (p68 15 pg/ SC). No se mostré diferencia significativa entre
TO1 (solucion salina IM) y T04 (p68 15 ug/ IM).

Tabla 21. Porcentaje medio de dias de tos mediante tratamiento en
perros vacunados con solucién salina y p68 (15 pg/dosis) de Bordetsila

después de la exposicidn con aerosol con Bordefella bronchiseptica
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Parametro Estimado Error tipico
Media de solucion salina (T0O1 y T02) 65,88% 1,10
Media de 15 pg/dosis (TO3 y T04) 39,88% 4,34

Se mostré una diferencia significativa (p = 0,0022) entre los controles de

solucién salina y perros vacunados con p68.

Discusion

El estudio se disefi6 para demostrar la seguridad y eficacia de una
vacuna de p68 de Bordetella 15 ug/dosis en perros.

Se examiné la seguridad usando observaciones de sitios de inyeccion y
temperaturas rectales. El analisis de las mediciones de la reaccién en los sitios
de inyeccién demostré una reaccién insignificante en el grupo vacunado IM y
reacciones minimas en el grupo vacunado SC. Las reacciones que se
observaron tendlan a ser pequeiias, disminuyendo generalmente en tamafio
durante los periodos de observaciéon. El tamaiio de estas reacciones con la
mayor probabilidad resultaria inadvertido en perros sin afeitar. Aunque se
observé una diferencia significativa entre solucién salina y vacunados el dia 21
y entre vacunados IM y SC el dia 24, las temperaturas rectales eran
clinicamente insignificantes y estaban dentro de los limites normales para todos
los perros en todos los grupos.

La eficacia se examind usando observaciones de medicion de
titulaciones de punto final de ELISA de p68 y tos. Independientemente de Ia via

de administracién, se demostré una buena respuesta de anticuerpo p68 en los

BY
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grupos vacunados con p88 el dia 35. Se observé una buena respuesta de
anamnesia en los vacunados después de la exposicion. Aunque
tradicionaimente se han obtenido respuestas de anticuerpos superiores con la
via IM mas vascular y menos grasa cuando se compara con la via SC, la
diferencia entre vacunados con p68 SC e IM no era significativa a lo largo del
curso del estudio.

El examen de la respuesta SAA en perros vacunados y no vacunados
con p68 de Bordetella después de la exposicidn indicaban un incremento
mucho mas pequefio en los valores de SAA en grupos de animales vacunados
especialmente los dias 1, 3 y 5 después de la exposicion.

Conclusiones

En este estudio, se examind la eficacia de una vacuna de p68 de
Bordetella canina 15 pg/dosis usando un modelo de exposicion canina 24 dias
después de la vacunacion. La vacuna era segura como se demuestra por las
temperaturas rectales normales, reacciones minimas en el sitio de inyeccién y
eficacia en grupos IM y SC combinados. La comparacion de los valores de SAA
demostr6 una diferencia significativa entre perros vacunados con solucién

salina y con p68 los dlas 1, 3y 5§ después de la exposicion con aerosol.

EJEMPLO 3
DURACION DE SEIS MESES DE ESTUDIO DE INMUNIDAD DE VACUNA DE
p88 DE BORDETELLA CANINA
Animales
Se compraron noventa perros de raza mixta machos y hembras y la

mayoria de cachorros eran de 9 semanas de edad (+ 1 semana) el dla de la
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primera vacunacion.

Se administré una vacuna de parvovirus MLV a todos los perros tras la
llegada al sitio de estudio. Para que fueran aceptables para el estudio, los
animales se determinaron que eran negativos a B. bronchiseptica mediante
hisopo traqueal y titulacibn de agiutinacién. No se administré ninguna otra
vacuna, diferente de los productos experimentales durante el estudio.

Los perros se mantuvieron en una instalaciéon de aislamiento necesaria
para prevenir la exposicidn a B. bronchiseptica y a patégenos caninos antes de
la exposicién. Después de la exposicién con aerosol con B. bronchiseptica, los
procedimientos de aislamiento se continuaron para prevenir la exposicién a

otros patégenos caninos.

Vacunas

Se us6 solucién salina estéril como una vacuna placebo en los grupos
de tratamiento T01 y T02. Se usé vacuna de p68 de Bordefella bronchiseptica
recombinante canina en los grupos de tratamiento TO3 y T04. El gen estructural
del antigeno p68 se cloné en Escherichia coli y la expresién del gen se regulé
mediante un promotor sensible a temperatura. Las células se lisaron y los
cuerpos de inclusion se separaron mediante centrifugacion. ElI p68
recombinante en los cuerpos de inclusién se solubilizé mediante tratamiento
con SDS. De manera separada 15 ug de p68 y 60 ug de p68 se combinaron
con 50 ug de Quil A y 50 ug de colesterol por ml en solucién salina estéril Lepto
como diluyente. Los componentes combinados se mezclaron a 4°C durante 24
horas y se pasaron tres veces a través de un microfluidificador. Cada ml de

dosis contenla 2,7 pl de etanol y 0,0001% de timerosal, las concentraciones de
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p68 en las vacunas experimentales se midieron por ELISA p68. Todos los
ensayos se fealizaron por replicado de cinco (5). Todas las vacunas se usaron
dentro de 6 meses de ensamblaje.

Inéculo de exposicién

Placas de agar Bordet - Genou se sembraron con la cepa Bihr Cat de
Bordetella bronchisepfica y se incubaron durante 48 horas a 37,5 +/- 2,6°C. Las
colonias de fase | virulentas se seleccionaron y se sembraron por estria en
agar Bordet - Genou y se incubaron durante 24 horas a 37,5°C +/- 2,5°C.
Después de incubacién, se usd solucion salina de Bordetella para lavar las
colonias del agar y las células se diluyeron hasta una densidad Optica de 0,80 a
600 nm. Se realizd un recuento celular antes y después de la exposicién para
la confimacion de la lectura de nefeldmetro. La concentracion diana de
exposicién era aproximadamente 1 x 10° UFC. Para el grupo |, el recuento de
la concentracién antes de la exposicién era 1,94 x 10° y el recuento de la
concentracién después de la exposicion era 1,43 x 10°. Para el grupo |, el
recuento de la concentracion antes de la exposiciéon era 2,55 x 10 y el

recuento de la concentracion después de la exposicién era 2,13 x 10°.

Disefio de estudio

Tabla sumario

Grupo de Tratamiento Via Nimero de animales

tratamiento Dia de la primera vacunaci6n

Dia0 Dia 20 Namero total

de animales
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(grupo 1) (Grupo Il)
TO1 Control de Subcutanea 8 7 15
solucion
salina
TO2 Control de {ntramuscular 8 7 15
solucién
salina
TO3 60 pg/dosis Subcutsinea 8 7 15
de pB8
TO4 60 pg/dosis Intramuscular 8 7 15
de p68
TO5 15 yg/dosis Subcutiéinea 8 7 15
de p88
TO6 15 pg/dosis Intramuscular 8 7 15
de p88

El estudio se llevé a cabo en dos fases o grupos constituidos por 48

perros en el grupo | y 42 perros en el grupo Il. La vacunacion n® 1 se produjo el

dfa 0 para cada grupo. La vacunacién n® 2 se produjo 20 dias mas tarde. Los

episodios del grupo 1 estaban desfasadas respecto a los episodios en el grupo

Il durante aproximadamente 15 dias. Los petros se expusieron con aerosol con

B. bronchiseptica 181 dias después de la Gltima vacunacion.

Distribucidn al azar/Ciego

Los animales se asignaron al azar a tratamientos y habitaciones segun

un completo disefio al azar.
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Durante el periodo de tiempo de la vacunacion n° 1 al dia de la
exposicion dentro de cada grupo de estudio, los animales se asignaron al azar
a tratamientos y habitaciones (3 a 5 perros por habitacién) usando un plan de
distribucién al azar.

El dila de la exposicibn, los animales previamente tratados se
distribuyeron al azar a las habitaciones de exposicion dentro del grupo de
estudio usando un disefio de bloque generalizado.

Individuos cualificados, sin conocimiento de los grupos de tratamiento
asignados, llevaron a cabo ensayos microbiolégicos y serolégicos vy

valoraciones de tos y los sitios de inyeccién.

Analisis de datos

Las variables de respuesta después de la vacunacién constaban de
datos de sitio de inyeccion, temperaturas rectales y titulaciones de ELISA de
p68. Los datos de los sitios de inyeccién se resumen como sigue: 1) nimero de
animales que tienen una reaccién medible por tratamiento y dla de estudio, 2)
nimero de momentos en el animal que tiene una reaccion medible por
tratamiento, 3) nimero de animales que tienen una reaccién medible en
cualquier momento por tratamiento, 4) duracién de la reaccibn medible para
cada animal.

De manera separada para la primera y segunda vacunaciones, se
analizaron el volumen del sitio de inyeccidon {(cm cibicos), temperaturas rectales
y datos de titulacion de ELISA de p68 transformados por log natural se
analizaron usando un modelo mixto lineal general.

Contrastes lineales a priori del tratamiento por media de minimos
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cuadrados de los momentos de observacion se construyeron para ensayar las
diferencias entre los grupos de tratamiento en cada momento de observacion y
para comparar los momentos en cada tratamiento. Las comparaciones
especificas de interés eran T01 contra T03, T01 contra T05, TO3 contra TOS,
T02 contra T04, T02 conira T08, y T04 conira T06. Si el término interaccién
momento por tratamiento por grupo de estudio era significativo a P < 0,05,
contrastes entre grupos de tratamiento en cada momento y entre momentos
dentro de grupos de tratamiento estaban dentro de cada grupo de estudio, por
lo demds estos contrastes se basaron en la media de minimos cuadrados del
efecto de interaccibn momento por tratamiento. El nivel del 5% de significacion
se usé para todas las comparaciones.

Las variables de respuesta después de la exposicion constaban de
observaciones de titulaciones de ELISA de p68, titulaciones de amiloide A
sérico y observaciones de tos diaria. Las titulaciones de ELISA de p68 después
de la exposicion se analizaron como se ha descrito previamente. Para los datos
de titulacién de amiloide A séric (SAA) después de la exposicidn, se aplicé la
transformaciéon de log natural a los valores de titulacién antes del analisis
usando un modelo mixto lineal general.

El andlisis de tos se modificd para reflejar los requerimientos de USDA.
Para cada perro, se observé el porcentaje de periodos de observaciéon durante
los que se observd la tos. Antes de andlisis, se transformé el porcentaje usando
la transformacion de ralz cuadrada de arco seno. Se usé un modelo lineal
general para andlisis de tos.

La media de minimos cuadrados de este analisis se volvié a transformar

a porcentajes y el porcentaje de reduccioén en tos se calculé como:

(media de grupo control - media de grupo de tratamiento)
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Porcentaje de reduccion = 100 X

(media de grupo de control)

Contrastes lineales a priori de la media de minimos cuadrados de
tratamiento se construyeron para ensayar las diferencias entre los grupos de
tratamiento. Las comparaciones especificas de interés eran T0O1 contra TO3,
TO1 contra T05, TO3 contra TO5, T02 contra T04, TO2 contra T08, y TO4 contra
TO06. Si el término interaccién tratamiento por grupo de estudio era significativo
a P < 0,05, los contrastes entre grupos de tratamiento estaban dentro de cada
grupo de estudio, por lo demas estos contrastes entre grupos de tratamiento se
basaron en la media de minimos cuadrados del efecto principal del tratamiento.

El nivel del 5% de significacién se usé para todas las comparaciones.

Procedimiento de estudio

Procedimientos de animales detallados

Antes de la llegada de las premisas de estudio y antes de la primera
vacunacion, a los cachorros se les tomé una muestra traqueal con un hisopo
para cultivo de B. bronchiseptica y se recogié sangre para fitulaciones de
aglutinacion. Todos los animales eran negativos mediante hisopo traqueal y
serolégicamente negativos a Bordetella y se consideraron aceptables para el
estudio. Cuarenta y ocho cachorros se asignaron al azar a uno de los seis
grupos de tratamiento para el grupo I. El procedimiento se repitié usando
cuarenta y dos perros para el grupo Ii. Los animales se aclimataron al sitio de
estudio durante al menos cinco dias.

Los grupos y tratamientos se detallan en la seccién 7.4.A. Debido a las

restricciones de la instalacion y para potenciar la precision de observaciones de
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tos después de la exposicién, la vacunacién y los periodos de exposicién
respectivos se escalonaron en 15 dias para generar los dos grupos de perros.
El dla O se refiere al dia de vacunacién n° 1 para tanto el grupc 1 como el ll. La
vacunacién n® 2 se produjo 20 dias més tarde. Los tratamientos T01, TO3, y
T05 se administraron mediante la via subcutinea. Los tratamientos T02, T04, y
TO6 se administraron mediante la via intramuscular. Se administraron
inyecciones subcutaneas en la parte dorsolateral del cuello. Para la vacunacién
n® 1, se uso el lado derecho del cuello y para la vacunacion n° 2, se usé el lado
izquierdo del cuello. Las inyecciones intramusculares se administraron en el
musculo semimembranoso derecho e izquierdo para la vacunacién n® 1y n° 2,
respectivamente. Todos los sitios de inyeccion se midieron en tres dimensiones
durante siete dias después de cada vacunacidn con una medicion de

seguimiento llevada a cabo 14 dias después de la vacunacion. Se controlaron

" las temperaturas rectales el dia de la vacunacién (antes de la vacunacién) y

durante tres dias después de cada vacunacion. Se recogié sangre antes de
cada vacunacion (el dia -1 y dia 19) y el dla 50 para determinacién de titulacion
de ELISA de p68.

Cada mes, a todos los perros se les tomé una muestra traqueal con
hisopo para cultivo de B. bronchiseplica bajo sedacién para confirmar el estado
negativo para B. bronchiseptica. También se recogié sangre para titulaciones
de agiutinacion y ELISA. El procedimiento se repiti6 7 dias antes de la
exposicion para cada grupo. La evidencia de un cultivo de hisopo traqueal
positivo o de un incremento de titulacién de aglutinacién exclufa al animal del
estudio.

La exposicion se administré a perros 181 dias después de la vacunacién
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n°® 2. Los perros sedados se expusieron usando un cono nasal desechable, que
se ajustd de manera cefiida al hocico del perro sedado. El cono nariz se unié a
un nebulizador que estaba unido a una bomba de presién de vaclo fijada a 5,5
a 6,0 psi (37,921 a 41,369 KPa). Un ml de material de exposicion se coloct en
el nebulizador y el material de exposicién en aerosol se administré a cada permo
durante 4 minutos.

Las observaciones de tos después de la exposicion se enmendaron
antes de la exposicibn para cumplir con las recomendaciones de USDA.
Después de exposicion, cada grupo de perros se observd entre el tercer y
décimo dia después de la exposicién, durante un total de 8 dias. Los animales
se observaron dos veces al dia para tos durante aproximadamente 45 minutos
en cada periodo de observacion. El intervalo entre perlodos de observacion era
aproximadamente 12 horas. Personal sin conocimiento de los grupos de

tratamiento asignados registraron las observaciones de tos.

Recogida de sangre
Se recogid sangre para titulaciones de agiutinacion antes de la primera

vacunacion, mensualmente y antes de la exposiciéon para cada grupo.

Se recogi6é sangre para evaluacion ELISA anti-p68 el dla antes de la
vacunaciéon n® 1 y n® 2, el dia 50 y aproximadamente a intervalos de 30 dias
después de eso para cada grupo. También se recogid sangre el dia de
exposicién y el dia final de la observacion después de la exposicion.

Se recogi6é sangre para ensayo de amiloide A sérico (SAA) el dia de la
exposicion (antes de la exposicién) y los dias 1, 3, 5, 7, y 9 después de la

exposicién para cada grupo.
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Ensayos realizados sobre las muestras
Se evaluaron hisopos traqueales para la presencia de B. bronchiseptica

mediante cultivo. Cada hisopo traqueal se sembrd por estrla sobre una placa
de agar selectivo de Bordetella. Se incluyen controles positivos y negativos.
Las placas se incubaron a 37,5 1 2,5 °C durante 48 + 4 horas. Las colonias
resultantes en cada placa se compararon con el control positivo y cualquier
colonia que parecia idéntica al control positivo se ensayd posteriormente para
confirmar la presencia de B. bronchiseptica. Los ensayos de confirmacion
incluyeron el uso de TSI, Citrato y urea agar y medio de rojo nitrato.

Se evaluaron los sueros para titulaciones de aglutinacién, analisis de
ELISA de p68 o andlisis de SAA que usa los siguientes procedimientos:

Titulaciones de aglutinacion - Se diluyeron en serie los sueros en placas
de microvaloracién usando solucién salina de Bordetella. Los controles
positivos y negativos se incluyeron en cada placa, la cepa 87 de B.
bronchiseptica (crecida en agar de Bordet Genou, recogida, inactivada y diluida
hasta 20% de T a 830 nm) se usé como el antigeno de aglutinacion y se afiadié
a cada pocillo. Las placas se agitaron y se incubaron a 35°C 1 2°C durante 2
horas. Las placas se leyeron después de una segunda incubacién a
temperatura ambiente durante 22 horas. La titulacibn del punto final se
determiné usando el ultimo pocillo que mostraba 50% de aglutinacion.

Titulaciones de ELISA de p68 - El antigeno p68 recombinante se capturd
en una placa de microvaloracion de 96 pocillos revestida con un antisuero
policlonal especifico para el antigeno p68 de Bordetella. Se afiadieron

diluciones en serie 2x del suero canino a la placa y se incubaron. Se incluyeron
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en cada placa controles positivos y negativos a una dilucién 1:1000. Se usé un
conjugado indicador de IgG anti - perro de cabra purificado por afinidad
marcado con peroxidasa para detectar anticuerpos especlificos para el antigeno
rp68. Después se afiadid un sustrato cromogénico ABTS y la placa se leyd
cuando los pocillos de control positivo tenian una D. O. de 12 + 0,2. La
titulacion de una muestra dada se calculd como el reciproco de la ditima
dilucién con una densidad 6ptica mayor que la media de la dilucién de suero de
control negativo mas cinco desviaciones tipicas.

Titulaciones SAA - El amiloide A sérico canino se capturd en una placa
de microvaloracién de 98 pocillos revestida con un anticuerpo monocional SAA
anti - canino. Muestras diluidas del suero canino se afiadieron a la placa y se
incubaron. Se afiadié un patrén de referencia para obtener una curva patrén de
0,31 ng/ml a 20 ng/ml. Se afiadié un conjugado de anticuerpo anti - canino
marcado con biotina. Después de la incubaciébn del anticuerpo anti - canino
marcado con biotina, se afiadié estreptavidina conjugada con peroxidasa. E
affadié un sustrato cromogénico TMB y la placa se leyd después de 30
minutos. La concentraciéon de amiloide A sérico se determiné por comparacion
de la muestra con la curva patron y multiplicacién por el factor de dilucion

apropiado

Resultados
Salvo que se indique otra cosa, los resultados son los datos combinados

del grupo Iy Il

Cultivo de hisopo traqueal y titulaciones de aglutinacién
Se demostraron cultivos de hisopo traqueal positivos y/o incrementos de

[9)
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Estos perros y cualquier perro alojado con los perros positivos se retiraron del
estudio, dando como resultado la pérdida de 20 perros. El nhimero de permros
retirados de cada grupo era: TO1 - 4 perros, T02 - 2 perros, TO3 - 3 perros, T0O4
- 1 perro, TOS - 6 perros, T06 - 5 perros.

Observaciones en el sitio de inyeccién

Las reacciones en el sitio de inyeccién se resumen en las tablas 22 - 25.
La informacidn sobre el sitio de inyeccién no se recogié para el perro 81595 el
dia 21 para el grupo 1 debido a un descuido técnico. El protocolo se enmendd
de manera que los datos de reaccibn en los sitios de inyecciébn no se
recogieron para los perros en el grupo |l el dia 22 por lo tanto, el sumario de los
datos del dia 22 contiene solamente informacion de los ocho perros por grupo
de tratamiento en el grupo |. Las reacciones en el sitio de inyeccion no se
observaron para ningQn perro que recibia un tratamiento IM. Las mediciones en
el sitio de inyeccién eran minimas para ambos grupos de tratamiento
vacunados SC (T03 y T05).

Tabla 22. Media de minimos cuadrados {cm cibicos) de reacciones
en los sitios de inyeccién en perros después de vacunacién con solucién

salina o p68 de Bordetella (después de la primera vacunacion *)

Tamafio medio (cm cubicos)®

Dia de estudio

(22_
TS
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Tratamiento 1| 2 3 4 5 6 | 7|14
TO1 solucién salina SC 0|0 0 0 0 0oj0] 0O
T02 soluci6n salina IM 0| O 0 0 0 oj0] 0
TO03 60 pg SC 58|64| 73 |63]| 50 (49(27]| ©
TO4 60 pg IM 010 0 0 0 o|0] O
T05 15 pyg SC 44146| 31 |21]| 12 |09}07]| O
TO6 15 pg IM 0|0 0 0 0 o|lo0| O

2 Vacunacion n° 1 administrada el dla 0

P Error tipico para todas las medias = 0,64

Tabla 23. Media de minimos cuadrados {cm cabicos) de reacci nes

en los sitios de inyeccion en perros después de vacunacién con solucién

salina o p68 de Bordetella (después de la segunda vacunacién *)

Tamario medio (cm cibicos)

Dia de estudio

Tratamiento 21® | 22°| 23" 24® | 25° | 26" | 27" | 34"
TO1 solucién salina SC 0 0|0 0 o o|jo] o
TO02 solucion salina IM 0 0] 0 0 o oj(o0j] o
TO3 60 pg SC 50 |32|42| 58 | 59 |58]43]01

(93
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TO4 60 pg IM o oo o o |]oJo]o
TO5 15 ug SC 37 |24(22| 26| 21}{20|18]| O
TO6 15 pg IM o J]oflo]| o o fo|lo]|oO

® Vacunacion n° 2 administrada el dia 20

® Error tipico para las medias en este dia= 0,55

© Error tipico para las medias en este dia = 0,70

9 Ervor tipico para T06 el dfa 21 = 0,57

Tabla 24. Porcentaje de perros que tienen una reaccién en el siti de

inyeccion medible después de la vacunacién con soluclén salina o p68 de

Bordetslla (después de la primera vacunacién %)

Tratamlento Porcentaje de reaccién medible

n 1 2 3 4 5 6 7 14
TO1 solucién saline SC 15 0 0 0 0 o 0 0 0
TO2 solucién salina IM 15 0 0 0 0 0 0 o o
T03 60 pg SC 15 66,7 733 733 733 733 733 6887 O
T04 60 pg IM 15 0 0 0 0 0 0 0 0
TO5 15 pg SC 15 733 733 60,0 600 533 487 487 O
TOG 15 pg IM 15 0 0 0 0 0 1] 0 0

% Vacunacién n° 1 administrada el dia 0



10

15

I?J‘,ﬁg

1

Tabla 25. Porcentaje de perros que tienen una reaccién en el sitio de
Inyeccién medible después de la vacunacién con solucion salina o p68 de

Bordetella (después de la segunda vacunacién *)

Tratamiento Dia de estudio

n 21 22 23 24 25 28 21 M
TO1 solucién salina SC 15 0 0 0 0 0o o 0 0
T02 solucitn salina IM 15 0 0 0 0 o o0 6 o0
T03 60 pg SC 15 800 500 667 657 800 B00 800 67
TO4 80 pg IM 15 0 0 0 () o o o0 o
TO5 15 pg SC 15 733 500 733 733 733 733 687 O
TOG6 15 g IM 15 o o 0 0 0 0 0 0

® Vacunacion n°® 2 administrada el dia 0
® n = 8 para el dia 22
°n = 14 para T06 el dla 21

Las diferencias significativas en las mediciones de los sitios de inyeccién
se resumen en la tabla 26. Se observé una diferencia significativa en las
mediciones de los sitios de inyeccién entre T01 (solucién salina SC) contra T03
(60 pg SC) durante siete dias después de la primera vacunacion. Se observé
una diferencia significativa entre T01 (solucién salina SC) y T05 (15 ug SC)
durante solamente los primeros cuatro dias después de la primera vacunacion.

Se encontré una diferencia significativa entre T03 (60 ug SC) y T05 (15 ug
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SC) los dias 3 hasta el 7.En el dia 14 (la observacién de reevaluacién de dos
semanas), no se observo diferencia entre ninguno de los grupos.

Se observé una diferencia significativa (P = 0,0138) en las mediciones
de los sitios de inyeccion entre T01 (solucién salina SC) contra T03 (60 ug SC)
y TO5 (15 pg SC) durante siete dlas después de la segunda vacunacién. Se
observé una diferencia significativa entre T03 (60 ug SC) y T05 (15 ug SC) los
dias 23 a 27. El dia 34 (la observacion de reevaluacion de dos semanas), no se

observé diferencia entre ninguno de los grupos.

Tabla 26. Valores de significacién para contrastes a priori entre media de

minimos cuadrados de mediciones de reaccién en el sitio de inyeccion.

Dia de estudio  Contrastes valor de p
(tratamiento contra tratamiento)

1 TO1 contra TO3 0,0001
TO1 contra TO5 0,0001

2 TO1 contra TO3 0,0001
TO1 contra T0O5 0,0001

3 TO1 contra T03 0,0001
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TO1 contra TO5

TO3 contra T0O5

TO1 contra T03

TO01 contra TO5

TO3 contra T05

T01 contra TO3

TO3 contra T05

TO1 contra TO3

TO3 contra T0S

TO1 contra TO3

TO3 contra TOS

TO1 contra TO3

TO1 contra TO5

TO1 contra TO3

0,0006

0,0001

0,0001

0,0214

0.0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0001

0,0031

0,0258

0,0001

0,0001

0,0010
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27

TO1 contra T05

TO1 contra T03

TO1 contra TOS

TO3 contra TOS

TO1 contra TO3

TO1 contra T05

TO03 contra TO5

TO1 contra TO3

T01 contra TOS

TO3 contra T05

TO01 contra TO3

TO01 contra T05

TO3 contra TO5

T01 contra TO3

TO01 contra TO5

0,0166

0,0001
0,0055

0,0113

0,0001
0,0008

0,0001

0.0001
0,0087

0,0001

0,0001
0.0104

0,0001

0,0001

0,0475
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TO3 contra TOS

0,0004

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Temperatura rectal

Las mediciones de temperaturas rectales se sumarizan en las tablas 27

y 28. El protocolo se enmendd de manera que los datos de temperatura rectal

no se recogieran para los perros del grupo |l el dia' 22, por lo tanto, el sumario

de los datos del dia 22 contiene solamente informacién de los perros por grupo

de tratamiento en el grupo .

Tabla 27. Media de minimos cuadrados de temperatura rectal (°C) en

perros después de vacunacion con solucién salina o p68 de Bordetslla

(después de la primera vacunacién )

Tratamiento Temperatura rectal (°C) ®
Dia de estudio
0 1 2 3
TO1 solucién salina SC 38,5 38,4 38,3 38,2
T02 solucién salina IM 384 38,2 38,4 38,2
T03 60 pg SC 384 38,5 38,2 38,3
TO4 60 pg IM 384 38,5 384 38,4
TO5 15 ug SC 38,5 38,5 38,2 38,2
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TO6 15 ug IM 38,5 38,4 38,3 38,4

® Vacunacion n® 1 administrada el dia 20
® Error tipico = 0,09

Tabla 28. Media de minimos cuadrados de temperatura rectal (°C) en
perros después de vacunacion con solucién salina o p68 de Bordetella

(después de la segunda vacunacion *)

Tratamiento Temperatura rectal (°C)
Dia de estudio

20° 21° 22°¢ 23°
T01 solucion salina SC 38,6 38,5 38,3 38,4
T02 solucién salina IM 38,6 38,6 38,3 384
TO3 60 pg SC 38,7 38,6 38,6 38,4
TO4 60 pg IM 38,8 38,7 38,5 38,5
TO5 15 pg SC 38,6 38,6 38,5 38,4
TO6 15 g IM 38,7 38,7 38,4 38,5

* Vacunacion n° 1 administrada el dia 20
® Error tipico = 0,08
¢ Error tipico = 0,11
Se observé una diferencia significativa en las temperaturas rectales
entre T0O2 (solucién salina IM) y TO4 (60 ug IM) el dia 1 después de la primera
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vacunacién. No se observd ninguna diferencia significativa en la temperatura

rectal entre ningun grupo ningan dia después de la segunda vacunacion.

Titulaciones ELISA de p68

Los datos de ELISA de p68 antes de la exposicion se resumen en la
tabla 29. Debido a la respuesta de perros del grupo | en TO8 el dla 19, se
observé un defecto debido al grupo en el andlisis de datos de las titulaciones
de ELISA de p68. E| efecto era pequefio y no influencié ningin otro momento
analizado. Por lo tanto, los datos del grupo | y Il se combinan con el propésito

de resefiarios.

Debido a la considerable respuesta de titulaciébn a p68 en los perros
vacunados, se usaron diversos minimos de titulacion en momentos diferentes
en el estudio. Las titulaciones para los dlas -1 y 19 se comenzaron en 50. Para
los dias 50 a 195, las titulaciones se comenzaron en 200. Las titulaciones para
las muestras recogidas el dia 201 y 211 se comenzaron en 1000. Cualquier
valor resefiado como “menor que” se dividié por 2 antes de andlisis. El aumento
incremental observado en los valores de ELISA de p68 para los grupos de
control (TO1 y T02) durante el curso del estudio se debe a estos valores de
titulacion minimos. Las titulaciones de aglutinacion, excepto como se ha
indicado previamente, permanecian < 4.

Todos los perros vacunados con placebo tenlan titulaciones de p68 <
200 el dia 50. Todos los perros vacunados con p68 mostraron al menos un
incremento de 4 veces en las titulaciones después de la segunda vacunacién
(dia 0 contra el dia 50) cuando se compara con los animales vacunados con

placebo.
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Tabla 29. Media geométrica y errores tipicos de las titulaciones de punto
final de ELISA de p68 en perros después de vacunaclién con p68 de
Bordetslla el dia 0 y dia 20.

Dia de estudio
Tratamiento -1t 19°* 50°
Media Error Media Error Media Error
tipico tipico tipico
TO1 solucion salina SC 314 5,08 30,5 4,92 100,0 16,14
T02 soluci6n satina IM 27,7 4,47 25,0 4,03 100,0 16,14
T03 60 pg SC de p68 20,8 4,80 5078 | 8192 | 106335 | 17159
TO4 60 pg IM de p68 267 4,31 2497 | 40,29 | 47222 | 762,02
TO6 15 g SC de p68 25,0 4,03 2687 | 4338 | 562298 | 907,35
TO8 15 g IM de p68 33,4 5,40 91,8 14,81 | 35288 | 569,48
* titulaciones para los dias -1 y 19 se comenzaron en 50. Cualquier valor
resefiado como “menor que”® se dividia por 2 antes del analisis.
b titulaciones para el dla 50 se comenzaron en 200. Cualquier valor
resefiado como “menor que” se dividia por 2 antes del analisis.
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Las diferencias significativas para media de minimos cuadrados de las
titulaciones de ELISA después de la vacunacién se enumeran en la tabla 30.
No se observo diferencia significativa en las titulaciones de ELISA de p68 entre
controles SC y vacunados SC o controles IM o vacunados IM antes de |a

vacunacion (dia -1).

Tabla 30. Valores de significacion para contrastes a priorl entre media de
minimos cuadrados de titulaciones de punto final de ELISA de p68

después de la vacunacién.

Dia de estudio Contraste valor de p

19 TO1 contra T03 0,0001
TO1 contra TOS 0,0001
T02 contra T04 0,0001
TO2 contra T06 0,0001
TO3 contra TOS 0,0061
TO4 contra TO6 0,0001

50 T01 contra TO3 0,0001
TO1 contra T05 0,0001
T02 contra T04 0,0001
T02 contra T06 0,0001
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TO3 contra TO5 0,0059

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Las titulaciones de ELISA de p68 medidas durante el curso del estudio
se resumen en la tabla 31 y se ilustran en la figura 3.

Durante el curso del estudio, se hizo todo intento para coordinar las
actividades entre los grupos | y Il. Para los momentos de recogida de datos
centrales (es decir, episodios que rodean la vacunacion y exposicion), se llevd
a cabo esto. En tres casos durante el intervalo del! estudio, la recogida de
sangre e hisopo traqueal variaba en 1 6 2 dlas entre grupos. Con el fin de
resumir y resefiar los datos de ELISA de p68 durante este periodo de intervalo,
se combinaron los datos de estos dias. Por lo tanto, el dla 79 contiene datos
combinados del dia 79 (grupo ) y dia 81 (grupo Il), dia 111 comresponde al dia
110 (grupo I} y dia 111 (grupo 1) y dia 169 corresponde al dia 169 (grupo Il) y
dia 170 (grupo {). Por protocolo, el anilisis de datos no se realizd sobre los
datos de ELISA de p68 mas alla del dia 50.

Tabla 31. Sumario de la media geométrica de las titulaciones de
punto final de ELISA de p68 en perros no vacunados y vacunados ¢ n
p68 de Bordetella después de la vacunacioén y exposicién en aerosol con
Bordetella bronchiseptica

Medla geométrica de titulaciones de punto final de ELISA de p88"

Tratamiento Dia de estudic®*

70 110 140 168 185 201 211
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TO1 solucion salina SC 100,00 | 15492 | 108,00 | 108,590 | 117,18 | 109,14 | 5000

TO2 solucidn salina IM 11285 | 145233 | 13061 | 11551 | 11343 | 11237 | 5000

TO3 80 pg SC 343424 | 288407 | 1861,64 | 1805,58 | 3007.24 | 2408,81 | 81564,79
TO4 80 pg IM 150880 | 1164,81 | 833,12 | 687,64 | 1142,01 | 1547,87 | 58040,47
TO5 15 pg SC 1600,20 | 1511,80 | 122035 | 1312,62 | 2248,63 | 224447 | 20860,20
TO8 15 pg IM 97418 | 918,21 | 573,51 | 878,15 | 1505,01 | 1458,18 | 11503,28

* Las titulaciones de los dias 50 a 195 se comenzaron en 200. Las
fitulaciones para muestras recogidas el dia 201 y 211 se comenzaron en 1000.

Cualquier valor resefiado como "menor que” se dividla por 2 antes del andlisis.

® Las vacunaciones n°® 1 y n° 2 se administraron el dia 0 y 20,

respectivamente. La exposicion se administrd el dia 201.

¢ Durante el curso del estudio, se realiz6é todo intento para coordinar las
actividades entre los grupos | y |l. En tres casos, la recogida de sangre para los
grupos variaba en 1 ¢ 2 dias. Los datos de estos dias se combinaron para el
sumario de datos. El andlisis no se hizo sobre los valores de titulacién de
ELISA de p68 recogidos después del dla 50. El dla 78 comresponde a los dias
79 y 81, el dla 110 comesponde al dia 110 y 111, el dia 169 coresponde al dia
169 y 170.

Observaciones de tos

La exposicion de aerosol para ambos grupos se produjo 181 dias
después de la segunda vacunacion. Para cumplir con las recomendaciones de
USDA, los criterios de tos se enmendaron hasta observaciones de

aproximadamente 45 minutos, aproximadamente con una separacién de doce
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horas del tercer al octavo dia después de la exposicion. Las observaciones de

tos se resumen en las tablas 32 y 33.

Tabla 32. Porcentaje medio de momentos de tos en perros n
vacunados y vacunados con p68 de Bordetella después de la exposicién

de aerosol con Bordetella bronchiseptica

Tratamiento Ndmero de | Media Error tipico
perros
TO1 solucién salina SC 11 75,44% 7,73
T02 solucién salina IM 13 80,50% 6,64
TO03 60 ug de p68 SC 12 67,30% 8,12
TO4 60 ug de p68 IM 14 71,81% 7,32
TO5 15 pg de p88 SC 10 36,30% 8,19
TO6 15 pg de p68 IM 10 39,55% 9,18

Tabla 33. Porcentaje medio de momentos de tos por tratamiento en
perros no vacunados y vacunados con p68 de Bordetella después de la

exposicién de aerosol con Bordetella bronchiseptica

Parametro Estimacién Error tipico

Media de solucién salina (T01 y T02) 78,26% 5,28




s

103

Media de 60 pg/dosis (T03 y T04) 69,58% 5,68

Media de 15 pg/dosis (T05 y T0B) 37,92% 6,70

El porcentaje de reduccién en la tos cuando se compara con el control
de solucién salina era 51,55% para los grupos de 15 yg/dosis y 11,09% para
los grupos de 60 ug/dosis. Las diferencias significativas estadisticas se

5 resumen en la Tabla 34.

Tabla 34. Valores de significacion para contrastes a priori entre

media de minimos cuadrados para el porcentaje de momentos de tos

Contraste Valor de p
TO1 contra TO5 0,0041
TO3 contra TO5 0,0199
TO02 contra TO6 0,0019
TO4 contra T06 0,0119
TO1 y TO2 contra TO5 y T06 0,0001

10

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Amiloide A sérico
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Los valores de SAA se determinaron los dias 0, 1, 3, 5, 7 y 9 después de

la exposicién. Los valores de amiloide A sérico se presentan en la tabla 35 y se

representan en la figura 4.

Tabla 35. Media geométrica y errores tipicos de las fitulaciones de

amiloide A sérico en perros no vacunados y vacunados con p68 de

Bordetella después de exposicion de aerosol

con Bordetella

bronchiseptica.
Media geomdétrica y amores tipicos de amiloide A sérico
Dia de estudlo
201 202 204 208 208 210

TRT Media Ermor Medla Emw Medla Emwr Media Eror Madia Emor Media Ermor
tipico tpico tipico tipico tipleo tipleo
™ 1.1 03 2573 8461 W16 11644 5487 17193 880 21,31 0.4 2,95
To2 1,0 028 1140 3283 1119 3221 1088 3138 156 4,48 1.7 049
TO3 0.8 025 1357 4055 1187 3575 745 2225 109 3,38 1.0 0,30
TO4 08 023 1347 23920 15680 4350 1748 4880 348 0.87 19 0,54
TOS 0.8 028 684 2285 883 295 93 3,12 19 0,64 20 068
TO8 o8 027 457 140604 540 17067 04 3,07 19 0,63 08 0,27

? La exposicion se administrd el dia 201.

Las diferencias significativas en las titulaciones de SAA se resumen en

la tabla 36.
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Tabla 36. Valores de significaclén para contrastes a priori entre media de

minimos cuadrados de las titulaciones de amiloide A sérico después de la

exposiciéon

Dia de estudio  Contrastes valor de p
(tratamiento contra tratamiento)

202 TO1 contra T05 0,0054
TO02 contra T06 0,0393
TO04 contra TO6 0,0154

204 T01 contra TO3 0.0097
T01 contra T05 0.0020
TO4 contra TO6 0,0154

208 TO1 contra TO3 0,0001
TO1 contra TO5 0.0001
TO2 contra TO6 0,0001
TO3 contra TOS 0.0001
TO4 contra TO6 0,0001

208 TO1 contra TO3 0,0001
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TO1 contra TOS 0,0001
T02 contra T06 0,0001
TO3 contra T05 0,0023
TO4 contra TO8 0,0001
210 TO1 contra TO3 0,0002
TO1 contra TO5 0,0068

Solamente se presentan contrastes significativos (p < 0,05)

Discusion

El estudio se disefi® para demostrar la seguridad y eficacia de seis
meses de una vacuna de p68 de Bordetella recombinante en perros. Se
demostré la seguridad de tanto la vacuna de 15 pg/dosis como la de 60
Hg/dosis. La eficacia y duracién de inmunidad de 6 meses de la vacuna de 15
ug/dosis se apoyé bien en el estudio.

Se examind la seguridad usando observaciones de sitios de inyeccién y
temperatura rectal. El andlisis de las mediciones de reaccién en los sitios de
inyeccion no demostré ninguna reaccién en los grupos vacunados IM y
reacciones minimas tanto en los grupos vacunados SC con 15 pg /dosis como
con 60 ug/dosis. Las reacciones que se observaron tendlan a ser mas
pequefias en los perros vacunados 15 pg/dosis SC. Tales reacciones que se
hablan observado eran transitorias, resolviéendose en general en 14 dias o

menos. El tamafio de estas reacciones serla lo mas probable inadvertido en
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pemos donde los sitios de inyecciébn estaban sin afeitar. Las temperaturas
rectales después de la vacunacién eran insignificantes y estaban dentro de los
limites normales para todos los perros en todos los grupos.

La eficacia y la duracién de la inmunidad se examinaron 181 dias desde
la vacunacién usando observaciones de tos y medicion de las titulaciones de
punto final de ELISA de p68. El porcentaje de tos en los controles de solucion
salina (78,26%) indicaba que la exposicion administrada a los animales de
estudio era aceptable. El porcentaje de los momentos de tos para el grupo de
15 pg/dosis (37,92%) demostré una reduccién del 51,55% en la tos cuando se
compara con los controles, satisfaciendo los requerimientos de eficacia
mandados por la USDA. No se demostré ninguna proteccién en el grupo de 60
ug/dosis (69,58%) demostrando los perros una reduccibn minima en la tos
cuando se comparan con los controles.

Aunque no se compara estadisticamente, se puede observar a partir de
las tablas 29 y 31 que las vacunas SC tienden a tener respuestas de
anticuerpos mas altas cuando se comparan con las vacunas IM. Para los
propésitos de la discusién, comentarios adicionales con relacién a los grupos
de dosis diferentes combinan los resultados de las vias IM y SC de
administracion.

Independientemente de la via de administraciéon, se demostrd una
excelente respuesta de anticuerpo de p68 en ambos grupos vacunados el dia
50 y se mantuvo en los vacunados a lo largo del curso del estudio. Se observé
una buena respuesta de anamnesia en los vacunados después de la
exposicion.

La comparacion de las titulaciones de ELISA de p68 de 15 yg/dosis y 60
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Hg/dosis durante el curso del estudio indicaba que el grupo de 60 ug/dosis
mostraba una respuesta de titulacién ligeramente mayor (Figura 3). Esta
respuesta, aunque excelente, no se comrelacionaba con la protecciébn después
de la exposicion de aerosol. Las respuestas de la titulacidn de ELISA de p68
eran variables en los perros retirados del estudio con hisopos traqueales
positivos o incremento de las titulaciones de aglutinacion. Tres de los seis
controles que se retiraron del estudio con cultivos de hisopos traqueales
positivos y/o incremento de titulos de aglutinacion mantenlan las titulaciones de
ELISA de p68 < 200. Parece que no existe correlacion de las titulaciones de
ELISA de p68 con el hisopo traqueal o el estado de la titulacién de aglutinaciéon
de los perros retirados del estudio.

El examen de la respuesta SAA en perros vacunados y no vacunados
con p88 de Bordetella después de la exposicion indicaban un incremento
mucho més pequefio en los valores de SAA en los grupos de 15 pg/dosis

especialmente los dias 5 y 7 después de la exposicion.

Conclusiones

En este estudio, se examind la eficacia de 15 pg/dosis y 80 yg/dosis de
una vacuna de p68 de Bordefella canina usando un modelo de exposicion
canino 6 meses después de la vacunacion. Ambas vacunas eran seguras como
se demuestra por las temperaturas rectales normales y reacciones minimas en
el sitio de inyeccién. Aunque tanto los perros vacunados con 15 pg/dosis y 60
Hg/dosis mostraron buena respuesta sexolégica a la vacunacién como se mide
por las titulaciones de ELISA de pB8, la respuesta no se cormrelacioné con la

protecciéon clinica en los perros vacunados con 60 ug/dosis. Los perros

2
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vacunados con 80 pg/dosis no demostraron diferencia significativa en la tos
cuando se comparan con los controles no vacunados. Se demostrd una buena
eficacia de la vacuna de 15 pg/dosis mediante una reduccibh mayor que 50%
en la tos cuando se compara con los controles. Se postula que los niveles
incrementados de SDS en la vacuna de 60 pg/dosis puede dar como resultado
la diferencia demostrada en proteccién. La comparacién de los valores de SAA

demostré una diferencia entre vacunas y controles.

EJEMPLO 4
Seguridad y eficacia de VANGUARD ® mas 5/CV-L

VANGUARD ® mas 5/CV-L es una preparacion secada por congelacion
de cepas atenuadas de virus CD, CAV-2, virus CPl, CPV, y cultivos enteros
inactivados de L. canicola y L. iclerohaemorrhagiae, mas una preparacion
liquida de CCV inactivado con un adyuvante. Todos los virus se propagaron
sobre lineas celulares establecidas. La fraccion de CPV se atenué mediante un
subcultivo bajo sobre la linea celular canina que le proporcioné las propiedades
inmunogénicas capaces de anular la interferencia de anticuerpo matemnal a los
niveles indicados en la tabla 38. El componente liquido se usd para rehidratar
el componente secado por congelacion, que se habla envasado con gas inerte
en lugar de vacio.

La evaluacién de laboratorio demostré que VANGUARD ® mas 5/CV-L
inmunizaba a los perros contra enfermedad respiratoria por CD, ICH, CAV-2 y
CPI, enteritis provocada por CCV y CPV, y leptospirosis provocada por L.

canicola y L. icterohaemorrhagiae, y que no existia ninguna interferencia
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inmunoldgica entre las fracciones de vacuna. Los ensayos de seguridad del
campo extensivo mostré que era seguro y esencialmente sin reaccién en
perros tan jévenes como 6 semanas de edad en condiciones de uso normales.

También se demostré que la vacuna CAV-2 protege de manera cruzada
contra ICH provocado por CAV-1. Los estudios demostraban que CAV-2 no
solamente protegia contra ICH, sino contra enfermedad respiratoria de CAV-2
también. El virus de exposicién adenovirus canino de tipo 2 no se recupero de
los perros vacunados con CAV-2 en los ensayos llevados a cabo.

La fraccién CPV en VANGUARD ® mas 5/CV-L se someti6é a ensayo de
eficacia y seguridad exhaustivas. Se mostré que era seguro y esencialmente
sin reaccién en ensayos de laboratorio y en ensayos clinicos en condiciones de
campo. Ademéas la seguridad del producto se demostré por un estudio de
retrosubcultivo que inclula la administracién oral de dosis multiples de la cepa
de vacuna a perros susceptibles, todos los cuales permanecian normales.

La investigacidbn demostrd que 3 dosis de la vacuna con titulacion de
virus de CPV aumentada puede superar las fitulaciones de neutralizacién
sérica (SN) asociadas al anticuerpo maternal. Se mostré por otras que
fitulaciones de neutralizacién de suero tan bajas como 1:4 interferian con la
inmunizacién activa usando vacunas vivas modificadas convencionales. Un
ensayo clinico se llevd a cabo con cincuenta cachorros de 6 semanas de edad
[25 vacunados (intervalo de titulacion SN -256) y 25 controles no vacunados
(intervalo de titulacién SN 4 - 1024)] (tabla 37). El grupo de vacunados recibia 3
dosis, con las vacunaciones adminisiradas con 3 semanas de separacion
comenzando a las 6 semanas de edad. Después de la primera vacunacion,

13/25 cachorros mostraban un incremento de 4 veces o més en la titulacién SN
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de CPV (seroconversion) (tabla 38). Doce de estos 13 cachormros tenlan
titulaciones SN maternales < 1:16 en el momento de la primera vacunacién
teniendo el cachorro restante una titulacion SN de 1:64. Otros 9 cachorros con
las titulaciones SN iniciales entre 1:16 y 1:256 fueron seroconvertidos después
de la segunda vacunacion. Sus titulaciones SN de anticuerpos matemales
hablan disminuido hasta < 1:64 en el momento de la segunda vacunacién. De
manera similar, los 3 altimos vacunados, con titulaciones SN iniciales de 1:128,
fueron seroconvertidos después de la tercera vacunacion, después de que su
titulacion CPV de anticuerpo matemal cayd < 1:64. Por lo tanto, en este
estudio, cuando se proporcionaron 3 dosis de vacuna comenzando a las 6
semanas de edad, los 25 vacunados, incluso aquellos con los niveles de
anticuerpo matermales mds altos, se llegaban a inmunizar de manera activa
(GM = 1:1176; intervalo de titulaciones SN 128 - 4086). Los 50 perros se
expusieron 3 semanas después de la tercera vacunacién con un virus de
exposicibn de CPV heterbdlogo. Catorce de los 25 perros de control no
vacunados murieron o mostraron -enfermedad lo suficientemente grave para
justificar la eutanasia, mientras que Jos 25 vacunados pemanecian
esencialmente sanos. El virus de la vacuna de subcultivo bajo y alta titulacién
en VANGUARD ® méas 5/CV-L era por lo tanto altamente inmunogénica y
capaz de estimular la inmunidad activa en presencia de anticuerpos
maternales.

La eficacia de la fraccion de CCV de VANGUARD ® mas 5/CV-L se
demostré en un estudio de exposicién de vacunacion extensivo. Se vacunaron
dieciséis cachorros de 7 a 8 semanas de edad con VANGUARD ® mas 5/CV-L
(vacunados) y 17 con VANGUARD ® mas 5/1. (controles). Todos los cachorros

YRRY
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recibieron tres dosis de 1 ml a intervalos de 3 semanas. Tres semanas después
de la tercera vacunacion, los cachorros se expusieron con una cepa virulenta
de CCV (CV-6). Las observaciones clinicas, temperaturas, pesos, y parametros
sangulneos se controlaron durante 21 dias después de la infeccion. Los
vacunados con CCV demostraron una reduccion en la aparicion de diamea y
en la cantidad de liberacion de CCV virulenio cuando se compara con los
controles. A los 21 dias después de la exposicion, la tincidbn con anticuerpo
fluorescente para CCV virulento de secciones de intestino delgado demostrd
una reduccién significativa (P) en el antigeno de CCV detectable entre
vacunados con CCV y controles (tabla 39).

Tabla 37 Titulaciones de neutralizacién de suero inicial (SN) de

vacunados y controles

Titulaciones SN N° de vacunados N° de controles incluidos
incluidos
<1:2 3 0
1:4 4 3
1:8 1 3
1:16 4 1
1:32 2 5
1:64 3 1
1:128 6 3
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1:256 2 3
1:512 0 5
1:1024 0 1

Tabla 38. Medla geométrica de la titulaciones de neutralizacion de

suero (SN) después de la vacunacién (Intervalo) *

Grupos N Antes de Ia | Después de vacunacion

vacunacion 1 2 qb
Todos los perros | 25 1:24 1:108 1:605 1:1176
vacunados (<2-258) | (B-1024) |(B-4098) | (128->4098)
Respondedores | 13 18 1:480 1:1745 1:1410
después de la 1 (<2-64) |(B4-1024) | (256-4096) | (256 - 4096)
vacunacion
Respondedores 9 1:87 1:20 1:.376 1:1625
después de la 2¢ (16-256) | (8-64) (256 - 1024) | (256 - 4096)
vacunacion
Respondedores 3 1:128 1:32 125 1:203
después de la 3¢ (128) (16-84) | (8-84) (128 - 256)
vacunacion
Pemos de control | 25 1:64 1.9 13 <12
no vacunados

(4-1024) |(<2-64) |(<2-84) [(<2-4)

? Los pefros se vacunaron a las 6, 9 y 12 semanas de edad.
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® Titulaciones SN antes de la exposicién

Tabla 39. Tincién con anticuerpo fluorescents de secciones de intestino

deigado 21 dias después de ia exposicién

22X
218

Secciétn del | % de perros posi.tivos para el
intestino anticuerpo fluorescente
Vacunados Controles

Duodeno 1 0 89

2 0 100

3 0 100
Yeyuno 4 0 89

5 0 100

6 12,5 56
fleon 7 0 78

8 12,5 78

9 0 67

10 12,5 56

Conclusiones

En este estudio, una vacuna de combinacién potenciada con adyuvantes
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que contiene virus CD, CAV-2, virus CPI, CPV y cultivos enteros inactivados de
L. canicola y L. icterohaemorrhagiae y CCV, se mosiré que era tanto segura
como eficaz como una vacuna cuando se usa en cachofmos. La vacuna de
combinacién también se mostré que supera las titulaciones de neutralizacion

de suero (SN) asociadas al anticuerpo matemal.

EJEMPLO 5

ESTUDIO DE INMUNOGENICIDAD DE p68 NATIVO DE BORDETELLA
CANINA

Animales

El estudio inclufa dos camadas de perros sabuesos SPF y dos camadas
de perros de origen aleatorio. Los perros se asignaron al azar a grupos
vacunados o no vacunados. El estudio inclula un total de 10 perros vacunados

y 11 no vacunados.

Preparacién de vacuna experimental

B. bronchiseptica (cepa 110 H) se recogié de placas de extension de
agas sangre Bordet - Gengou de 48 horas lavando la superficie de placa con 5
a 10 ml de tampén de exiraccidn por calor. Como altemativa, las células
crecidas en ambos cultivos (Medio definido de Charlotte Parker) se recogieron
mediante centrifugacion desechando la fraccidn sobrenadante. Las células
recogidas se suspendieron en Tris - HCl 25 mM, pH 8,8 y se incubaron a 60°C
durante 1 hora. El desecho celular se separd del extracto por calor mediante
centrifugacién a 20.000 x g a 4°C durante 30 minutos. Se afiadié azida sddica

U9
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(0,01%) a la fraccibn sobrenadante extraida por calor que se clarificd
adicionalmente después mediante filtracibn microporosa.

La resina de afinidad de anticuerpo monoclonal se prepar6 mediante
conjugacion de anticuerpo monoclonal (designado Bord 2 - 7) a Sefarosa 48
activada por CNBr usando procedimientos convencionales. Aproximadamente
30,35 mg de anticuerpo monoclonal se conjugd a 1 gramo de resina de
afinidad. La fraccidn sobrenadante extralda por calor clarificada (anterior) y
resina de afinidad de Bord 2 - 7 se combin6é a una relacion aproximada de 1
litro de extracto a 20 ml de resina.

La unién del p68 nativo a la resina se facilitd mediante la incubaciénde la
mezcla a temperatura ambiente, con agitacion suave, durante toda una noche,
seguido de sedimentacibn de la resina y aspiracion de la fraccion
sobrenadante. Después la resina se empaqueté en una columna de 2,6 cm de
didmetro y la columna se lavé secuencialmente con PBS, pH 7,5 y tampén
fosfato 10 mM pH 8,0 a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Cuando la
absorbancia a 280 nm alcanzd un nivel de estado inicial, el material unido se
eluyé usando trietilamina 100 mM y las fracciones bajo el Unico pico grande de
absorbancia a 280 nm se recogieron y se ensayaron para evaluar la presencia
de p68 por ELISA. Las fracciones que contenian p68 se reunieron y se
dializaron contra PBS para retirar la trietilamina.

Una vacuna experimental formulada en serie se formuld para que
contuviera aproximadamente 100 microgramos de p68 purificado y 1% de gel
de hidréxido de aluminio. Se usé formalina (0,01%) como conservante en un

volumen de dosis de vacuna final de 1 mil.

2.0
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Inéculo de exposicién

El material de exposicién se preparé esencialmente como se ha descrito
en los ejemplos anteriores.

Procedimiento de estudio

Veintiuno (21) cachorros seronegativos y negativos para el cultivo se
asignaron al azar a uno de 2 grupos de tratamienta. Once perros se asignaron
al grupo no vacunado, de control, y diez perros al grupo vacunado. El dia 0 se
disefi6 como el dia de primera vacunaciéon. Un ml de vacuna se administrd por
via subcutanea el dia 0 y se repitié 21 dlas después. Se recogi6 la sangre para
ELISA de p88 serolégica antes de la primera y segunda vacunacion.

El dia 35, catorce dias después de la segunda vacunacion, se
administrd exposicion de aerosol de B. bronchiseptica a todos los perros como
se ha descrito anteriormente. Los animales se controlaron para evaluar la tos
durante 14 dias después de la exposicién como se ha descrito en los ejemplos

previos.

Resultados

El sumario de observaciones clinicas y respuestas serolégicas a p68 se
presentan en la tabla 40.

Tabla 40. Sumario de observaciones clinicas y respuestas

serolégicas

Grupo N Nimero de | Normalfiotal | Tiulacion | THulacion | Titulacion
tos en dos (GMT) (GMT) (GMT)
dias antes de la | antes de | después

4
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consecutivos vacunacidn | exposicidon | de
exposicion
Vacuna 10 0 1010 5,08 348,15 391,30
Control 11 1" 0/11 8,10 8,45 18,81

Discusién

En este estudio, 10 de 10 perros de control tosieron al menos dos dias
consecutivos. Un pero se considera clinicamente enfermo si tose dos dlas
consecutivos. Mediante este criterio, 100% de los perros de control no
vacunados estaban enfermos. En el grupo vacunado, un perro tosié el dia 4
después de la exposicidbn y un perro tosié los dias 4 y 6 después de la
exposicion. Dos pemos tosieron el dia 14. Ninguno de los perros vacunados
tosieron durante dos dias consecutivos. Por lo tanto, el 100% de los perros en
el grupo vacunado con p68 nativo se juzgaron que pemanecian normales

después de la exposicion.

Conclusiones
Este ensayo demuestra la capacidad de una vacuna de p88 nativa para

proteger contra enfermedad de B. bronchiseptica.

EJEMPLO 6
Eficacia de vacunas caninas multivalentes confra exposicién a
Leptospira bratislava
El propésito de este estudio era demostrar la eficacia de vacunas que

contienen fracciones para Leptospira serovars bratislava, canicola,
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grippotyphosa, icterohaemorrhagiae y pomona contra exposicién a L. bratislava
en perros.

MATERIALES

Vacunas: Las vacunas usadas eran las siguientes:

1. Se us6 una vacuna liofilizada que comprende antigenos de virus de
moquillo canino, adenovirus de tipo 2, parainfluenza y parvovirus.
VANGUARD ® PLUS 5). La vacuna contenia niveles de antigeno de
liberacién. Cédigo de producto 13D1.22.

2. Se usd una vacuna de coronavirus canino en una formulacion de
diluyente liquida (FIRSTDOSE ® CV). La vacuna contenla niveles de
antigeno de liberacién. Cédigo de producto 14P5.20.

3. Se usé una vacuna liofilizada que comprende antigenos de virus de
moquillo canino, adenovirus de tipo 2, parainfluenza, parvovirus,
bratislava, canicola, grippotyphosa, icterchaemorrhagiae y pomona. La
vacuna contenia aproximadamente 600 neflos de cada Leptospira
serovar; y niveles de antigeno de liberacién de las fracciones de virus
vivo modificado (adenovirus canino, virus moquillo canino, virus de
parainfluenza, parvovirus). Cédigo de producto 4637.2A.

Animales de estudio: se usaron cachorros sabuesos de aproximadamente 5 -

6 semanas de edad de cualquier sexo. Eran seronegativos (< 1.8) a Leptospira

serovars bratislava, canicola, grippotyphosa, icterohaemorrhagiae y pomona en

la vacunacion. Se les dejé pienso comercial y agua corriente del sistema de la
ciudad a voluntad.

Organismo de exposicién: A cada animal se le adminisir6 una dosis de

aproximadamente 2 ml {dilucién 10 ! de tejido de higado de hamster infectado)

2
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Disefio del estudio
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N°de
tratamisnto

Descripcién
de vacuna

N° de

Dia de
vacunacion

Exposicién de Leptospla **

Dilucién

Dias da

recogida de
muestra da

T

Control

10

oy21

2ml

0,21, 35, 48,
50, 52, 55, 58,
81, 64, 67, 70,

10

0y21

49

2ml

10

0, 21, 35, 48,
60, 52, 55, 58,
61, 64,87, 70,

sQ

10

Oy21

10"

0,21, 35, 48,
50, 52, 55, 58,
81, 84, 67, 70,

T4

Leptospira

10

Oy21

101

0. 21, 35,48,
50, 52, 55, 58,
61, 64, 87, 70,

Procedimientos

5 Fase de vacunacién: Los dias del estudio O y 21, a 40 perros en 4 grupos

vacunados (10 animales/grupo) se les proporcioné una inyeccién de control o

de las vacunas de ensayc como se indica mas adelante:

T1: 1 ml de vacuna control que contenia vacuna de moquillo canino,

adenovirus de tipo 2, parainfluenza, parvovirus reconstituida con diluyente de

producto 13D1.22 reconstituido con cédigo de producto 14P5.20).

10 coronavirus canino y proporcionada por inyeccién subcutdanea (SQ). (Cédigo de

T2: 1 ml de vacuna control que contenla vacuna de moquillo canino,

adenovirus de fipo 2, parainfluenza, parvovirus reconstituida con diluyente de
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coronavirus canino y proporcionada por inyeccién intramuscular (IM). (Cédigo
de producto 13D1.22 reconstituido con cédigo de producto 14P5.20).

T3: 1 ml de vacuna de Leptospira que contenla vacuna de moquillo
canino, adenovirus de tipo 2, parainfluenza, parvovirus, bratislava, canicola,
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae y pomona reconstituida con diluyente de
coronavirus canino y proporcionada por inyeccion SQ. (Codigo de producto
46J7.2A; una combinacion de cédigos de productos 4637.2A y 14P5.20)

T4: 1 ml de vacuna de Leptospira que contenfa vacuna de moquillo
canino, adenovirus de tipo 2, parainfluenza, parvovirus, bratislava, canicola,
grippotyphosa, icterohaemorrhagiae y pomona reconstituida con diluyente de
coronavirus canino y proporcionada por inyecciéon IM. (Cddigo de producto
46J7.2A; una combinacion de cédigos de productos 4637.2A y 14P5.20)

Las observaciones después de la vacunacibn para reacciones
sistémicas adversas se realizaron a aproximadamente 1 hora y § horas
después de la vacunacion.

Exposicién de Leptospira: En los dias de estudio 48, los animales de
estudio se expusieron mediante una dosis aproximada de 2 ml de L. bratislava
mediante inyeccién intraperitoneal.

Recogida de muestras de sangre: Se recogieron muestras de sangre
de animales disponibles en los dias de estudio 0, 21, 35, 48, 50, 52, 55, 58, 61,
64, 67 y 70. De manera similar, muestras de plasma se recogieron los dias de
estudio 48, 50, 52, 55, 58, 61, 64,67 y 70.

Serologia bacteriana: Muestras de suero obtenidas los dias de estudio
0, 21, 35, 48, 58 y 70 se ensayaron mediante un ensayo de microaglutinacién

para evaluar los anticuerpos en circulacién contra L. bratisiava.

12
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Espiroquetemia: Muestras de plasma obtenidas los dias de estudio 48,
50, 52, 55, 58, 61, 64, 67 y 70 se examinaron mediante microscopla de campo
oscuro para espiroquetas y se cultivaron para volver a aislar Leptospira.

Recuento de sangre completo / Panel de quimica de suero: Muestras
de plasma obtenidas los dias de estudio 48, 50, 52, 55, 58, 61, 64, 67 y 70 se
ensayaron para, pero sin limitacion , recuento de plaquetas y velocidad de
sedimentacién. Se ensayaron muestras de suero, obtenidas a esos mismos
intervalos para evaluar, pero sin limitaciébn, amilasa, alanina aminotransferasa
(ALT), aspartato aminotransaminasa (AST) y creatinina. Una CBC biometria
hematica completa y velocidad de sedimentacién no se completé para dos
animales (nimeros QPH3, RVG3) el dia de estudio 55, para un animal (N°
RBH3) el dia de estudio 58, para 3 animales (Nimeros OLH3, OUH3, PTG3) el
dia de estudio 61, ni para un animal (N° OWG3) el dia de estudio 70 debido a
que la muestra de plasma recogida se coagulé antes de ensayo. El dia de
estudio 67, no se completd una velocidad de sedimentacién para 2 animales
(nimeros OUH3, SAG3) debido a que la cantidad de la muestra de plasma era
insuficiente para ensayar. Esos resultados no tuvieron impacto en estos
parametros de estudio.

Temperaturas corporales rectales: Las temperaturas corporales
rectales se registraron los dias de estudio 47 - 70. Después de la exposicion
(dia de estudio 50), una temperatura corporal elevada de > 39,2°C se
considerd indicadora de leptospirosis.

Cultivos de orina: Muestras de orina obtenidas los dias de estudio 48,
55 y 70 se cultivaron para Leptospira, y se sometieron a andlisis de orina. El

dia del estudio 48, no se completé un andlisis de orina para un animal (N°

Y o
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CBC3) ya que la cantidad de orina disponible en la recogida era insuficiente
para ensayo. El dia de estudio 55, no se completé un andlisis de orina para 2
animales (N® OPH3, RXG3) ya que la cantidad de orina disponible en la
recogida era insuficiente para ensayo. El dla de estudio 70, no se completé un
andlisis de orina para 10 animales (Nimeros OYG3, PIG3, PUG3, QHG3,
QQH3, QSG3, RDG3, RUG3, RVG3, RYG3) ya que las cantidades de orina
disponibles en la recogida eran insuficientes para ensayo. Esos resultados no
tuvieron impacto en estes parametro de estudio.

Necropsia y aislamiento de Leptospira: Los animales sacrificados
durante o a la finalizacion del perlodo después de la exposicién se sometieron
a necropsia. Los fluidos corporales y tejido (es decir, higado, rifién y orina) se
recogieron y se sometieron a BCL para volver a aislar Leptospira . El dia de
studio 55, no se completd el re-aislamiento bacteriano para 2 animales (N°
OPH3, RXG3) va que la cantidad de orina disponible en la recogida era
insuficiente para ensayo. El dia de estudio 70, el re - aislamiento de bacterias
no se completd para 4 animales (Nomeros OYG3, PUG3, QSG3, RUG3) ya
que las cantidades de orina disponibles en la recogida eran insuficientes para
ensayo. Esos resultados no tenian impacto en este parametro de estudio.

Observacion de salud: Los animales se controlaron diariamente para
evaluar el estado de salud general

SUMARIO DE DATOS Y ANALISIS

Se analizaron datos con un modelo mixto o procedimiento de categoria
(Cambios y Mejoras de Software SAS/STAT mediante la edicion 6.12, SAS
Institute, Cary, North Carolina).

Se usé un modelo mixto de mediciones repetidas lineales generales (los

22y
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términos de modelo de efecto fijo son tratamiento, dia de estudio, y tratamiento
por dla de estudio) para analizar temperatura, titulaciones de anticuerpo de
suero, recuento de plaquetas en sangre, velocidad de sedimentacion, amilasa,
alanina aminotransferasa (ALT), aspartato aminotransaminasa (AST) y
creatinina. Se realizaron contrastes de interés después de la deteccion de un
tratamiento significativo (P < 0,05) o efecto de interaccién de tratamiento por
dia de estudio. Las titulaciones se transformaron logaritmicamente segun se
requirié para andlisis, y cuando estaban transformadas, las medias de minimos
cuadrados se volvieron a transformar en medias geométricas para
presentaciéon. Las observaciones no analizadas (es decir, resultados de
necropsia y observaciones después de la vacunacion) no se introdujeron en la
base de datos para el sumario.

Las distribuciones de frecuencia de animales con recuentos de
plaquetas < 200 al menos una vez y los animales con temperaturas rectales
mayores que o iguales que 39,2°C se calcularon para cada tratamiento.

Los animales se clasificaron como nomales o enfermos en cada dia
después de la exposicién durante el estudio. La presencia de cualquiera de los
signos siguientes did como resultado una clasificacion de enfermedad:
conjuntivitis, depresion, inapetencia, temblores musculares, descarga nasal,
pirexia (> 39,2°C) u ojos liorosos.

Se usbd un modelo mixto lineal general (término de modelo de efecto fijo
es tratamiento) para analizar el nimero de dias después de la exposicién que
un animal se clasific6 como enfermo. La variable binomial muerto o sacrificado
se analizé con el ensayo Exacto de Fisher. Espiroquetemia, y re - aislamiento

de bacterias en la orina, rifién e higado se analizaron usando ensayo exacto de
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Fisher para comparar grupos de tratamiento.

En la ausencia de una diferencia significativa entre las vias de
administracion y la interaccién de via por tratamiento (P < 0,05 de dos colas),
se usaron los contrastes para comparar la media de tratamientos T1 y T2 con
el promedio de tratamientos T3 y T4 (P < 0,05 de una cola). Si el anélisis era
un andlisis de mediciones repetidas, entonces se recogia la comparacion que
se hacla en cada momento.De lo contrario, se usaron contrastes para
comparar T1 con T3y T2 con T4 (P < 0,05 de una cola). Estas comparaciones
se realizaron en cada momento si el analisis era una repeticién de medidas.

La eficacia de la vacuna de Leptospira contra L. bralisiava se demosir
mediante una incidencia inferior (P < 0,05, de una cola) de enfermedad en los
animales vacunados. L.as siguientes variables apoyan la eficacia de la vacuna
de Leptospira: (1) El recuento de plaquetas medio era significativamente (P <
0,05, de una cola) mayor para los vacunados, (2) La velocidad de
sedimentacién media era significativamente (P < 0,05, de una cola) menor para
los vacunados; (3) La incidencia de espiroquetemia se reducia
significativaments (P < 0,05, de una cola) para los vacunados.

RESULTADOS

Signos clinicos después de la exposicién: El nimero medio de dias
que los animales de ensayo mostraban signos clinicos indicativos de
leptospirosis (por ejemplo, conjuntivitis, depresion, diamea, hematuria, ictericia,
inapetencia, moribundo, temblores musculares, pirexia, vomitos) se presenta
en la Tabla 1. Después de la exposicidn (dias de estudio 50 - 70), el nimero
medio de dias que los controles T1 y T2 estaban enfermos era 4,3 vy 3,3

respectivamente. Reclprocamente, las medias para los vacunados T3 y T4
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eran 0,7 y 0,5, vy esos resultados estaban significativamente mejorados (P <
0,05) cuando se comparan con los controles T1 - T2. El porcentaje de animales
que presentan signos clinicos después de la exposicién también se proporciona
en la tabla 1. Signos de Leptospirosis fueron mostrados por el 75% de los
controles T1 - T2, mientras que signos similares se observaron en solamente
30% de los vacunados T3 - T4. El nimero de animales infectados que
requieren eutanasia durante la fase de exposicion del estudio también se
presenia en la tabla 1. Cinco animales (25%) en los grupos de control T1 - T2
mostraron graves signos de leptospirosis y se sacrificaron. Reclprocamente, los
vacunados T3 - T4 permanecian por otra parte sanos durante el mismo
intervalo, y esa comparaciébn (T1 T2 contra T3 - T4) se mejoraba
significativamente (P < 0,05) para los vacunados. Una representacién de
temperaturas medias corporales después de la exposicidbn se presenta en la
tabla 2. Durante los 9 dias iniciales después de la exposicion (dias de estudio
50 - 58), las temperaturas medias para los controles T1 - T2 variaban entre
37,8 y 39,4°C. Durante el mismo intervalo, las temperaturas medias para los
vacunados T3 - T4 variaban entre 38,2 y 38,7°C. De manera notable, las
temperaturas medias para los vacunados T3 - T4 eran significativamente
menores (P < 0,05) los dias 2, 3 y § después de la exposicion cuando se
compara con las temperaturas medias T1 - T2. La frecuencia de animales con
al menos una temperatura > 39,2°C también se presenta en la tabla 2. Una
temperatura corporal elevada de > 39,2°C se consideré indicativo de infeccion
por Leptospira. Durante el curso del periodo de observacion después de la
exposicion, 60 - 70% de los controles T1 - T2 presentaban una temperatura de
> 39,2. Reciprocamente, solamente el 30% de los vacunados T3 - T4
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presentaban ese signo clinico.

Espiroquetemia después de la exposiclén: La frecuencia de
espiroquetemia se presenta en la tabla 3. La presencia de espiroquetas en la
sangre (detectada mediante cultivo bacteriano) es un resultado clinico que
demuestra leptospirosis. Un dia después de la exposicion (dia de estudio 50),
se establecié espiroquetemia en el 80% de los controles T1, el 60% de los
controles T2, el 60% de los vacunados T3 y el 70% de los vacunados T4. Se
esperaba el re - aislamiento bacteriano de la sangre a las 24 horas después de
las inyecciones intraperitoneales independientemente del estado de Ia
vacunacién. Por lo tanto, se establecié espiroquetemia para los controles T1
como sigue: 100% el dia 3 después de la exposiciéon (dia de estudio 52), 56%
el dia 6 (dia de estudio 55) y 33% el dla 9 (dla de estudio 58). De manera
similar, se establecié espiroquetemia para los controles T2 como sigue: 60% el
dia 3 después de la exposicion, 50% el dia 6 y 29% el dla 9 . Reclprocamente,
no se establecié en los vacunados T3 - T4 durante el mismo periodo después
de la exposicién ni durante el resto del periodo después de la exposicion (es
decir, dias de estudio 50 - 70).

En conjunto, el porcentaje de animales que eran positivos para
espiroquetemia incluyendo un dia después de exposicion (dias de estudio 50 -
70) era de 60% - 100% para los controles T1 - T2 y 60 - 70% para los
vacunados T3 - TA. Por el contrario, el porcentaje de animales que eran
positivos excluyendo un dia después de la exposicion (dias de estudio 52 - 70)
era de 60% - 100% para los controles T1 - T2 y 0% para los vacunados T3 -
T4.

Re - aislamiento de Leptospira a partir de fluidos corporales y

2o\
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tejidos después de la exposicidn:

El re — aislamiento de Leptospira a partir de muestras de sangre, orina,
riidn e higado se presenta en la tabla 4. Un sumario de los resultados de re -
aislamiento de Leptospira a partir de sangre se proporciona en la seccién
precedente. Comenzando 3 dias después de la exposicion (es decir,
excluyendo ei dla 1 después de la exposicion), se estableci6 espiroquetemia en
el 60 - 100% de los controles T1 - T2, y no se establecié en los vacunados T3 -
T4 durante el mismo periodo. De manera notable, esa comparacién (T1 - T2
contra T3 - T4) se mejoraba significativamente (P < 0,05) para los vacunados.

Se recogieron muestras de rifidn en la necropsia. Se volvié a aislar
Leptospira del 50% de las muestras de rifién obtenidas de los controles T1 y T2
respectivamente. No se volvié a aislar a partir de las muestras derivadas de los
vacunados T3 - T4. Esa comparacion (T1 - T2 contra T3 - T4) se mejoraba
significativamente (P < 0,05) para los vacunados.

Se recogieron muestras de higado en la necropsia. Se volvié a aislar
Leptospira del 10% y 20% de las muestras de higado obtenidas de los
controles T1 y T2. No se volvié a aislar a partir de las muestras derivadas de
los vacunados T3 - T4. Esa comparacién (T1 - T2 contra T3 - T4) se mejoraba
significativamente (P < 0,05) para los vacunados

Se recogieron muestras de orina en 2 intervalos después de la
exposicion y en la necropsia. Se volvié a aislar Leptospira a pariir de 2
controles T1 6 dias después de la exposicion (dla de estudio 55). No se volvié
a aislar leptospira a partir de ninguna muestra para los controles T2 ni para los
vacunados T3 - T4.

Recuentos de plaguetas después de la exposicion: Los recuentos

il
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medios de plaquetas se presentan en la tabla 5. Una disminucién en el nimero
de plaquetas en sangre (trombocitopenia) es un resultado clinico indicativo de
la leptospirosis. Las concentraciones medias para los controles T1 - T2
variaban entre 61 y 937. Durante el mismo intervalo, los recuentos medios para
los vacunados T3 - T4 variaban entre 400 y 566. De manera notable, los
recuentos de plaquetas para los vacunados T3 - T4 se mejoraban
significativamente (P < 0,05) los dias 3, 6 y 9 después de la exposicion cuando
se compara con los controles T1 - T2.

La frecuencia de animales con al menos un recuento de plaquetas < 200
también se presenta en la tabla 5. Durante el curso del periodo después de la
exposicion, el 80% de los controles T1 y el 60% de los confroles T2 se
determinaron que eran trombocitopénicos (recuento de plaquetas < 200).
Reciprocamente, solamente el 10% de los vacunados T3 y ninguno de los
vacunados T4 eran trombocitopénicos después de la infeccion.

Velocidades de sedimentacién después de exposicién: Las
velocidades medias de sedimentacion se presentan en la tabla 8. Un
incremento en la velocidad de sedimentacién es un resultado clinico indicativo
de leptospirosis.

Las velocidades medias para los controles T1 - T2 variaban entre 2,4 y
16,0. Durante el mismo intervalo, las velocidades medias para los vacunados
T3 - T4 variaban entre 1,5 y 6,3. De manera notable, las velocidades para los
vacunados T3 - T4 eran significativamente menores (P < 0,05) los dias 3, 6, 9,
12, 15, 18 y 21 después de la exposicion cuando se compara con los controles
T1-T2.

Concentraciones ALT después de Ila exposicibn: Las
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concentraciones medias de alanina aminotransferasa (ALT) se presentan en la
tabla 7. Un incremento en ALT es un resultado clinico indicativo de la infeccién
bacteriana (es decir, a medida que la funcién del higado se deteriora, los
niveles de ALT aumentan). Las concentraciones medias para los controles T1 -
T2 variaban entre 22 y 79. Durante el mismo intervalo, las concentraciones
medias para los vacunados T3 - T4 variaban entre 21 y 61. De manera notable,
las concentraciones para los vacunados T3 - T4 eran significativamente
menores (P < 0,05) los dias 3, 6, 8 y 12 después de la exposicién cuando se
compara con los controles T1 - T2.

Concentraciones de creatinina después de la exposicién: Las
concentraciones medias de creatinina se presentan en la tabla 8. Un
incremento en las conceniraciones de creatinina es un resultado clinico
indicativo de la infeccién bacteriana (es decir, a medida que la funcion del rifidn
se deteriora debido a la leptospirosis, los niveles de creatinina aumentan). Las
concentraciones medias para los controles T1 (es decir, administracion SQ)
variaban entre 0,30 y 0,99. Durante el mismo intervalo, las conceniraciones
medias para los vacunados T3 (es decir administracién SQ) variaba entre 0,26
y 0,40. De manera notable, las concentraciones para los vacunados T3 eran
significativamente menores (P < 0,05) los dlas 1, 6, 9, 12, 15 18 y 21 después
de la exposicién cuando se compara con los controles T1. Las concentraciones
medias para los controles T2 (es decir, administracion IM) variaban entre 0,30 y
1,31. Durante el mismo intervalo, las concentraciones medias para los
vacunados T4 (es decir, administracién IM) variaba entre 0,32 y 0,46. No
existian diferencias significativas entre los valores T2 y T4 después de la

exposicion.

2,34
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Amilasa, AST y andlisis de orina después de la exposicién: No habla
diferencias significativas en las concentraciones medias para los vacunados T3
- T4 cuando se compara con los controles T1 - T2. Sin embargo, en general las
concentraciones después de la exposicion se incrementaron mas
drasticamente para los controles T1 - T2. En general no se cbservaron cambios
después de la exposicion en AST (aspartato aminotransaminasa) ni en los
resultados de orina para los animales de ensayo T1 - Ta. Los resultados para
estos 3 pardmetros no se tabulan por otra parte en esta memoria descriptiva.

Titulaciones de anticuerpos en suero: Las titulaciones medias de
anticuerpos de L. bratislava en suero se presentan en la tabla 9. Durante la
fase de vacunacion de la investigacion (dias de estudio 0 - 48), las titulaciones
medias para los controles T1 - T2 eran aproximadamente 2 (es decir,
seronegativos). De manera correspondiente, las medias para los vacunados T3
- T4 variaban entre 2 (antes de la vacunacién) y 1181 (después de la
vacunacién). De manera notable, las titulaciones medias para los vacunados
T3 - T4 eran significativamente mayores (P < 0,05) los dias 21, 35 y 48
después de la vacunacion cuando se compara con las titulaciones medias T1 -
T2.

Durante la fase de exposicion de la investigacion (dias de estudio 58 y
70), las titulaciones medias para los controles T1 - T2 variaban entre 2135 y
41160. De manera comrespondiente, las titulaciones medias para los vacunados
T3 y T4 variaban entre 727 y 10891, y eran significativamente menores (P <
0,05) los dias del estudio 58 (es decir, 9 dias después de la exposicién) y 70

dias después de la vacunacion (es decir, dia 21 PC) cuando se compara con
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los controles T1 - T2. Como resultado, los controles demostraron una respuesta
primaria notable a L. bratislava después de la exposicién (es decir, infeccién
establecida), mientras que la respuesta para los vacunados T3 - T4 era menos
fuerte (es decir, respuesta de anamnesia tipica).

Reacciones sistémicas después de la vacunaclén: No se observaron
reacciones sistémicas después de la vacuna en los animales de ensayo T1 - T4
cuando se evalia a aproximadamente 1 y 5 horas después de las
vacunaciones primaria y de recuerdo. Ese resultado no esta tabulado en esta

memoria descriptiva.

CONCLUSION

La eficacia de una vacuna de Leptospira multivalente proporcionada por
inyeccion SQ o IM contra L. bratislava se demostrd después de la exposicién
por, entre otros: (1) una incidencia significativamente menor de enfermedad
asociada a Leptospira, (2) una incidencia significativamente inferior de
espiroquetemia, (3) recuentos de plaquetas significativamente mayores, y (4)
velocidades de sedimentacion medias significativamente menores, cuando se

compara con los controles.

216
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TABLA 41 Suman de signos clinicos después de la exposicion con L bratslava para perros

Tratamiento (grupo | N°de animales | Nimero de dias que muestran signos clinicos de Porcentaje de Porcentaje de
vacunado) axpuestos Leptosplrosis después de exposicion animales con animales
Media T Minimo Méximo signos clinicos | infectados que
después de requieren
exposicion t outanasia ¥
T Control 10 43 0 9 90% 10%
(sQ) N =9/10 N = 1/10
T2 Control 10 33 0 10 60% 40%
(IM) N =6/10 N = 4/10
T3 Lepto vacuna 10 07 0 4 0% 0%
(sQ) =
N=310 N=0/10
T4 Lepto vacuna 10 06 0 3 0% 0%
(M) =
N =310 N =010

t Porcentaje o medias de minimos cuadrados de tratamiento La media de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P<

5 005) del promedio de los vacunados (T3 T4)
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TABLA 42 Madia de temperaturas corporales después de la exposicion con L bratislava para perros inmunizados
con un control o vacuna de Leptospira multivalente

Tratamiento Temperaturas medias por dia de estudio ** {dla después de exposicidn) Frecuencia
{grupo 40 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 | 55 | 56 | &7 | s8 |(®conuna
vacunado) temperatura
© 4} @' | & 4 ON ®) ™ 8 ) >392°C

T1 |Control| 381 | 386 | 394 | 389 | 385 | 388 | 386 | 382 | 382 | 383 70
(SQ) |[N=10|{N=10|N=10|N=10|N=10| N=0 | N=9 [ N=9 | N=8 ([ N=8 | N=7M10

T2 |Control| 383 | 385 | 304 | 389 | 387 | 386 | 383 | 378 | 382 | 381 60
(M) |[N=10|N=10|N=10|N=10|N=10| N=8 | N=8 | N=8 [ N=7 | N=7 | N=86/10

T3 | Lepto | 382 | 384 | 385 | 383 | 387 | 385 | 385 | 382 | 385 | 384 30
":‘;;’;‘ N=10 |N=10|N=10|N=10 | N=10 [ N=10 [ N=10 |N=10 [N=10 [N=10| N=3/10

T4 | Lepto | 382 | 385 | 385 | 383 | 385 | 385 | 383 | 383 | 384 | 3886 30
"‘::’;;" N=10 [N=10|N=10|N=10[N=10|N=10|N=10 | N=10 [N=10 |[N=10| N=310

* Medias de minimos cuadrados de tratamiento N = numero de animales o numero con una temperatura después

de exposicién > 39 2°C / numero de animales
1 El promedio de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vacunados (T3

T4)



TABLA 43 Frecuencia de espiroguetemia después de la exposicién con L bratislava para perros inmunizados con

un control 0 vacuna de Leptosptra multivalente

44

Tratamiento Frecuencia (%) de espiroquetermia por dla de estudio ** (dia después de exposicién)
(grupo vacunado) 48 50 52 55 58 61 64 67 70
-1 (1) €)) ©) (9) (12) (15) (18) 21)
T Control 0 20 100 56 33 0 0 0 0
(8Q) | N=0/10 | N=9/10 = | N=5@ | N=3® | N=0/® | N=0/® | N=0/8 | N=0m®
10110
T2 Control 0 80 60 50 20 0 0 0 0
(M) |N=0M0 | N=6/10 | N=6/10 | N=48 | N=27 | N=0/6 | N=0/8§ | N=0/8 | N=0/8
T3 Lepto 0 80 0 0 0 0 0 0 0
"‘(‘;g’;‘ N=0/0 | N=610 | N=0M0 | N=0/10 | N=0/10 | N=0/10 | N=0/10 [ N=0/10 | N=0/10
T4 Lepto 0 70 0 0 0 0 0 0 0
"‘::’;I‘I')“ N=010 | N=7/10 [ N=0/10 { N=0/10 | N=0/10 | N=0/10 | N=0/10 | N=0/10 | N=0/10

** N = numero de positivos para espiroquetemia / numero de animales
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TABLA 44 Frecuencia de re — aislamiento de Leptosplra a partir de fluidos corporales y tejidos después de la exposicién con L.
bratislava para perros inmunizados con un control 0 vacuna de Leptospira multivalente

Tratamiento Frecuencia (3) de re aislamiento de Leptospira a partlr de fluldos corporales y tejidos **
(grupo vacunado) Sangre ' Orina Rifen 1 Higado Tt
Incluyendo el dia + 1 Excluyendo el
después de dia + 1 después
exposicién de exposicion T
T Control 100 100 22 50 10
(SQ) N=10/10 N=10/10 N=2/8 N=5M10 N=110
T2 Control 60 60 0 50 20
(IM) N=6M0 N =6/10 N=07 N=5M0 N=2/10
AE Lepto 80 0 0 0 0
vacuna (SQ) N =610 N = 010 N=0/10 N=0/10 N =0/10
T4 Lepto 70 0 0 0 0
vacuna (IM) N=7M0 N=0/10 N =00 N =010 N =010

* N = n(imero de positivos para espiroquetemia / nimero de animales

T Bacterlas esperadas en el torente sangulneo 24 horas después de la inyeccion intraperitoneal Independientemente dal estado
de la vacunaciéon Por lo tanto. los datos de re aislamlento también se resumen excluyendo los resultados obtenidos el dia 1 después
de la exposicién (dla de estudlo 50)

g promedio de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vacunados (T3 T4)



TABLA 45 recuentos medios de plaquetas después de la exposicion con L. bratislava para perros inmunizados con un control o
vacuna de Leptospira multivalente

48

Tratamiento Recuentos medics de plaquetas por dia de estudio ** (dla después de exposicion) Frecuencla
(grupo vacunado) | 48 80 82 &5 58 81 &4 67 70 r‘:z::;‘:'.
(1 ) @' ®' ®* (12 15 (18) @) | piaquetas <

200

™ Control 534 426 61 128 499 937 724 5688 480 %
(sQ) N=10 | N=10 | N=10 N=8 N=B N=0 N=9 N=9 N=8 N=g/10

T Control 549 451 174 204 480 738 735 604 48 60
(IM) N=10 | N=10 | N=10 N=8 N=7 N=5 N=6 N=8 N=@ N=8/10

T3 Lepto 557 450 483 560 538 508 490 458 485 10
vacuna | N=10 | N=10 | N=10 N=10 | N=10 N=¢ N=10 N=10 N=10 N=1/10

(sQ)

T4 Lepto 521 442 400 552 568 483 478 472 4m2 0

V':::;" N=10 | N=10 | N=10 N=9 N=10 N=8 N=10 N=10 N=10 N=0/10

* Medias de minimos cuadrados de tratamiento N = nimero de animales. © nimero con un recuento de plaquetas después de

exposicion < 200 / nimero de animales.
1 £l promedio de loa controles (T1  T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vecunados (T3 T4)
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TABLA 48 Velocidades medlas de sedimentacion después de la exposicidn con L. bratislava para peiros inmunizados con un

47

control o vacuna de Leptoapira multivalente

Tratamiento Velocidades medias de sedimentacién por dia de estudio ** (dla después de exposicion)
(grupo vacunado) 48 50 52 55 58 61 64 .14 70
()} (0] @' (OM @ gz’ (5t DM ent
T Control 13 87 104 80 as 45 46 30 24
(sq) N=10 N=10 N=10 N=8 N=8 N=9 N=9 N=6 N=8
T2 Control 12 57 102 97 18.0 59 51 38 33
(M) N=10 N=10 N=10 N=8 N=7 N=5 N=6 N=6 N=8
T3 Lepto 11 53 29 30 33 23 21 19 15
vacuna N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=9 N=10 N=§9 N=10
(SQ)
T4 Lepto 13 83 38 43 a9 20 24 256 21
vacuna N=9 N=10 N=10 N=90 N=10 N=8 N=10 N=9 N=10
(M)

** Medias de minimos cuadrados de tratamiento N = nimero de animales
T E1 promedio de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vacunados (T3 T4}
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TABLA 47 Concentraciones medias de ALT (alanina aminotransferasa) después de la exposicion con L bretislava para perros
inmunizados con un control o vacuna de Leptospira multivalente

48

Concentraciones de ALT por dia de estudio ** (dia después de exposicion)

Tratamiento
{grupo vacunado) 48 50 52t 551 s8t 617 84 87 70
(1 (1) 3 ()] (0) {12) (15) (18) (21)
T Control a3 68 70 32 34 26 24 2 24
(sQ) N=10 N=10 N=10 N=§ N=9 N=9 N=9 N=9 N=g
T2 Control a5 80 63 30 32 34 26 24 24
(IM) N=10 N=10 N=10 N=8 N=7 N=6@ N=8 N=6 N=86
T3 Lepto 30 57 27 22 23 2 23 21 22
vacuna N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10
sQ
T4 Lepto 32 61 30 2 25 28 28 24 25
vacuna N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10
(IM)

** Medias de minimos cuadrados de tratamiento N = nimero de animales.
el promedio de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vacunados (T3 T4)
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TABLA 48 Concentraciones medias de creatinina después de la exposicién con L bratislava para perros inmunizados con un

49

control o vacuna de Leptospira multivalente

Tratamiento Concentraciones medias de creatinina por dia de estudio ** (dla después de exposicion)
(grupo vacunado) 48 50 52 85 58 61 84 87 70

(1 (1) (3) (6) (8 (12) (15) (18) 1)
T1 Control 032" 033* 030" osp" 089" o70° 083" 0s2* 03g"
(sQ) N=10 N=10 N=10 N=8 N=8 N=9 N=9 N=9 N=9
T Lepto 031° 028" 032° 037° 039" 033® 040" 038" 027°
vacuna N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

(SQ)
T3 Control 031" 033" 030* 131" 108" 051" 051" 042" 030*
(M) N=10 N=10 N=10 N=8 N=7 N=8 N=86 N=8 N=8
T4 Lepto 033" o032’ 033" 041" 043" 038" 048" 030° 032°
vacuna N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

(IM)

<005)

** Medias de minimos cuadrados de tratamiento N = nimero de animales.

b | o5 valores en columnas {(para T1 contra T3 y T2 contra T4) con diferentes superindices son significativamente diferentes (P

44



42
TABLA 49 Thulaciones medias en suero de anticuerpos de L bratislava para perros inmunizados con un control o vacuna de
Leptospira muitivalente
Tratamiento Thulaciones medias de anticuerpos de L. bratisiava ** (dia de estudio después de vacunacion)
(grupo vacunado) 0 211 a5t 48t st 70t
T Control 2 3 2 2 41160 4770
(sQ) N=10 N=10 N=10 N=10 N=9 N=9
T2 Control 2 2 2 3 22571 2135
(IM) N=10 N=10 N=10 N=10 N=7 N=8
T3 Lepto vacuna 2 58 1032 150 10891 1108
(sQ N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10
T4 Lepto vacuna 2 o7 1181 257 8819 727
(M) N=10 N=10 N=10 N=10 N=10 N=10

** Medias geométricas de tratamiento N = nimero de animales

TEl promedio de los controles (T1 T2) es significativamente diferente (P < 0 05) del promedio de los vacunados (T3 T4)
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Habiendo descrito la invencibn como antecede se declara como

propiedad lo contenido en las siguientes reivindicaciones:

1. Una composicion de vacuna que comprende una preparacion de células
Leptospira de Leptospira bratislava y un vehiculo.

2. La composicién de vacuna de la reivindicacion 1 en la que la cantidad de
Leptospira bratislava esta en el intervalo de aproximadamente 100 - 3500
unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

3. La composicién de vacuna de la reivindicacion 1 en la que la cantidad de
Leptospira bralislava esta en el intervalo de aproximadamente 200 - 2000
unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

4, La composiciéon de vacuna de la reivindicacion 1 en la que el vehiculo
comprende saponina y un tensioactivo.

5. La composicién de vacuna de la reivindicacién 4 en la que la saponina
es Quil A y el tensioactivo es colesterol.

8. La composiciéon de vacuna de la reivindicacién 5 en la que la cantidad de
Quil A esta en el intervalo de 1 a 1000 ug por dosis, y la cantidad de colesterol
estd en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis.

7. La composicién de vacuna de la reivindicacién 1 en la que el vehiculo
comprende hidroxido de aluminio.

8. La composicidn de vacuna de la reivindicacién 1 en la que el vehiculo
comprende Quil A y colesterol, y en la que la Leptospira bratislava y el vehiculo
estdn en una cantidad eficaz para proteger perros contra Leptospira bratisiava.
9. Un procedimiento de proteccién de perros contra Leptospira bratislava

que comprende la administracion a un perro de la composicion de vacuna de la

S
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reivindicacién 1 en una cantidad terapéuticamente eficaz.

10. El procedimiento de la reivindicaciéon 9, en el que dicha composicién de
vacuna se administra por una vla intravenosa, intranasal, oral, intramuscular o
subcutanea.

11. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicho pemo recibe
dicha composicibn de vacuna dos o tres veces con un intervalo de
aproximadamente 2 - 4 semanas entre las administraciones.

12. La composicion de vacuna de la reivindicacion 1, en la que dicha
preparacion de células Lepiospira comprende ademas una preparacion de
células de al menos una de Leplospira canicola, Leplospira grippolyphosa,
Leptospira icterohaemorrhagiae o Leptospira pomona.

13. La composiciébn de vacuna de la reivindicaciébn 1, en la que dicha
preparacién de células Lepfospira comprende ademas una preparaciéon de
células de Leplospira canicola, Leptospira grippolyphosa, Leplospira
icterohaemorrhagiae y Leptospira pomona.

14. La composicion de vacuna de la reivindicacion 13 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 100 - 3500 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

15. La composicién de vacuna de la reivindicacion 13 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna esta en el intervalo de
aproximadamente 200 - 2000 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

16. Una vacuna de composicién para inmunizar perros contra patégenos
caninos que comprende la composicibn de la reivindicacion 13, y que
comprende ademas una cepa atenuada de virus de moquillo canino (CD), una

cepa atenuada de adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2), una cepa atenuada de
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virus de la parainfluenza canina (CPI), una cepa atenuada de parvovirus canino
(CPV), y un vehiculo.

17. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 16, en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospim en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 100 - 3500 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

18. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 16, en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospia en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 200 - 2000 unidades nefelométricas por dosis.

19. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 16, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CD en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10° de TCIDx por dosis.

20. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 16, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CAV-2 en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDs; por dosis.

21. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 16, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPI en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10° de TCIDs por dosis.

22. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 16, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPV en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDso por dosis.

23. La vacuna de combinaciéon de la reivindicacién 16 en la que el vehiculo
comprende saponina y un tensioactivo.

24. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 23 en la que la saponina
es Quil A y el tensioactivo es colesterol.

25. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 24 en la que la cantidad
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de Quil A estd en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis, y la cantidad de
colesterol esté en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis.

26. La composicidn de vacuna de la reivindicacién 16 en la que el vehiculo
comprende hidréxido de aluminio.

27. Un procedimiento de proteccion de perros contra patdgenos caninos que
comprende la administracién a un perro de la vacuna de combinacion de la
reivindicacioén 16 en una cantidad terapéuticamente eficaz.

28. El procedimiento de la reivindicacion 27, en la que dicha vacuna de
combinacién se administra por una via intravenosa, intranasal, oral,
intramuscular o subcutanea.

29. El procedimiento de la reivindicacién 27, en la que dicho perro recibe
dicha vacuna de combinacibn dos o tres veces con un intervalo de
aproximadamente 2 - 4 semanas entre las administraciones.

30. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 16 que comprende
ademas una preparacién de células enteras o parciales inactivada de una cepa
de coronavirus canino (CCV).

31. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 100 - 3500 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

32. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 200 - 2000 unidades nefelométricas por dosis.

33. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CD en dicha vacuna esta en el intervalo de

102 a 10° de TCIDg por dosis.



10

15

20

25

47

34. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CAV-2 en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10° de TCIDso por dosis.

35. Lavacuna de combinacién de la reivindicacion 30, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPI en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDso por dosis.

38. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 30, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPV en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDs por dosis.

37. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30, en la que la cantidad
de la preparacién celular de dicha cepa de CCV en dicha vacuna es al menos
aproximadamente 100 unidades relativas por dosis.

38. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 30 en la que el vehiculo
comprende saponina y un tensioactivo.

39. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 38 en la que dicha
saponina es Quil A y dicho tensioactivo es colesterol.

40. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 39 en la que Ia cantidad
de Quil A estd en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis, y la cantidad de
colesterol esta en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis.

41. La composicién de vacuna de la reivindicacién 30 en la que el vehiculo
comprende hidroxido de aluminio.

42. Un procedimiento para inmunizar perros contra patogenos caninos que
comprende la administracién a un perro de la vacuna de combinacion de la
reivindicacion 30.

43. El procedimiento de la reivindicacién 42, en la que dicha vacuna de
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combinacién se administra por una via intravenosa, intranasal, oral,
intramuscular o subcutinea.

44. El procedimiento de la reivindicacion 42, en la que dicho perro recibe
dicha vacuna de combinacibn dos o tres veces con un intervalo de
aproximadamente 2 - 3 semanas entre las administraciones.

45. Una vacuna de combinacién para inmunizar perros contra patégenos
caninos que comprende una preparacion de células Leplospira de Leptospira
canicola, Leptospira grippolyphosa, Leplospira icterohaemorrhagiae vy
Leptospira pomona, que comprende ademas una cepa atenuada de virus de
moquillo canino (CD), una cepa atenuada de adenovirus canino de tipo 2 (CAV-
2), una cepa atenuada de virus de la parainfluenza canina (CPI), una cepa
atenuada de parvovirus canino (CPV), y un vehiculo.

46. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 45, en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospiraen la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 100 - 3500 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

47. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 45, en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 200 - 2000 unidades nefelométricas por dosis.

48. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 45, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CD en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10° de TCIDso por dosis.

49. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 45, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CAV-2 en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10° de TCIDso por dosis.

50. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 45, en la que la cantidad
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de dicha cepa atenuada de virus CPl en dicha vacuna esti en el intervalo de
102 a 10° de TCIDso por dosis.

51. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 45, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPV en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDs por dosis.

52. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 45 en la que el vehiculo
comprende saponina y un tensioactivo.

53. La vacuna de combinacidn de la reivindicacion 52 en la que la saponina
es Quil A y dicho tensioactivo es colesterol.

54. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 53 en la que la cantidad
de Quil A estad en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis, y la cantidad de
colesterol esti en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis.

55. La composicion de vacuna de la reivindicacion 45 en la que el vehiculo
comprende hidréxido de aluminio.

56. Un procedimiento para inmunizar perros contra patégenos caninos que
comprende la administracién a un perro de la vacuna de combinacién de la
reivindicacion 45.

57. El procedimiento de la reivindicacién 56, en la que dicha vacuna de
combinacién se administra por una via intravenosa, intranasal, oral,
intramuscular o subcutanea.

58. El procedimiento de la reivindicacién 56, en la que dicho perro recibe
dicha vacuna de combinaciéon dos o tres veces con un intervalo de
aproximadamente 2 - 3 semanas entre las administraciones.

59. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 45, que comprende

ademds una preparacion de células enteras o parciales inactivada de una cepa
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de coronavirus canino (CCV).

60. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 59 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 100 - 3500 unidades nefelométricas por dosis de vacuna.

61. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 59 en la que la cantidad
de cada cepa de Leplospira en la vacuna estd en el intervalo de
aproximadamente 200 - 2000 unidades nefelométricas por dosis.

62. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 59, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CD en dicha vacuna esté en el intervalo de
102 a 10° de TCIDs por dosis.

63. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 59, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CAV-2 en dicha vacuna esta en el intervalo de
102 a 10° de TCIDs; por dosis.

64. La vacuna de combinacion de la reivindicacion 59, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPI en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10® de TCIDso por dosis.

65. La vacuna de combinacién de la reivindicacién 59, en la que la cantidad
de dicha cepa atenuada de virus CPV en dicha vacuna esta en el intervalo de
10? a 10® de TCIDs, por dosis.

66. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 59, en la que la cantidad
de la preparacién celular de dicha cepa de CCV en dicha vacuna es al menos
aproximadamente 100 unidades relativas por dosis.

67. La vacuna de combinacién de la reivindicacion 59 en la que el vehiculo
comprende saponina y un tensioactivo.

68. La vacuna de combinacion de la reivindicacibn 67 en la que dicha
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saponina es Quil A y dicho tensioactivo es colesterol.

69. La vacuna de combinacion de la reivindicacién 68 en la que ia cantidad
de Quil A esta en el intervalo de 1 a 1000 ug por dosis, y la cantidad de
colesterol esta en el intervalo de 1 a 1000 pg por dosis.

70. La composicién de vacuna de la reivindicacion 59 en la que el vehiculo
comprende hidréxido de aluminio.

71. Un procedimiento para inmunizar perros conira patégenos caninos que
comprende la administracién a un perro de la vacuna de combinaciéon de la
reivindicacion 589.

72. El procedimiento de la reivindicacion 71, en la que dicha vacuna de
combinacién se administra por una via intravenosa, intranasal, oral,
intramuscular o subcutanea.

73. El procedimiento de la reivindicacién 71, en la que dicho perro recibe
dicha vacuna de combinacion dos o tres veces con un intervalo de

aproximadamente 2 - 3 semanas entre las administraciones.
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Figura 1: Sumario de la media geométrica de las titulaciones de punto final de
ELISA de p68 en perros no vacunados y vacunados con p68 de Bordetella (15
Hg/dosis) -exposicién de aerosol con Bordetella Bronchiseplica.
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SUMARIO DE LAS TITULACIONES DE ELISA DE p68
MEDIAS GEOMETRICAS POR DIA DE ESTUDIO

media geométrica de la titulaclén de ELISA
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Figura 2. Sumario de las titulaciones de Amiloide A sérico en perros despues
de la exposicién de aerosol con Bordetella Bronchiseptica
5 ESTUDIO BIOLOGICO - PERROS
ANALISIS DE MEDICIONES REPETIDAS DE LAS TITULACIONES DE
AMILOIDE A SERICO (SAA)
MEDIAS GEOMETRICAS POR DIA DE ESTUDIO

media geomiirica de Is huleckin de SAA
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Figura 3 Sumario de la media geométrica de las titulaciones de punto final de
5 ELISA de p68 en perros no vacunados y vacunados con p68 de Bordetella
después de vacunacién y la exposicion de aerosol con Bordetella
Bronchiseplica
ESTUDIO BIOLOGICO - PERROS
SUMARIO DE LAS TITULACIONES DE ELISA DE p68
10 MEDIAS GEOMETRICAS POR DIA DE ESTUDIO

media geométrica de la thulaclén de ELISA

diads sstudio .
1 a-4-8 T, whckn i i O-B-8 solucion saine 4 =it T PB a8
tratamlente O e Mgk e =|Iﬁﬂ oo ahzﬂ

El dia 79 comesponde a los datos combinados de los dias 79 y 81, el dia 110

15 comresponde a 110 y 111, y el dia 189 comresponde a 169 y 170.
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Figura 4. Sumario de las titulaciones de Amiloide A sérico en perros después

de la exposicién de aerosol con Bordetella Bronchiseptica

ESTUDIO BIOLOGICO - PERROS
ANALISIS DE MEDICIONES REPETIDAS DE LAS TITULACIONES DE
AMILOIDE A SERICO (SAA)
MEDIAS GEOMETRICAS POR DIA DE ESTUDIO

mwdia geomitrica de (3 halackin de 9AA
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Figura 5
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LISTADO DE SECUENCIAS

SEQIDNOz1
m:rmmmmmmmm

mmmmmmmmm .

LORE
DLPPSRVVLODTSVTAVPASOAPAAV SV IGANET, TYIIGE T TOCRARGVAAMIGR I VELORATIRRADAPAGIAVE
OGAV
Mmmmmrnmmmmm
BITL .
mm&mmmmm&ummmumr

mmmmmmnwmmmmmm
ASAN
mmmmmﬂmmmmmmr
e

QROPEAFAROPFAGRELARANAAVETGOVGLAS TLNYAREN

160
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SEQIUNO: 2 .
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SEQIDNO: 3

DWNNQSI IKAGERQEGIHIKQSDGAGVRTATGTTIKVSGROAQGVLLENPAAELRFONG
SVTSSGOLFDEGVRRFLGTVIVKAGKLVADHATLANVSDTRDDDGIALYVAGEQAQAST
ADSTLOGAGGVRVERGANVIVORS TIVDGCLEIGTLOPLOPEDLPPSRVVLGDTSVTAV
PABGAPAAVSVFGANELTVDGGHI TGCGRAAGVAAMDGA IVHLQRAT IRRGDAPAGGAVP
GGAVPOECGFGPLIDGHIGVOVIDS TVDLAQS IVEAPQLGARTRAGRGARVIVSGGSLSAP
RONVIBTGCGARRFPPPASPLEI TLOAGARAQGRALL YRVL FEPVKLTLAGARQGQGDT
VATELPP IPGASSGPLDVALABQARNTGATRAVDSLS IDNATWVMTDNSNVGALRLASD
GEVDFQQPAEAGRFRCLMVDTLAGSOLFRMNVAFADLGLSDELVVMRDASGQHRLLVRNS
GIEPASGNTMLLV)TPRGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGHGOWSLVGAKAPPA
PRPAPQPGPQPGRIPRQPPQPPQPPORGPIEAPAPQPPAGRELBAAANAAVNTGGVGLAS
TLWYAESN

Lel
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Frantz, Joseph C.
Tucker, Cassius M.
Newby, Thomas J

<120> VACUNAS CANINAS CONTRA BORDETELLA BRONCHISEPTICA

<130> PC32220

<140> 60/443,418
<l4l> 3003-012-29

<1l60> .3

«<170> Patentln version 1.2

«210> 1

«211> 602

<213> PRT

<213> Bordetella hrouchiseptica

<400> 1L _

Asp Pro Asu Thr Val Sar Ilg Ile lys Ala Gly Glu Arg Gln His Gly
1 5 10 is

1ls His nnny-alnaa:upmym-m.ymn:gmunmuly
20 .

m-n:::1-:qrsvumcryugu1nmomolyn1mmr.m
35 40 45

mmmu-mumngmu:.nmausorvumnrm
50 55 60

uyq.n:.-nmmuumymngmmmmymmm
65 . ao

mny-nuuymmmn.mnuuamuummnl'_

lorn-p !h:n:gnlpllpnapmy Ilelln.!-lu'ry:v-l Ala dly .Alu
1on 108 110

dln Ala Glnnl!n'Ilom-mmmmmﬁﬂyﬂl'ﬂiﬁém

115 120 : 125

uln:gnlulunguyu.unmmmmma-rmno -

1i0 1318 140

Vol Asp Gly Gly Lwn Bis Ila Gly Thr leu Gln Pro Leu Glz Pro Glu

247
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145 130 1585 180

Agp Leu Pro Pro Ser Arg Val Val Lam Gly Asp Thr Ser Val Thr Ala
168 170 175

Val Pro Ala Ser Gly Ala Pro Als Ala Val Ser Val Fhe Gly Ala Aen
180 185 190

Glu Leu Thr Val Asp Gly Gly His Ile Thr Gly Gly Arg Ala Ala Gly
195 200 208

Val Ala Ala Mat Aep Gly Ala Ile Val His Leu Gln Arg Ala Thr Ilas
210 al15 220

Arg Axrg Gly Asp Ala Pro Ala Gly Gly Ala Val Pro Qly Gly Ala Val
2as 230 2358 240

Pro Qly Gly Fha Gly Pro Leu Leu Asp Gly Trxp Tyr Qly Val Asp Val
245 250 288

Ber Asp S8er Thr Val Asp Leu Ala Gln Sar Ila Val @lu Ala Pro Eln
260 a6s 270

Leu Gly Ala Ala Ile Arg Ala Gly Arg Gly Ala Arg. Val Thr Val Ser
173 280 285

Gly Gly Ser Lau Ser Ala Pro His Gly Asn Val Ile Gla Thr Gly Gly
230 286 300

Gly Ala Arg Arg Pha Pro PFro Fro Ala fSex Pro Leu Ser Ila Thr leu
305 alo 315 320

Arg Ala Gly Ala Arg Ala (ln Gly Axg Ala Law Iau Tyxr Axg Val Len
3a6 330 335

Pro Glu Pro Val Lys Leu Thr Leu Ala Gly Gly Ala Glm Gly Gln Gly
340 345 350

Asp Ile Val Ala Thr Glu Leu Pro Pro Ile Pro dly Ala Sar HSer Gly
iss Jéo 365

Pro Leu Asp Val Ala Lau Ala Sar Gln Ale Arg Trp Thr dly Ala Thr
370 375 aso

Arg Ala val ‘Asp Bar Lau Sar Ila Asp Asn Ala Thr Yrp Val Met Thr
385 a0 395 400

2e4



Asp Asn Ser Asn Val Gly Ala Leu Arg Leu Ala Ser Asp Gly Ber Val
405 420 415

Asp Phs Glno Gln Pro Ala dlu Ala Gly Arg Phe Lys Val Leu Met Val
420 425 430

Asp Thr Lem Ala Gly 8ax Gly Leu Phe Arg Met Asn Val Pha Ala Asp
435 440 445

Lem Gly Leu Ser Asp Lys Leu Vel Val Met Arg Asp Ala Sar Gly Gln

450 4558 460

His Arxg Leu Trp Val Arg- Asm Sar Gly SBer Glu Pro Ala Ser Ala Asn
445 470 475 480

Thr Met Leu Leu Val Gln Thr Pro Arg Gly Ser Ala Ala Thr Phe Thr
445 490 495

heu Ala Asp Lys Asp Gly Lys Val Asp Ile Gly Thr Tyr Arg Tyr Arg
500 508 ° Blo -

Leu Ala Ala Asn Gly Asn Gly Gla Trp Ser Leu Val Gly Ala Lys Ala
515 - 520 525

Pro Pro Ala Fro Lys Pro Ala Pro Gln Pro Gly Pro Gln Pro Gly Pro
530 8538 . 540

Gln Pru Gly Pro Gla Pre Pro Gla Pro Pro Gln Pro Pro Gla Pro Pro
545 550 535 560

@n Arg Gln Pro Glu Ala Pro Ala Pro @Gln Pro Pro Ala Gly Arg Glu
565 . 570 573

Leu Ser Ala Ala Ala Asn Ala Ala Val Asa Thr Gly Gly Val Gly Lsu

Ala fexr Thr Leu Trp Tyr Ala Glu Ssar Asn
595 800

<210> 2

<211> 1806

<212> ADN

<Bordetella bronchiseptica
<400> 2

gatccaaaca ctgtgtcaat catcaaggcc ggocgagogcc agcacggcat ccacatcaag

265
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canagogatg gogueggegt acggacogoc accggaacga costoaaggt aageggtogt
caggcceagy gegtoctget gyaaaabcce goggecgage tgeggttcoa gaacggeoage
gteacgteott cgggacagcet gtl:cgacgu ggegtecgge getktetggg cacecgtoace
gtcasggccg gcaagetggt cgocgatcac gecacgetgg ccaacgtcag Cgecaccogg
gacgacgacg geatogeget ctatgtggee gocgageagy cocaggocsg catogocgas
sgcaccctge agggegesma cggegtgegy gtegaghgeg gogocaatgt cacggtcoas
cgcagcacca tcgttgacgg gggettgoat atcggcacce tgeageoget geagecggaa
gaccttooge ccagocgggt ggtgotgoge gacaccageg tgacegeogt gocogoomge
ggegegeccg cggeggtgte tgtatteggg gecaatgage ttacggttga tggogggoac
etcaccgggy ggcgggoage g9g9gggtggey gucatggacg gggegatogt geatctgeag
ogogegacga tacggegggy ggacgegect goeggeggtg cggttecagg cggtgoggtt
ccocggegget teggcccoct ceottgacgge tggtatggeg tggatgtatc ggactccaca
gtggacctcg ctcagtegat cgtogaggog ccgoagetgg gegecgegat cegggeggge
cgeggegeca gggtgacggt gtegggegge agottgtccg caccgoacgg caatgtcato
gagaccggeg goeggtgegeg tegotteceg cecteoggeoet egeoccctgte gatcaccttg

€gggcyuyog cacgggogea
aagetgacge tggoggoeag
cecatlcong gogogtcegag
aggggcgeta cocgegeggt
gacaactcga acgtcggege
coggcogaag ctgggeggtt
ttecegoatga n'bgtcttegc
gceageggec agcacagget
acocatgetge tggtgeagac
gacggcaagy togatatogg
tggagcetgy tgggegogaa
gagccecggte cocageccgg
cageggoage cggaagegeo
gecaacgegy cggtraacac
agcast

guggagggey ctgetgtacc
cgocoagggg cegggegaca
egggecgetc gacgtggoge
cgactegetg tccatcgaca
grtgoggetg gocagegacg
caaggtccty atggtegata
ggacctggog ctgagcgaca
gtgogtcoge aacagoeggea
gdocacgagge agogoggoega
tacctacoge tatogattgy
ggugoogeeg gogoooaage
tcccoagoeg cegoagocge
ggcgocgeaa cegecggedy
999tggagtg ggcctggeca

gggtectgee ggagocogtg
tegtegegac ggagotgect
tggecageca ggeccgatgg
acgeoacctg ggtcatgacg
geagegtcoga ttteccageag
cgetggeggy ttoggggotg
agctggtegt catgegggac
gogageegoge cagogocaac
cotttaccct tgocaacaag
cogccaacgy caatgagcag
ecgegecgea geecoggteac
cgcagccgoe geagocgeoa
geagggagtt gtcegeegee

gcacgetcotg gtacgcoegaa

120
180
240
300
36D
420
480
540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200

1260

1330

1380

1440

1500.

1560

620

1680

1740

1800

1806

A



310> - 3

<21l> 559

«212> PRT

<213>» PBordetella bronchigeptica -

<400> 13

mmmmms.::1-:1-ny-uae1yuuugr.1nn-a).y'

1 8 10

Ila Hia Ile Lys Gln Bexr Asp Oly Aln Gly Val Arg Thr A'.l.a. Thr Gly
a0

Thr Thr Ile Lys Val Sa:ﬁlyh:gﬂlnnlaclnelymunhualu
as 40 45

Asn Pro Ala Ala Glu Leu Arg Pha Gln Asn Gly Sar Val Thr Sar Ser
50 55 &0

c1yu1nuumupe1ua1ymugngmmmymmm
65 70 -]

vu:.y-melyny-mmn.upzhuammuamm

85 90 9s

se:nw'rhrngMpup.\-pﬂ‘l.yﬂ-unlmmmnlﬂlyﬂlu
108 ilo-

Gln Ala Gln Ala fer Ile Ala Asp fer Thr Leu Gln Gly Ala Gly Gly
113 120 1as

Vval Arg Val Glu Arqg Gly Ala Aan Val Thr Val Gla Arg Ser Thr Ile
130 138 140

Val Asp dly Oly Leu His Ile Gly Thr Leu Gln Fro Leu Gla Pro Glu
145 150 . 185 160

Asp Leu Pro Pro Ber Arg.Val Val Leu Gly Asp Thr Ser Val Thr Ala
168 270 175

Val Pro Ala Sar Qly Ala Pro Ala Ala Vel Gar Val Phe Gly Ala Asn
180 185 130

Glu Lau m val Asp Gly Gly Hia Ile Thr Gly Gly Arg nJ.a n.‘l.n Qly
195 200 ] 205

Val Ala Ala Met Asp Qly Ala Ile Val Mis Leu Qln Axg Ala Thr Ile

26y



alo 219 220

Arg Axg Gly Asp Ala Pro Ala @ly Gly Ala Val Pro Gly Gly Ala
a35 220 215

Pro Gly Gly Phe Gly Pro Lau Leu Aop Gly Txp Tyr Gly val Asp
245 250 255

Sar Asp Ser Thr Val Asp Leu Ala Glpn Sar Ile Val Glu Ala Pro
260 365 270

Leu Gly Ala Ala Ile Arg Ala Gly Arg Gly Ala Arg Val Thr val
275 280 aes

gly Gly Ser Leu Bexr Ala Pro His Gly Aan Val Ile Glu Thr Gly
290 a95 300

Qly Ala Arg Arg FPha Pro Pro Pro Ala Ser Prv Leu Ser Ila Thr
108 310 a1y

Gla Ala Gly Ala Arg Ale Gln Gly Arg Ala Leu Leu Tyr Arg Val
325 J3o 335

Pro Glu Pro Yal Lys Lau Thr Leu Ala Gly Gly Ala Gln Gly Gln
340 45 350

Anp Ile Val Ala Thr Glu Leu PFro Pro Ile Pru Gly Ala 5er Ser
355 360 65

Pro Leu Asp Val Ala Leu Ala Ser Gla Ala Ary Trp Thr Gly Ala
370 375 380

Arg Ala Val Asp S8ar Leu Ser Ile Asp Asn Ala Thr Trp Val Mat
s s 395

Asp Asn Ser Asn Val Gly Ala Leu Arg Leu Ala Sar Agp Gly Ser
405 410 415

Asp Phe Gln Gln Pro Ala Glu Ala Gly Arg Phe Lys Cys Lou Het
420 - 425 430

Agp Thr Leu Ala Gly Ber Gly Leu Phe Arg Met Aan Vel Ala Pha
435 440 445

Asp Ieu Gly Leu fer Asp Lys Leu Val Val Met Arg Asp Ala fer
480 458 460

240

Val

Gly

Lan

320

aly

@iy

400

val

val

Ala

Gly

. 6%
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66

Gln His Axg Leu Leu Val Arg Asn Ser Gly Ser Glu Pro Ala Ser Gly
465 470 475 480

' Asn Thr Met Leu Leu Val Gln Thr Pro Arg Gly Ser Ala Ala Thr Phe
485 490 495

| Thr Leu Ala Asn Lys Asp Gly Lys Val Asp Ile Gly Thx Tyr Arg Tyr
500 505 510

Arg Leu Ala Ala Asn Gly Asn Gly Gln Trp Ser Leu Val Gly Ala Lys
515 520 525

Ala Pro Pro Ala Pro Lys Pro Ala Pro Gln Pro Gly Pro Glmn Pro Gly )
530 835 540

Pro Gln Pro Pro Gln Pro Pro Gln Pro Pro Gln Pro Pro Gln Arg Glp-
545 550 §55 - _ bseo

| S

Pro Glu Ala Pro Ala Pro Gln Pro Pro Ala Gly Arg Glu Leu Ser ala
565 570 o 575

Ala Ala Asn Ala Ala Val Asn Thr Gly Gly Vval Gly Leu Ala Ser Thr
580 585 530

Leu Trp Tyr Ala Glu Ser Asn
5988

VIWW-OIU.HUV .7

Bogota, D.C., Colombia



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL REPORTE DE EXAMEN
PRELIMINAR INTERNACIONAL
(PCT Regla 71.1)
De: AUTORIDAD DE REVISION PRELIMINAR INTERNACIONAL

Para:

FULLER, Grover, F.

c/o DROUIN, Stephane

European Pharma Patent Department
Phizer Research and Development
Ramsgate Road

Sandwich, Kent CT 13 9NJ

Gran Bretafia

Sello de recibido de fecha 4 de septiembre de 2006.

Fecha de expedicién: 01.09.2006

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC32220A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/003111

Fecha de presentacion internacional: 23.09.2005

Fecha de prioridad: 06.10.2004

Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1. Se notifica al solicitante que la Administracion Encargada del
Examen Preliminar Internacional ha emitido el informe de examen
preliminar internacional para la solicitud internacional y se lo

transmite adjunto, acomparnado, 8i procede, de sus anexos.

2. Se transmite una copia del presente informe y, si procede, de sus
anexos, a la Oficina Internacional para comunicacién a todas las

Oficinas elegidas.

3. Si alguna Oficina elegida lo exige, la Oficina Internacional realizari
una traduccion en inglés del informe (con exclusion de sus anexos) y

la transmitira a las Qficinas interesadas.

4. RECORDATORIO

Para iniciar la fase nacional ante cada Oficina elegida, el solicitante
debe cumplir ciertos actos (presentacién de la traduccién y pago de
las tasas nacionales) en el plazo de 30 meses desde la fecha de
prioridad (o més tarde por lo que respecta a ciertas oficinas) (Articulo
39.(1)) (véase también el recordatoric enviado por la Oficina

Internacional en el formulario PCT/IB/301).

Lto



Cuando deba entregarse una traduccién de la solicitud internacional
o una oficina elegida, se incluira la traduccion de cualquier anexo de
informe de Examen Preliminar Internacional. Corresponde al
solicitante preparar la traduccion en cuestibn y entregarla
directamente a cada Oficina elegida interesada

Para més amplios detalles en lo relativo a los plazos aplicables y las
exigencias de las oficinas elegidas, véase el Volumen II de la guia del
solicitante PCT.

Se llama la atencion del solicitante sobre el Articulo 33(5) que prevé
que los criterios de novedad, actividad inventiva y de aplicacién
industrial definidos en el Articulo 33(2) a (4) adlo serviran a los
efectos del examen preliminar internacional, y que "todo Estado
contratante puede aplicar criterios adicionales o diferentes al objeto
de decidir, en ese Estado, si la invencién es patentable o no" (véase
también el Articulo 27(5)). Tales criterios adicionales pueden afectar,
por ejemplo, a las excepciones de patentabilidad, requisitos
especificos relativos a la divulgacién, la claridad de Ilas
reivindicaciones.

Nombre y direcciéon postal de la Administracién encargada del Examen
Preliminar Internacional:

Oficina de Patentes Europea

D-80298 - Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 ~ 4465.

Funcionario Autorizado: Moreno, R
Tel: + 49 89 2399-2658



TRATADO DE COOPERACION DE PATENTES
PCT
INFORME PRELIMINAR INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD
(Capitulo II del Tratado de Cooperacion en materia de Patentes)
(PCT Articulo 36 y Regla 70)

Referencia del expediente del solicitante 0 mandatario: PC32220A
Solicitud Internacional No.: PCT/IB2005/003111

Fecha de presentacién internacional: 23.09.2005

Fecha de prioridad: 06.10.2004

Clasificacion Internacional de Patentes (IPC) o la vez clasificacion
nacional e IPC: INV, A61K 39/02, A61P 31/04, A61P 31/12
Solicitante: PFIZER PRODUCTS INC et. al.

1. El presente informe preliminar internacional sobre patentabilidad,
se establece por esta Administracion encargada del examen preliminar
internacional segin el Articulo 35 y se transmite al solicitante conforme
el Articulo 36.

2, Este INFORME consta de un total de 7 hojas, incluida la presente
hoja de portada.

3. Este informe también contiene ANEXOS, que comprenden.

a. [0 (remitido al solicitante y a la oficina internacional) un
total de hojas, descritas a continuacion:

[C] hojas de la descripcién, las reivindicaciones y/o
loa dibujos que han sido modificadas y que sirven de
base al presente informe, y/o de hojas que contienen
rectificaciones autorizadas por esta Administracién
(véase la Regla 70.16 y la Instruccién Administrativa
607 del PCT).

[C] hojas que reemplazan a otras hojas anteriores,
pero que eata Administracién considera que contienen
modificaciones que se extienden més alla de la
divulgacién de la invencibn tal como fue
originalmente presentada, segin se indica en el punto
4 del Reglamento [ y en el Recuadro Suplementario.

b. [0 (remitido tinicamente a la Oficina Internacional) un
total de (indicar tipo y soporte(s) electrénico(s)) R
que contienen una lista de secuencias y/o tabla(s)
relativa(s), solo en formato legible por ordenador,
como se indica en el Recuadro Suplementario relativo
a Listas de Secuencias (ver Instruccién
Administrativa 802).

212



4. El presente informe contiene indicaciones relativas a los

siguientes puntos:
B Recuadrol Base de este informe
[ Recuadroll Prioridad
B Recuadro III Ninguna formulacién de opinién sobre la
novedad, la actividad inventiva y la
aplicacion industrial
[] RecuadroIV  Falta de unidad de Invencién
X RecuadroV Declaraciéon motivada segin el Articulo
35(2) sobre la novedad, la actividad
inventiva y la aplicacidn industrial, citas y
explicaciones en apoyo de esta declaracion
[ Recuadro VI Ciertos documentos citados
[l Recuadro VIl Defectos en la Solicitud Internacional
[[] Recuadro VI Observaciones relativas a la solicitud
internacional
Fecha de radicacion de la demanda: 29.11.2005

Fecha de elaboraciéon de este reporte: 01.09.2006

Nombre y direccion postal de la Administracién encargada del Examen

Preliminar Internacional:
Oficina de Patentes Europea
D-80298 — Munich

Tel: +49-89 2399 - 0, Tx: 523656 epmu d

Fax: +49-89 2399 - 4465.

Funcionario Autorizado: Rankin, R

Tel: + 49 89 2399-2659

X
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Recuadro I. Base de este informe

1. Por lo que respecta al idloma, este informe se ha establecido
sobre la base de la solicitud internacional en el idioma en el cual se
depositd, salvo indicacién en contra seilalada a continuacion.

(0 Este informe esta basado en una traduccién del idioma
original al siguiente idioma , que es el de una traduccién
proporcionada a los fines de:

busqueda internacional (segiin Reglas 12.3 y 23.1 (b))
[0 publicacién de la solicitud internacional (segiin Regla
12.4)
[[J examen preliminar internacional {segin Reglas 55.2
y/o0 55.3)

2. Por lo que respecta a los elementos* de la solicitud internacional,
esta opinién se ha establecido sobre la base de (las hojas de reemplazo
gue hayan sido enviadas a la Oficina receptora en respuesta a un
requerimiento segun el Articulo 14 se las denomina en este informe como
“inicialmente presentadas” y no se anexan al informe):

Descripcifn, Phginas

1-72 tal como se presentaron inicialmente
Retivindicaciones, Niimeros

1-73 tal como se presentaron inicialmente
Dibujos, Figuras

1/5-5/5 tal como se presentaron inicialmente

Xl una lista de secuencias y/o tabla(s) relativa(s) — ver Recuadro
Suplementario relativo a Listas de Secuencias

3. Las modificaciones ha ocasionado la cancelacién de:

[0 la descripcion, paginas

[[] las reivindicaciones, Nos.

[] los dibujos, hojas/fig.

[0 lalista de secuencias (especificar):

[(] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):
n
hu

El presente informe ha sido establecido como si no se
biesen presentado (algunas de) las modificaciones anexadas a

¥4
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este informe y listadas abajo, ya que se ha considerado que iban

mas alla de la divulgacibn de la invencién tal como fue
presentada, como se indica en el Recuadro Suplementario (Regla %’S
70.2(c)).

[0 la descripcion, paginas

[J las reivindicaciones, Nos.

[0 los dibujos, hojas/fig.

[] lalista de secuencias (especificar):

[C] tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias (especificar):

* Si se utiliza el punto 4, algunas o todas estas paginas pueden llevar el
sello de “sustituida®.

Recuadro No. III. Ninguna formulacién de opinibn sobre la
novedad, la actividad inventiva y la aplicacién industrial

1. Las preguntas con respecto a si el invento reivindicado parece ser
novedoso, implica una actividad inventiva (no ser evidente), o ser
susceptible de aplicacion industrial, por lo que respecta.

[0 al conjunto de la solicitud internacional,
a las reivindicaciones Nos. 9-11, 27-29, 42-44, 56-58, 71-
73

debido a que:

X 1a solicitud internacional, o las reivindicaciones Nos. 9-11,
27-29, 42-44, 56-58, 71-73 en cuestion se refieren al
objeto, respecto del cual no requiere examen preliminar
internacional (especifique):

ver hoja separada

[0 a descripcion, reivindicaciones, o los dibujos (indiquese
cuales a continuacién) o tales reivindicaciones Nos. en
cuestion no son claras, de manera que no es posible
formular una opinién significativa (especifique}:

[C] 1as reivindicaciones, o las reivindicaciones Nos. en cuestién
no son claras, de manera que no es posible formular una
opinion significativa.

[0 no se ha emitido informe de biisqueda internacional para
dichas reivindicaciones Nos.



[[] 1alista de de secuencias nucleétidas y/o de aminoécidos no
cumplen la norma estandar prevista en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas por que:

La lista en papel

[0 no se presento

[[] no cumple con la norma estindar

La lista en formato legible por ordenador

[0 no se presents

[0 no cumple con la norma estandar

[] las tablas relativas a las listas de secuencias de nucleétidas
y/o de aminodcidos, si unicamente se han presentado en
formato legible por ordenador, no cumplen con los
requisitos técnicos previstos en el Anexo C-bis de las
Instrucciones Administrativas.

[ Ver recuadro suplementario para més detalles.

Recuadro No. V Declaracidn razonada seghn el Articulo 35(2)
con respecto a la novedad, nivel inventivo o aplicacion industrial:
anterioridades y explicaciones que soportan tal declaracién

1. Declaracion

Novedad (N)

Nivel Inventivo (NI)

Aplicaciéon Industrial (Al)

Si: Reivindicaciones 2, 3, 6, 7, 14, 15,
17-22, 25, 26, 31-41, 46-51, 54, 55, 60-
66, 69, 70
No: Reivindicaciones 1, 4, 5, 8-13, 16,
23, 24, 27, 30, 42-45, 52, 53, 56-59, 67,
68, 71-73

Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-73

Si: Reivindicaciones 1-8, 12-26, 30-41,
45-55, 59-70
No: Reivindicaciones

2. Citas y explicaciones (Regla 70.7)

ver hoja separada.

I+



Recuadro ln?lementarlo relativo a listas de secuencias

Continuacién del Recuadro 1, punto 2:
1. En lo que se refiere a las secuencias de nuclettidos y/o de
aminoécidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para
:;:.invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido sobre la base
a. tipo de material
X  una lista de secuencias
{71 tabla(s) relativa(s) a la lista de secuencias
b. formato del material
por escrito
X en soporte legible por ordenador
c. fecha de presentacién/entrega

contenido en la solicitud internacional tal y como se
presentd

Bd presentado junto con la solicitud internacional en
formato legible por ordenador

[0 presentado posteriormente a esta Administracién a
los fines de biisqueda y/o examen

(] recibido como modificacién, por esta Administracién
en fecha

2. [0 Ademas, en caso de que se haya presentado mas de una
version o copia de una lista de secuencias y/o tabla(s) relacionada(s)
con ella, se ha entregado la declaracion requerida de que la informacion
contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la de
la solicitud tal y como se presentd o no va més alld de lo presentado
inicialmente.

3. Comentarios adicionales

21y
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REPORTE DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL - HOJA ANEXA 2 9"8
Solicitud Internacional No. PCT/IB2005/003111

ftem 111
No formulacién de opinidn con respecto a novedad, nivel inventivo, y aplicacién
industrial

Las reivindicaciones 9-11, 27-29, 42-44, 56-58 y 71-73 se relacionan con materia
considerada por esta Autoridad cubierta por las provisiones establecidas en la Regla
67.1 (iv) del PCT. Por lo tanto, no se formulard ninguna opinién con respecto a la
aplicacién industrial de la materia de estas reivindicaciones (Articulo 34(4)(a)(I) del

PCT).

ftem v
Declaracion razonada con respecto a novedad, nivel inventivo, y aplicacién
industrial; citas y explicaciones soportando cada declaracién.

Para la evaluacion de las presentes reivindicaciones 9-11, 27-29, 42-44, 56-58 y 71-73
sobre si son industrialmente aplicables, no existen criterios unificados en los Estados
pertenecientes al PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacién de
las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable
aquella materia que reivindique el uso de un compuesto en tratamiento médico, pero
permite, sin embargo, reivindicar sobre un compuesto conocido para primero uso en
tratamiento médico y el uso de tal compuesto en la manufactura de un medicamento
para un nuevo tratamiento médico.

Documentos citados
Se hace referencia al siguiente documento:

D1: WO 2004/067031 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL,
JOSEPH; FRANTZ, JOSEPH, CLAUDE;) 12 de agosto de 204

Articulo 33(2) del PCT

El documento D1 divulga vacunas multivalentes para uso en canes. Los antigenos
empleados en la vacuna incluyen aquellos provenientes del moquillo canino, adenovirus
canino 2, parvovirus canino 2, coronavirus canino, virus de la parainfluencia tipo 111
canino, el antigeno Bordatella bronchseptica p68 como también preparaciones celulares
derivadas de la Leptospira bratislava, Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa,
Leptospira icterhaemorrhagiae y Leptospira pomona. El sistema co-adyuvante usado
en la vacuna comprende Quil A y colesterol (compare con la pigina 1, linea 32 a la
pdgina 2, linea 38; pdgina 3, lineas 18-38; ejemplo 4; reivindicaciones 8, 9, 12-15).

Como consecuencia de la divulgacion del antecedente D1, las reivindicaciones 1, 4, 5,
8-13, 16, 23, 24, 27, 30, 4245, 52, 53, 56-59, 67, 68 y 71-73 no pueden considerarse
novedosas (Articulo 33(2) del PCT).

La materia de las reivindicaciones 2, 3, 6, 7, 14, 15, 17-22, 25, 26, 28, 29, 3141, 46-51,
54, 55, 60-66, 69 y 70 parece ser novedosa con respecto al antecedente D1.



Articulo 33(3) del PCT

El antecedente D1, descrito anteriormente, representa el estado de la técnica més
cercano. Z ?’?

La materia novedosa contenida en las reivindicaciones 2, 3, 6, 7, 14, 15, 17-22, 25, 26,
28, 29, 3141, 46-51, 54, 55, 60-66, 69 y 70 no pueden considerarse inventivas en ¢l
marco de la Articulo 33(3) del PCT puesto que las caracteristicas técnicas ahl
representan materia trivial que son soluciones comunes en el campo de la vacunologia.
Aquella persona experta podria llegar a estas caracteristicas sin el uso de habilidades
inventivas al buscar resolver el problema de 1a formulacién de vacunas de maltiples
componentes y por ende las reivindicaciones 2, 3, 6, 7, 14, |5, 17-22, 25, 26, 28, 29, 31-
41,46-51, 54, 55, 60-66, 69 y 70 no poseen nivel inventivo (Articulo 33(3) del PCT).
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PFIZER PRODUCTE INC. et al.

Ta: v
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cEﬂmp-n Pharma Patent Dapartment, %mnmn%L PHIMI
Pfizer Ressarch and Development : REPORT ON PATENTABILITY
Kert CT13 GNJ

GRANDE BRETAGNE (POT Rt 7L

Duis of maling

(dmpnonipear) 01.00.2000
Appiicants or agents fls reference

IMPORTANT HOTIRCATION

Inemationsl sppiication No. intemadional fling cale (deyimoniiasr) Priority dete {tasinonthjear)
PCTAB2005403111 23.09.2005 08.10.2004
Applcant

| phass belore eech
S B Doyt FaTioral fons) w50 Horthe frorh

H] EI . -

proliminary sxamining

g Eumpem Patwt Otice ' Moreno, R L s j
’ Tel +40 802309 - 0 Tx: muq-nd Tl +40 85 2309-2038
——  Fac +4880 2399 \_.

The applicant ls haneby notiffed that this intemational Preliminary Examining Authority tranemits herewith the
.h;mMWMMwmonmmhm , If arty, established on the International

A copy of the report and ie annexes, if any, is being transmitted to the Intemational Bursau for
communication to all the elected Offices.

Where required by any of the elected Offices, the international Bureau will prepare an ish transiation of
hmmtmgdwm)mﬂmtlmmmmm“& Engl

REMINDER

The musi enter the naional sleged Office | g.certain.acts-
e Sl it O

{Articie 38(1)) (see also the reminder sent by the intemational Bursau with Form PCTABRG01).

Where s trangiation of the intermational application must be fumished to an elacted Office, that translation
mdwﬂnhﬂondwmbhhﬁnﬂbﬂpﬂhﬂumﬂmwﬂy Ris the
applicant’s reaponsibiiity fo prepare and furnish such translation directly to sach slacted Office concaemed.

For further detalls on the appiicabis tims imits and requirements of the elscted Offices, see Volume il of the
PCT Applicant's Guide.

The attantion is drawn to Article 33(5), which provides that the criteria of novelty, irventive step
and dﬂnlap;llcd:ﬂtydmrbadhnﬁdamﬂnommadyamhepumdhturﬂbml
preliiminary sxamination and that “any Stata may apply additional or differsnt criterta for the
purposas of deciding whether, in that Siete, the lnwnﬂumlcpmmm.ormt'(mlhm\nleh
27(5)) ‘Such additional criteria may relate, for example, to exemptions from for
enabling disciosure, clarity and support for the clajms. FILING 1

DEBIT NOTE

Form PCTAPEA/418 {anuary 2004}
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PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY Z‘b |
(Chapter |l of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)
ABpAcusts or sente 1 relerence FOR FURTHER ACTION See Form PCTAPEARTS
Inemationsl appicazion No. Intamational fEng Oxte (cayoanhyesr Priorily date (capinontfvyear)
PCT/B2005003111 23.00.2005 08.10.2004

Inematievial Patent Classticaiion (IPC) or netional classiicalion and IPC
INV. AG1K384002 AB1P3104 AB1P31A2

Appicant

PHZER PRODUCTS INC. st al.

—

1. 'rllh is #he International mmmm thia international Prefiminary Exami
mmsmmnmmm»nﬂ.s g

2 TthEPOHdeaWd? shests, includng this cover sheet.
3. This report Is aiso accompanied by ANNEXES, compriasing: .
a. O sent 1o e appiicant and 1o the intemationai Bureau) a otal of  sheots, as follows:

L1 shesls of the description, olaims andbr drawings which have been amended und are the basta of this report
andibr sheets containing reciifications authorized by this Autharlty (sse Rule 70.16 and Section 607 of the
t

Administrative instructions).

a MMWWMMM&AMMDMmMMﬁ go
Whﬁunmlmmmlmuld.ummhm4dmm.l the

b. O (sentio e intemational Buraau anly) a tolal of (indicats typs and number of siactronio canter(s)) m-
mmuunhummn.humnhmm.-lmmmmm
MMNMMMWMdWMMM)

4 _mm.m-m-n;u-wmbmm

B! BoxNo.i  Basis of the report

D BaxNo.ll  Priory

& BoxNo. Il Non-esiablishment of opinion with regand (o novelty, inventive step and incustrinl appiicablity
] BoxWNo. IV  Laok of unity of Ivantion

B BoxNo. V mmmmmsmmnmnmmmmam-m
appiioabilty; ciiafions and sxplsnations supporting such

{0 BoxNa. V1 Ceriain doouments olted

[0 Box No. Vil Certain defacts in the intemnaiional application

3 Box No. Vill Castain chsarvations on the intemations) agglication

1

Dada of submizaion of fre demana Dais of compietion of this repont
29.11.2005 01.08.2008
Nane and micirmga of the intamational Authortrnd officer
prelminery suthority: /'"'*-.
‘ D-AC268 Munich Rankin, R
Yok +48 99 2389 - 0 Ti: 623868 aprre ¢ \ ’I
— 5 Fax +49 89 2399 - 4485 Teluphony No. +40 89 2309- 1659

Form PCTAPEA/4DQ (Cover Sheef) (Aprl 2003)



INTERNAT! NAL PRELIMINARY REPORT

BT

intsmational application No.
N PATENTABILITY PCTAB2005003111 > Z'B 2

Box Mo.! Basis of the report

1. WIlhmnlhm?zonhw:mmclmaﬂumlapﬂuﬁanlnmllnmagehwﬁchlm
under .

fled, unieas otherwiee | this itemn,

O This report is bassd on transiations from the original into the followd ,
which Is the [anguage of a transiation fumished thl:'mml;:ud: "9 languege
O international seasch (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the international appiication (under Rule 12.4)
O intemnational praliminary axaminstion (under Rules 55.2 andbr 65.3)

2. WMbWM'dhiMMIw.IIﬁMIIMOn(mm:f;ﬂl

have besn furnished o the recelving Olfice in response 10 an invitation under Article 14 are referred 1o in
report as “originally fled" and are not annexad to this report):

Dwscription, Pages

172 as originally fled
Claims, Numbers

1-73 s originally filed
Drawings, Bhests

18-65 as originally fed

& «sequence listing andbr any related table(s) - ses Supplemental Box Relating to Sequance Listing

3. 0 The amendments have resulted in tha cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs
" tie sequence Gating (apecy):
0] any table(s) related to saquence Bsting (specify):

4. 1 This report has been estahlishad as ¥ (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not bean made, since they have been considered 1o go beyond the disclosure as filed, as indicated In the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).

0 the description, pages

O the cialms, Nos. .

O the drawinga, sheetafigs

O the sequence listing (speciy):

O any tabie(s) relsind to sequence listing (specify)

* If item 4 applies, some or all of thase shests may be marked “supsrsaded.’

Form PCTIPEA/40D (leruary 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT intemational appication No.
ON PATENTABILITY PCTAB2008003111 £ §3

Bax No.ll Non-ostablishment of opinion with regard to noveity, Inventive step and industrial
applicablity

1. The gquestions whether the claimed invention eppears to be novel, to invoive an inventive {to ba non-
obvious), or 1o be industrially appiicable have not bsan examined in respect of- e

O the entire intemational appfication,
& . clalma Nos. B-11, 27-20, 42-44, 56-58, 71-73
because:

R the sakl intemational application, or the said claima Nos. 8-11, 27-20, 42-44, 56-58, 71-73 relate to the
following subject matter which does not require an intemnational prefiminary axamination (spacify):

oss soparate sheot

O the dascription, clalms or drawings (indicate partioular elorments below) or sald claims Nos. ere 8o uncl
mtmwwwm-mfwx " 80 nclear

O the claims, or aaki claims Nos. are so inadequetely supported by the description that no meaningful opinion
could be formed.

O mmmmmponr-nbsenuublahadbrtt@nldcmm

Ij the nuciaotide andbr amino acld sequence listing doss not comply with the atandard provided for in Annex
C of tha Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumished

D does not comply with the standerd
the computer readable foom [0  has not been furnished

O does not comply with the standard

B the tables-related -the-nuclectide-andbr-amino acid-sequance listing, i In computer readabla farm &hily, do
not comply with the technical requirements provided for In Annex C-bis of the Administrative Instructions.

0O Bee separte sheet for further deinlls

Form PCTAPEA/400 (lanuary 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intemetional eppication No.
ON PATENTABILITY PCTAB2005003111 2 B9

Box No. ¥V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novsity, inventive atep or industrial
applicabllity; oltations and sxplanations suppovting such staternent

1. Statement

Novelty (N) Yes: Claims 3.8. 14 15, 17-22, 25, 26, 31-41, 48-51, 54, 55,

No: Claims 1,45 13. 18, 23, 24, 27, 30, 4248, 52, 53, 58-50, 67,
65.71-73

Inventive atap (IS) Yes: Claims
No: Claima 1-73

Induetrial appicablity (IA) Yes: Clalms 18, 12-28, 30-41, 45-55, 50-70
No: Clams

2. Citations and axplanations (Rule 70.7):
sse ssparxie sheet

Form PCTAPEA 400 [lanuary 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT Intomational appfication No,
ON PATENTABILITY PCTAB2005003111 2§ §

Supplemental Box relating to Sequence Listing

Contimmtion of Box |, tam 2=

1. With regard to any nuciectide endbr amino acid sequence disclosed in the international apphcation and
mmmammmmmmmmmnmhof i

& type of materialk
-] auquml_lﬂng
0 tabis(s) relatad to tha sequence flating
b. formet of matesial:
B Inwritten format
B in computer readable form
c. time of lingfurnishing:
@ contained in the intemational application as fMed
# filed together with the intemational application in computer reatdable form
O fumished subsequently to this Authorlly for the purposas of ssarch andior examination
O received by this Authority as an amendment on
2. O In addition, in the case that more than one version or copy of a eequence listing andbr tabia(s) re
T L O T T
23 appropriate, wam furnished,
3. Addrional obsarvations, f necessary:

Form PCTAPEA/ADE [lanusry 20D4)



INTERNATIONAL PRELIMINARY intemational application No. L'86
REPORT ON PATENTABILITY

. [(SEPARATE SHEET) PCTAB2005/003111
Ba ftam Il

Non-establishment of opinion with regard to novelty, .Imnntln step and induatrial
applicabliity

Claims 8-11, 27-20, 42-44, 56-58 and 71-73 relate to subject matter considered by this
Authority to be covered by the provisions of Rule 87.1(iv) PCT. Consequently, no opinion
will be formulated with respect to the industrial applicability of the subjact matter of these
claims (Article 34{4)(a)(T) PCT)

Beltem V
Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial-applicability;
cltations and explanations supporting such statement

For the assessment of the present claims 8-11, 27-20, 4244, 56-58 and 71-73 on the
question whether they are industrially applicable, no unified criteria exist withim the PCT
Contracting States. The pateritabiity can also be denendant upon the the formulation of
the claime. The EPO, for example, does not recognise as Industrially applicable the subject
matter of claims to the use of a compound In medical treatment, but may allow, however,
the use of such a compound for the manufacture of a medicament for a new medical
treatment.

Clted Documents

Reference Is made fo the followingdocument_ = )

D1: WO 2004067031 A (PFIZER PRODUCTS INC; DOMINOWSKI, PAUL JOSEPH
FRANTZ, JOSEPH, CLAUDE;) 12 August 2004 (2004-08-12)

Article 33(2) PCT
‘Document D1 discloses mulitvalent vaccines for use in dogs. The antigens employed in
the vaccine include those from canine distemper, canine adenovirus 2, canine parvovirus,
canine coronavirus, canine parainfiuenza type i virus, the Bordatelia bronchssptica p88
antigen as weli as cell preparataions derived from Lepfospira bratisiava, Leptospira
canicola, Leptospina grippotyphosa, Leptospira icterhaemomhagiae and Leptospira

pomona. The adjuvant sysiem used in the vaocine comprises Quil A and choleeterol (cf
page 1, line 32 to page 2, iine 38; page 3, linee 18-38; example 4; claims 8, 9, 12-15).

Form PCT/Ssparsis Sheet'400 (Shaet 1) (EPO-Januasy 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY ' intemational sppication N,_Z‘Z-}
REPORT ON PATENTABILITY .
(SEPARATE SHEET) PCTAB2005/003111

As a consaquence of the disclosure of D1, claims 1, 4, 5, 8-13, 18, 23, 24, 27, 30, 42-45,
52, 53, 56-59, 67, 68 and 71-73 cannct be considered novel (Article 33(2) PCT).

The subject matter of claims 2, 3, 8, 7, 14, 15, 17-22, 25, 26, 28, 29, 31-41, 46-51, 54, 55,
60-66, 69 and 70 appears 1o be novel over D1.

Article 33(3) PCT
Document D1, described above, represents the closest prior art.

The novel subject matter contained in claime 2, 3, 8, 7, 14, 15, 17-22, 25, 26, 28, 29, 31-
41, 48-51, 54, 55, 60-68, 69 and 70 cannot be viewed as being inventive within the
meaning of Article 33(3) PCT aince the technical features therein represent trivial matter
which are commonplace solutions within the field of vaccinology. The skilled person would
arrive at these features without the use of Inventive skilt when seeking o solve the problam
of multicomponent vaccine formulation and hence claims 2, 3, 8, 7, 14, 15, 17-22, 25, 26,
28, 28, 3141, 46-51, 54, 55, 60-68, 69 and 70 do not involve an nventive step {Article

33(3) PCT).

Form PCT/Sapamts Shaat40B (Shaet 2) (EPO-Jarumry 2004)
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PCT ™
FULLER, Grover, F.
NOTIFICATION OF THE RECORDING o DROUIN, Staphane
OF A CHANGE Europsan Pharma Patent Departmant
Pfizer Global Ressarch and Deveiopment
mw PHARMA
(PCT Rule 92551 and Sendwich, Kent CT13 DEPARTMENT
Administrative Instroctions, Section 422) ROYAUME-UNI 20 MAR 2007
Daio of smiling (deyimenth/year)
12 March 2007 (12.03.2007)
mpcam'wnl s refuwrence IMPORTANT NOTHICATION ™
Inismational spplicstion No. Imterontionst flling dets dapimons/ywr}
PCTNB2005003111 23 Septamber 2008 (23.09.2003)
7. The fallowing indieations sppasred cn TEeerd ConCETing: ]
I the applican: B8 the inventor O the sgant [J the common represeamsive
sl Addrem Ednmw State of Residence
KER, Casslun, MoAlllsier us us
c/o Pfizer Giobal Resserch and Development Telephone No,
301 Heniletta Street
Kalamazoo, M| 49001 I—
United States of America Facsimile No.
Teleprinter No.
2 ﬂwmwmmﬂ'nuﬂuﬂmmt-:muumu
[ te persn ] e nenn H the addrom O the natiomlity ] the residence
Neme and Address State of Nationality | Stade of Residence
TUCKER, Cassiua, McAlister us us
oo Pfizer Global Rescarch and Development Teiepbone No.
7000 Portage Road
Kalamazoo, M) 46001-0188 -
United Siates of America Facsimile No.
. [ Telepriater No.

3. Purther obeervations, if oocossary:

thw recuiving Offico
O the interoational Searching Authority
] the isternatiomsi Prelizinery Examining Authority

W
a

[0 the designated Offices concarued
B  the elected Offices coucornad
0O e

121) Ocneva 20, Bwitzoriand

Authorized officer

Pouvreau Pascalle

Faceimile No. +4t 22 138 70 60
Teleghono No. +41 22 338 93 46

Facsimile No. +41 22 338 12 10
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claims; examples . e
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Box Mol  Musieotide antor sming ecid sequunce(s) {Continuation of lem 1.b of the first shast)

1. Wihmg nucisolide ancior smino acld sequrce dieciossd In the inlenalional appiication and necss sty 1o e cialmed
m:nh-m—mu-umu

2 sacpence fhilng
ubials) reinind i5 the sacpanos Taling
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Doctor (a)

OLARTE GARCIA CARLOS REINALDO
Apoderado(a) y/o Representante de
PFIZER PRODUCTS INC.

REFERENCIA Radicacisn No. 7 33679
Solicitud internaciomal PCT/IB2005/003111
Fecha inicioc fase nacional 06/05/2007

Tr&mite 11

Evento 379
Actuacién 430

oficio No. . 5L;u-15042

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 ds
la Declsifn 486 de la Comipién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Onica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en gque consta la cesifém del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisifn 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decislém 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses sigquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerari abandonada y perderi su prelacién.

Rotifiquese el presentg oficio conforme a lo dispuesto an el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinie dal titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENJA CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la/divisién de Nuevas Creacliones

El an ar:lf.or requerimiento fue notificado por fijacién eaen 1lista de
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