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Composiciones inmunógenas de Bordetella bronchiseptica 

 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere al campo de la inmunología y, en particular, al 

campo de las composiciones inmunógenas y de vacuna. Más específicamente, 5 

la presente divulgación se refiere a composiciones que comprenden una 

preparación de Bordetella bronchiseptica en combinación con pertactina para el 

tratamiento o la prevención de enfermedades respiratorias en perros. 

 

Antecedentes de la invención 10 

Bordetella bronchiseptica es una bacteria gramnegativa que coloniza las vías 

respiratorias de los perros y provoca la traqueobronquitis o “tos de las 

perreras”. Hawkins, E.C., Veterinary Internal Medicine (1995), págs. 767-811. 

Bordetella bronchiseptica predispone a los perros a la influencia de otros 

agentes respiratorios y, con frecuencia, existe de forma concurrente con ellos. 15 

Hasta el momento se dispone de una serie de vacunas para el tratamiento de 

la traqueobronquitis provocada por Bordetella bronchiseptica, incluidas 

Nobivac®, Bronchi-Shield®, Bronchicine® CAe, Vanguard® B, Univac 2, 

Recombitek® KC2, NaramuneTM-2 y Kennel-JecTM 2. 

 20 

Sin embargo, la mayoría de las vacunas comerciales existentes requieren 

administraciones intranasales engorrosas, así como la adición de adyuvantes, 

lo que puede dar lugar a efectos secundarios perjudiciales, tales como 

quemazón e irritación. Viera Scheibner et al., Nexus Dic. 2000 (vol. 8, n. º 1). 

Las vacunas intranasales gozan de escasa popularidad entre los veterinarios 25 
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debido a su riesgo personal con animales agitados durante la administración de 

la vacuna. Se han examinado vacunas de subunidades, tales como las que 

implican el uso de la proteína p68 de Bordetella bronchiseptica (pertactina), 

pero hasta el momento no se han incluido en ninguna vacuna canina comercial, 

posiblemente debido a su insuficiente inmunogenicidad, reactividad y/o 5 

estabilidad de la formulación.  

 

Bordetella bronchiseptica es un factor significativo en el complejo de 

enfermedades respiratorias infecciosas caninas (CERI), que es una 

enfermedad muy contagiosa común en perros alojados en condiciones de 10 

hacinamiento, tales como centros de acogida y residencias caninas o perreras 

de adiestramiento. La patogenia del CERI se considera multifactorial, al 

participar varios virus y bacterias. Los agentes infecciosos que se sabe que son 

agentes causantes del CERI incluyen, además de la bacteria Bordetella 

bronchiseptica (Bemis et al., Lab. Anim. Sci., 29:48-52, 1977), el coronavirus 15 

respiratorio canino (CRCoV) (Erles et al., Virology, 310(2):216-223, 2003), el 

virus de la gripe canina (CIV) (Crawford et al., Science, 310(5747):482-485, 

2005), el virus paragripal canino (CPIV) (Binn et al., Exp. Biol. Med., 126:140-

145, 1967), Mycoplasma cynos (Chalker et al., Microbiology, 150:3491-3497, 

2004) y el adenovirus canino de serotipo 2 (CAV-2) (Ditchfield et al., Can. Vet. 20 

J., 3:238-247, 1962). Hasta el momento no ha aparecido ninguna vacuna 

combinada integral contra la totalidad, o la mayoría, de los patógenos 

mencionados anteriormente. 

 

En consecuencia, sigue existiendo la necesidad de una composición 25 
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inmunógena que se pueda administrar por vía parenteral de forma segura a un 

perro, que proporcione una inmunoprotección de larga duración frente a 

Bordetella bronchiseptica sin efectos secundarios perjudiciales o interferencias 

con otros antígenos de una vacuna combinada o que ponga en riesgo al 

veterinario. La presente divulgación satisface estas y otras necesidades 5 

relacionadas. 

 

Sumario de la invención 

En un modo de realización, la presente invención proporciona una composición 

inmunógena que comprende, entre otros, Bordetella bronchiseptica y un 10 

antígeno de pertactina aislado. En otro modo de realización, dicho antígeno de 

pertactina es una proteína recombinante. En otro modo de realización, dicho 

antígeno de pertactina es de Bordetella bronchiseptica. En otro modo de 

realización, dicho antígeno de pertactina es p68. En otro modo de realización, 

dicha composición comprende además un antígeno Bsp22 aislado. 15 

 

En otro modo de realización, el componente de Bordetella bronchiseptica es 

una vacuna bacteriana o un extracto bacteriano. En otro modo de realización, 

dicha composición no tiene adyuvantes. En otro modo de realización, dicha 

composición comprende además un adyuvante. 20 

 

En otro modo de realización, dicho antígeno de pertactina está presente en 

entre aproximadamente 1 µg y aproximadamente 30 µg. Más en particular, 

dicha pertactina está presente en entre aproximadamente 5 µg y 

aproximadamente 20 µg, aún más en particular, en entre aproximadamente 7 25 



4 

 

µg y aproximadamente 15 µg, y todavía más en particular, en 

aproximadamente 5 µg, 10 µg, 15 µg o 20 µg. Preferentemente, dicho antígeno 

de pertactina se prepara solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en 

urea y, opcionalmente, purificándolos por cromatografía en columna. Dichos 

antígenos de pertactina son solubles y, preferentemente, están 5 

sustancialmente libres de agregados. 

 

Otro modo de realización proporciona una composición inmunógena que 

comprende una pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes, en el 

que dicha composición está sustancialmente libre de agregados de p68. Más 10 

en particular, dicha pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes se 

preparan solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, 

opcionalmente, purificándolos por cromatografía en columna. La invención 

también proporciona procedimientos de preparación de antígenos de pertactina 

p68 solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, opcionalmente, 15 

purificándolos por cromatografía en columna. 

 

En otro modo de realización, se formula dicha composición para su 

administración parenteral, de modo que comprende además un diluyente o 

excipiente para su administración parenteral a un perro. 20 

 

En otro modo de realización, dicha composición comprende además un 

antígeno de un patógeno respiratorio canino seleccionado del grupo que 

consiste en: el virus paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), 

el coronavirus respiratorio canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 25 
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En un modo de realización más en particular, dicha composición comprende al 

menos dos, tres o cuatro de los antígenos de los patógenos respiratorios 

caninos. 

 

En otro modo de realización, las composiciones inmunógenas descritas en el 5 

presente documento no comprenden antígenos no respiratorios. Por tanto, un 

modo de realización de la invención proporciona una composición como se 

describe en el presente documento con la condición de que no incluya un 

antígeno no respiratorio. Los antígenos no respiratorios no provocan 

enfermedades respiratorias en un sujeto. Ejemplos no limitantes de estos 10 

antígenos no respiratorios incluyen el virus de la rabia, el parvovirus canino, el 

coronavirus entérico canino, especies del género Leptospira y Borrelia 

burgdorferi. 

 

En otro modo de realización, dicho antígeno es del coronavirus respiratorio 15 

canino (CRCoV). En otro modo de realización, dicho antígeno es del virus de la 

gripe canina (CIV). En otro modo de realización, dicho antígeno es del virus 

paragripal canino (CIV). En otro modo de realización, dicho antígeno de del 

adenovirus canino 2 (CAV-2). En otro modo de realización, dicho antígeno es 

del virus paragripal canino (CPIV) y del adenovirus canino 2 (CAV-2). 20 

 

En otro modo de realización, dicha composición comprende antígenos del virus 

paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 25 
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En otro modo de realización, la composición induce una respuesta inmunitaria 

frente a Bordetella bronchiseptica y al menos uno del virus paragripal canino 

(CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio canino 

(CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

Otro modo de realización de la invención proporciona una composición 

inmunógena que comprende el coronavirus respiratorio canino (CRCoV), una 

preparación de Bordetella bronchiseptica y el virus de la gripe canina (CIV). 

Más en particular, dicha composición comprende un antígeno de pertactina 

aislado. 10 

 

Otro modo de realización de la presente invención proporciona un 

procedimiento o uso de la composición inmunógena de uno cualquiera de los 

modos de realización anteriores para el tratamiento o la prevención de la 

infección por un patógeno respiratorio canino en un perro. En otro modo de 15 

realización, dicha composición evita la infección por dicho patógeno respiratorio 

canino en dicho perro durante un periodo de 6 meses o más. En otro modo de 

realización, dicha composición evita la infección por dicho patógeno respiratorio 

canino en dicho perro durante un periodo de aproximadamente 1 año.  

 20 

En otro modo de realización, el patógeno respiratorio canino es Bordetella 

bronchiseptica. En otro modo de realización, el patógeno respiratorio canino 

comprende además al menos uno, dos, tres o cuatro de: el virus paragripal 

canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio 

canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 25 
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Otro modo de realización de la presente invención proporciona un 

procedimiento o uso de la composición inmunógena de uno cualquiera de los 

modos de realización anteriores para el tratamiento o la prevención del 

complejo de enfermedades respiratorias infecciosas caninas (CERI), en el que 5 

la composición trata o evita la infección por una pluralidad de patógenos 

respiratorios caninos. Otro modo de realización proporciona el uso o 

procedimiento de administración por vía parenteral de una composición 

inmunógena como se describe en el presente documento. 

 10 

Otro modo de realización proporciona la fabricación de un medicamento que 

comprende la composición inmunógena para el tratamiento o la prevención de 

la infección por un patógeno respiratorio canino en un perro. 

 

Estos y otros modos de realización, características y ventajas de la invención 15 

resultarán evidentes a partir de la descripción detallada y las reivindicaciones 

adjuntas descritas más adelantes en el presente documento. Se entiende que 

todos los modos de realización anteriores y siguientes se pueden combinar en 

un único modo de realización. 

 20 

Descripción detallada de la invención 

Las definiciones que figuran a continuación se aplican a la presente 

divulgación. Reemplazan cualquier definición contradictoria contenida en las 

referencias individuales incorporadas en el presente documento por referencia. 

Las palabras no definidas tienen el significado usado comúnmente por un 25 
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experto en la técnica. Además, a menos que el contexto requiera lo contrario, 

los términos singulares incluirán el plural y los términos en plural incluirán el 

singular. 

 

“Aproximadamente", cuando se use en relación con una variable numérica 5 

medible, se refiere al valor indicado de la variable y a todos los valores de la 

variable que se encuentren dentro del error experimental del valor indicado (p. 

ej., dentro del intervalo de confianza del 95 % para la media) o dentro del 10 

por ciento del valor indicado, el que sea mayor. Si se usa “aproximadamente” 

con referencia a intervalos de tiempo en semanas, “aproximadamente 3 10 

semanas” es de 17 a 25 días y "de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 

semanas” es de 10 a 40 días. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “adyuvante” se refiere a cualquier 

sustancia que sirva como estimulador inespecífico de la respuesta inmunitaria. 15 

Para una descripción más detallada de los adyuvantes, véase más adelante.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “animal” incluye 

cualquier animal sensible a infecciones por Bordetella bronchiseptica y/o al 

complejo de enfermedades respiratorias caninas, incluidos mamíferos tanto 20 

domesticados como salvajes. Preferentemente, tal como se usa en el presente 

documento, animal se refiere a un perro o un ser humano. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo” es cualquier 

polipéptido que comprenda un sitio de unión a antígeno, independientemente 25 
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del origen, el procedimiento de producción u otras características. Se refiere a 

una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de la misma que se une 

específicamente a un antígeno como consecuencia de una respuesta 

inmunitaria frente a ese antígeno. Las inmunoglobulinas son proteínas séricas 

compuestas de cadenas polipeptídicas “ligeras” y “pesadas" que tienen 5 

regiones “constantes” y “variables” y que se dividen en clases (p. ej., IgA, IgD, 

IgE, IgG e IgM) basándose en la composición de las regiones constantes. Un 

anticuerpo que es “específico” para un antígeno dado indica que las regiones 

variables del anticuerpo reconocen y unen un antígeno específico de forma 

exclusiva. El término incluye, pero sin limitación: un anticuerpo policlonal, un 10 

anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoespecífico, un anticuerpo 

poliespecífico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo tetramérico, un 

anticuerpo tetravalente, un anticuerpo multiespecífico, un anticuerpo 

monocatenario, un anticuerpo específico de dominio, un anticuerpo de dominio 

único, un anticuerpo de dominio suprimido, una proteína de fusión, una 15 

proteína de fusión ScFc, un anticuerpo monocatenario, un anticuerpo 

quimérico, un anticuerpo sintético, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo 

híbrido, un anticuerpo mutado y anticuerpos con injertos de CDR. Los 

anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas intactas obtenidas de fuentes 

naturales o de fuentes recombinantes, o pueden ser partes inmunorreactivas 20 

de inmunoglobulinas intactas. Se puede convertir un “anticuerpo” en una 

proteína de unión a antígeno, que incluye, pero sin limitación, fragmentos de 

anticuerpo que incluyen, pero sin limitación: Fab, F(ab')2, un fragmento Fab', un 

fragmento Fv, un fragmento Fv monocatenario (ScFv), un fragmento Fd, un 

fragmento dAb, diacuerpos, un péptido de CDR3, un péptido de FR3-CDR3-25 
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FR4 restringido, un nanocuerpo, un nanocuerpo bivalente, un producto 

inmunofarmacéutico modular pequeño (SMIP) y un minicuerpo y cualquiera de 

los fragmentos mencionados anteriormente y sus equivalentes modificados 

química o genéticamente, así como otros fragmentos de anticuerpos que 

mantengan la función de unión a antígeno. Normalmente, estos fragmentos 5 

comprenderán un dominio de unión a antígeno. Como conocerán los expertos 

en la técnica, se puede manipular (por ejemplo, con líneas germinales) 

cualquiera de estas moléculas para reducir su inmunogenicidad, aumentar su 

afinidad, modificar su especificidad o con otros fines.  

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “antígeno” o “inmunógeno” se 

refiere a una molécula que contiene uno o más epítopos (lineales, 

conformacionales o ambos) que tras la exposición a un sujeto inducirán una 

respuesta inmunitaria que es específica para ese antígeno. Un “epítopo” es el 

sitio específico del antígeno que se une a un receptor de linfocitos T o 15 

anticuerpo específico y, normalmente, comprende de aproximadamente 3 

residuos de aminoácido a aproximadamente 20 residuos de aminoácido. El 

término antígeno se refiere a antígenos de subunidad (antígenos discretos e 

independientes de un organismo completo con el que al antígeno está asociado 

en la naturaleza), así como bacterias, virus, hongos, parásitos u otros microbios 20 

muertos, atenuados o inactivados. El término antígeno también se refiere a 

anticuerpos, tales como anticuerpos antiidiotípicos o fragmentos de los mismos, 

y a mimótopos peptídicos sintéticos que pueden imitar un antígeno o 

determinante antigénico (epítopo). El término “antígeno” se refiere también a un 

oligonucleótido o polinucleótido que expresa un antígeno o determinante 25 
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antigénico in vivo, tal como en aplicaciones de inmunización de ADN. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “antigenicidad” se refiere a la 

capacidad de una proteína o polipéptido de unirse inmunoespecíficamente a un 

anticuerpo obtenido frente a la proteína o polipéptido. 5 

 

El término “Bordetella bronchiseptica" o “B. bronchiseptica" se refiere a: una 

bacteria Bordetella bronchiseptica viva atenuada, un extracto de célula 

completa muerta (vacuna bacteriana) de Bordetella bronchiseptica o un 

extracto celular bacteriano de Bordetella bronchiseptica. 10 

 

“Tampón” significa un sistema químico que evita que cambie la concentración 

de otra sustancia química. Los sistemas donadores y aceptores de protones 

funcionan como tampones, evitando cambios pronunciados de la 

concentraciones de iones de hidrógeno (pH). Otro ejemplo de un tampón es 15 

una solución que contiene una mezcla de un ácido débil y su sal (base 

conjugada) o una base débil y su sal (ácido conjugado).  

 

Tal como se usa en el presente documento, “canino” incluye lo que 

comúnmente se denomina perro, pero incluye otros miembros de la familia 20 

Canidae. 

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “línea celular” o “célula 

huésped” significa una célula procariota o eucariota en la que se puede replicar 

y/o mantener un virus.  25 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “cultivo” significa una 

población de células o microorganismos que crecen en ausencia de otros tipos 

o especies. 

 5 

“Dosis” se refiere a una vacuna o composición inmunógena dada a un sujeto. 

Una “primera dosis” o “dosis de sensibilización” se refiere a la dosis de dicha 

composición administrada en el día 0. Una “segunda dosis” o una “tercera 

dosis” o una “dosis anual” se refiere a una cantidad de dicha composición dada 

después de la primera dosis, que puede ser, aunque no lo es necesariamente, 10 

la misma vacuna o composición inmunógena de la primera dosis.  

 

Un “epítopo” es el sitio específico del antígeno que se une a un receptor de 

linfocitos T o anticuerpo específico y, normalmente, comprende de desde 

aproximadamente 3 residuos de aminoácido hasta aproximadamente 20 15 

residuos de aminoácido.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “excipiente” se refiere a un 

componente de vehículo de una vacuna o composición inmunógena no reactivo 

que no es un antígeno. Son excipientes preferentes aquellos conocidos en la 20 

técnica para inyección parenteral. 

 

“Fragmento” se refiere a una parte truncada de una proteína o gen. “Fragmento 

funcional” y “fragmento biológicamente activo” se refieren a un fragmento que 

mantiene las propiedades biológicas del gen o la proteína de longitud completa.  25 
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“Homología” o “porcentaje de homología” se refiere al porcentaje de 

nucleótidos o residuos de aminoácido de la secuencia candidata que son 

idénticos o similares a los residuos de la(s) secuencia(s) de comparación 

después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para 5 

lograr el máximo porcentaje de identidad de secuencia, y considerando también 

parte de la identidad de secuencia cualquier sustitución conservadora.  

 

“Homólogos" u "homólogos de especie” incluyen genes que se encuentran en 

dos o más especies diferentes que poseen una homología de secuencia 10 

polinucleotídica sustancial y poseen las mismas, o similares, funciones y/o 

propiedades biológicas. Preferentemente, las secuencias polinucleotídicas que 

representan homólogos de especie hibridarán en condiciones moderadamente 

rigurosas, como las descritas en el presente documento, por ejemplo, y poseen 

las mismas o similares actividades y/o propiedades biológicas. En otro aspecto, 15 

los polinucleótidos que representan homólogos de especie compartirán más de 

aproximadamente el 60 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 70 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 80 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 90 % de homología de secuencia, más de 20 

aproximadamente el 95 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 96 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 97 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 98 % de homología de secuencia o más de 

aproximadamente el 99 % de homología de secuencia.  25 
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“Identidad” o “porcentaje de identidad” se refiere al porcentaje de nucleótidos o 

aminoácidos de la secuencia candidata que son idénticos a los residuos de la 

secuencia de comparación después de alinear ambas secuencias e introducir 

huecos, si es necesario, para lograr el máximo porcentaje de identidad de 5 

secuencia, y sin considerar parte de la identidad de secuencia cualquier 

sustitución conservadora.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “respuesta inmunitaria” en un 

sujeto se refiere al desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral, una 10 

respuesta inmunitaria celular o una respuesta inmunitaria humoral y celular 

frente a un antígeno. Una “respuesta inmunitaria humoral” se refiere a una que 

está mediada, al menos en parte, por anticuerpos. Una “respuesta inmunitaria 

celular” es una mediada por linfocitos T u otros leucocitos o ambos, e incluye la 

producción de citocinas, quimiocinas y moléculas similares producidas por 15 

linfocitos T activados, leucocitos, o ambos. Las respuestas inmunitarias se 

pueden determinar usando inmunoensayos ordinarios y ensayos de 

neutralización conocidos en la técnica. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “inmunogenicidad” se refiere a la 20 

capacidad de una proteína o polipéptido de desencadenar una respuesta 

inmunitaria dirigida específicamente contra una bacteria o virus que provoca la 

enfermedad identificada.  

 

Una “composición inmunógena” es una preparación que contiene un 25 
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inmuógeno, incluidos, p. ej., una proteína, un péptido, una célula completa, 

virus inactivados, subunidades o atenuados, o un polisacárido, o una 

combinación de los mismos, administrada para estimular los sistemas 

inmunitarios humoral y celular del receptor frente a uno o más de los antígenos 

presentes de la composición inmunógena. La “inmunización” es el 5 

procedimiento de administrar una composición inmunógena y estimular una 

respuesta inmunitaria o inmunogénica frente a un antígeno en un huésped. Son 

huéspedes preferentes los mamíferos, tales como los perros. Preferentemente, 

la composición inmunógena es una vacuna. 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad inmunológicamente 

protectora” es una cantidad de un antígeno eficaz para inducir una respuesta 

inmunogénica en el receptor que sea adecuada para evitar o mejorar los signos 

o síntomas de la enfermedad, incluidos efectos adversos para la salud o 

complicaciones de los mismos. Se puede inducir inmunidad humoral o mediada 15 

por células o ambas. Se puede evaluar la respuesta inmunogénica de un 

animal frente a una composición, p. ej., indirectamente a través de la medida 

de valores de anticuerpos, ensayos de proliferación de linfocitos, o 

directamente a través del seguimiento de signos y síntomas después de la 

exposición a la cepa natural. Se puede evaluar la inmunidad protectora 20 

conferida por una composición o vacuna midiendo, p. ej., la reducción de la 

presencia de microorganismos inmunógenos y/o la reducción de los signos 

clínicos, tales como mortalidad, morbilidad, temperatura y estado físico general, 

salud y comportamiento del sujeto. La respuesta inmunitaria puede 

comprender, sin limitación, la inducción de inmunidad celular y/o humoral. La 25 
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cantidad de una composición o vacuna terapéuticamente eficaz puede variar en 

función del microorganismo en particular usado o de la afección del animal que 

se trata o vacuna, y la puede determinar un veterinario.  

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “intranasal” se 5 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la nariz, e 

implica el transporte de la sustancia principalmente a través de la mucosa 

nasal. 

 10 

El término “aislado” se refiere a una sustancia que está en forma 

sustancialmente pura, por ejemplo, más de aproximadamente el 95 % de 

pureza; o purificada o enriquecida de algún modo a partir de su entorno natural. 

La referencia a la “pertactina aislada” indica una proteína pertactina retirada de 

su entorno natural, tal como de un animal/perro huésped, en un medio de 15 

cultivo, o purificada a partir de una preparación de células completas de 

Bordetella bronchiseptica y que posteriormente se puede añadir de nuevo a la 

composición que comprende extracto de Bordetella bronchiseptica (es decir, a 

la que se han añadido aislados de pertactina). El término “aislado” engloba 

inmunógenos que están en solución con otros 20 

agentes/diluyentes/excipientes/adyuvantes/proteínas. 

 

“Medicamento” se refiere a cualquier agente útil en la prevención, la cura o la 

mejora de una afección médica, o la prevención de algunas manifestaciones o 

afecciones fisiológicas. 25 
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Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo monoclonal” se refiere 

a anticuerpos producidos por una única línea de células de hibridoma, todos 

dirigidos contra un epítopo sobre un antígeno en particular. Se puede 

proporcionar el antígeno usado para preparar el anticuerpo monoclonal como 

una proteína aislada del patógeno o como el patógeno completo. Un 5 

“hibridoma” es una línea celular clonal que consiste en células híbridas 

formadas por la fusión de una línea de mieloma y una célula productora de 

anticuerpos específica. En general, los anticuerpos monoclonales son de origen 

murino. No obstante, anticuerpo monoclonal también se refiere a una población 

clonal de un anticuerpo preparada contra un epítopo en particular de un 10 

antígeno producido por tecnología de presentación en fagos, o un 

procedimiento que sea equivalente a la presentación en fagos, o células 

híbridas de origen no murino. 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “oral” o "peroral" se 15 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la boca, e 

implica la deglución o el transporte de la sustancia a través de la mucosa oral 

(p. ej., absorción sublingual o bucal) o ambos. La vía intratraqueal también es 

un medio de administración oral o peroral. 20 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “oronasal” se refiere 

a la introducción de una sustancia, tal como una composición o vacuna, en el 

cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la nariz y la boca, como se 

produciría, por ejemplo, al colocar una o más gotitas en la nariz. La 25 
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administración oronasal implica procesos de transporte asociados con la 

administración oral e intranasal. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “administración parenteral” se 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una composición o vacuna, 5 

en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de una vía que no incluye el 

tubo digestivo. La administración parenteral incluye la administración 

subcutánea, intramuscular, intraarterial e intravenosa. Para los fines de la 

presente divulgación, la administración parenteral excluye las vías de 

administración que implican principalmente el transporte de la sustancia a 10 

través del tejido mucoso de la boca, la nariz, la tráquea y los pulmones.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “patógeno” o 

“microorganismo patógeno” significa un microorganismo (por ejemplo, CPIV, 

CAV-2, CRCoV, Mycoplasma cynos, CIV o Bordetella bronchiseptica) que es 15 

capaz de inducir o provocar una enfermedad, síndrome o estado anómalo en el 

animal que lo alberga, preferentemente una enfermedad respiratoria, tal como 

el CERI. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “pertactina” se refiere a una 20 

proteína de la membrana externa de las bordetelas. Preferentemente, la 

pertactina es de B. bronchiseptica y lo más preferentemente, es “p68” y está 

codificada por el gen prnA. La pertactina se puede aislar en su forma nativa a 

partir de Bordetella bronchiseptica, o se puede producir de forma recombinante. 

En la patente de EE. UU. N. º 7.736.658, cuyo contenido se incorpora en el 25 
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presente documento por referencia, se proporcionan secuencias y ejemplos de 

pertactina. El antígeno de pertactina usado en el presente documento incluye 

formas lipidadas de la proteína. 

 

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a sustancias que, en el ámbito del 5 

buen criterio médico, son adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de 

sujetos sin indebida toxicidad, irritación, respuesta alérgica y similares, 

conmensuradas con una proporción razonable de beneficio y riesgo y eficaces 

para su uso pretendido.  

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo policlonal” se refiere a 

una población mixta de anticuerpos preparados contra un patógeno o antígeno 

en particular. En general, la población contiene una variedad de grupos de 

anticuerpos, cada grupo dirigido contra un epítopo en particular del patógeno o 

antígeno. Para preparar anticuerpos policlonales, se introduce por inoculación o 15 

infección el patógeno completo, o un antígeno aislado, en un huésped, lo que 

induce que el huésped fabrique anticuerpos contra el patógeno o antígeno. 

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polinucleótido” significa 

una molécula polimérica orgánica compuesta de monómeros nucleotídicos 20 

unidos covalentemente en una cadena. El ADN (ácido desoxirribonucleico) y el 

ARN (ácido ribonucleico) son ejemplos de polinucleótidos con función biológica 

evidente.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” significa 25 
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una molécula polimérica orgánica compuesta de dos o más aminoácidos 

unidos en una cadena.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “evitar la infección” significa evitar 

o inhibir la replicación de las bacterias o virus que provocan la enfermedad 5 

identificada, inhibir la transmisión de las bacterias o virus, evitar que las 

bacterias o virus se establezcan en su huésped o aliviar los síntomas de la 

enfermedad provocados por la infección. El tratamiento se considera 

terapéutico si hay una reducción de la carga bacteriana o vírica. 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “protección”, “proteger”, 

"inmunidad protectora" y similares con respecto a una vacuna u otra 

composición, significa que la vacuna o composición evita o reduce los síntomas 

de la enfermedad provocada por el microorganismo del que deriva(n) el/los 

antígeno(s) usado(s) en la vacuna o composición. Los términos “protección”, 15 

“proteger” y similares, también significan que se puede usar la vacuna o 

composición para "tratar" la enfermedad, o uno o más síntomas de la 

enfermedad, que ya existe en un sujeto. 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “respiratoria” se 20 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de inhalación 

de una sustancia nebulizada (atomizada). En la administración respiratoria, el 

mecanismo de transporte principal implica la absorción de la sustancia 

atomizada a través de la mucosa de la tráquea, los bronquios y los pulmones y, 25 
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por lo tanto, es diferente de la administración intranasal o la peroral.  

 

Los términos “unión específica”, “se une específicamente” y similares, se 

definen como dos o más moléculas que forman un complejo que se puede 

medir bajo condiciones de ensayo o fisiológicas y es selectivo. Se dice que un 5 

anticuerpo u otro inhibidor “se une específicamente” a una proteína si, bajo 

condiciones apropiadamente seleccionadas, tal unión no se inhibe 

sustancialmente, mientras que al mismo tiempo se inhibe la unión no 

específica. La unión específica se caracteriza por una alta afinidad y es 

selectiva para el compuesto o la proteína. La unión no específica normalmente 10 

tiene baja afinidad. La unión de anticuerpos IgG, por ejemplo, se caracteriza 

por lo general por una afinidad de al menos aproximadamente 10-7 M o mayor, 

tal como al menos aproximadamente 10-8 M o mayor, o la menos 

aproximadamente 10-9 M o mayor, o al menos aproximadamente 10-10 o mayor, 

o al menos aproximadamente 10-11 M o mayor, o al menos aproximadamente 15 

10-12 M o mayor. El término también es aplicable, p. ej., cuando un dominio de 

unión a antígeno es específico para un epítopo en particular que no cuenta con 

numerosos antígenos portadores, en cuyo caso, por lo general, el anticuerpo 

portador del dominio de unión a antígeno no se unirá a otros antígenos. 

 20 

Tal como se usa en el presente documento, “fragmento inmunógeno 

específico” se refiere a una parte de una secuencia reconocible por un 

anticuerpo o linfocito T específico para esa secuencia. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “sujeto” se refiere a cualquier 25 
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animal que tenga un sistema inmunitario, lo que incluye mamíferos, tales como 

perros. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente idénticas” se 

refiere a un grado de identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 5 

90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 

96 %, al menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 % 

o al menos aproximadamente el 99 %. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “vacuna de subunidades" y 10 

“composición de subunidades” se refiere a un tipo de vacuna o composición 

que incluye antígenos (pero no todos los antígenos) derivados de u homólogos 

a, antígenos de un patógeno de interés, tal como un virus, bacteria, parásito u 

hongo. Una composición o vacuna de este tipo está sustancialmente libre de 

células de patógeno o partículas patógenas intactas o del lisado de dichas 15 

células o partículas. Por tanto, se puede preparar una vacuna de subunidades 

o composición de subunidades a partir de polipéptidos inmunógenos al menos 

parcialmente purificados o sustancialmente purificados a partir del patógeno o 

sus análogos. Los procedimientos de obtención de un antígeno o antígenos de 

la vacuna de subunidades o composición de subunidades incluyen técnicas 20 

ordinarias de purificación, producción recombinante o síntesis química. Por 

tanto, una “vacuna de subunidades” o “composición de subunidades” se refiere 

a una vacuna o composición que consiste en un componente o componentes 

antigénicos definidos de un virus, bacteria u otro inmunógeno. 

Preferentemente, el componente de subunidad de la presente invención se 25 
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produce de forma recombinante y lo más preferentemente es pertactina (p68). 

 

“TCID50” se refiere a la “dosis infectiva en cultivo tisular” y se define como la 

dilución de un virus necesaria para infectar el 50 % de un lote dado de cultivos 

celulares inoculados. Se pueden usar diversos procedimientos para calcular la 5 

TCID50, incluido el procedimiento de Spearman-Karber, que se usa a lo largo 

de la presente memoria descriptiva. Para una descripción del procedimiento de 

Spearman-Karber, véase B. W. Mahy y H. O. Kangro, Virology Methods Manual 

25-46 (1996). 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “agente terapéutico” se refiere a 

cualquier molécula, compuesto, virus o tratamiento, preferentemente un virus 

atenuado o muerto, o subunidad o compuesto, que ayuda en el tratamiento de 

una infección, enfermedad o afección vírica, bacteriana, parasitaria o fúngica 

originada de este modo. 15 

 

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad terapéuticamente eficaz” 

se refiere a una cantidad de un antígeno o vacuna o composición que induciría 

una respuesta inmunitaria en un sujeto (p. ej., perro) que recibe el antígeno o 

vacuna o composición, que es adecuada para evitar o mejorar signos o 20 

síntomas de enfermedad, incluidos efectos adversos para la salud o 

complicaciones de los mismos, provocados por una infección con un patógeno, 

tal como un virus, bacteria, parásito u hongo. Se puede inducir inmunidad 

humoral o inmunidad mediada por células, o tanto inmunidad humoral como 

inducida por células. Se puede evaluar la respuesta inmunogénica de un 25 
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animal frente a un antígeno, vacuna o composición indirectamente a través de 

la medida de valores de anticuerpos, ensayos de proliferación de linfocitos, o 

directamente a través del seguimiento de signos y síntomas después de la 

exposición a la cepa natural. Se puede evaluar la inmunidad protectora 

conferida por una vacuna o composición midiendo la reducción de la presencia 5 

de microorganismos inmunógenos y/o la reducción de los signos clínicos, tales 

como mortalidad, morbilidad, temperatura y estado físico general, salud y 

comportamiento del sujeto. La cantidad de una vacuna o composición que es 

terapéuticamente eficaz puede variar en función del inmunógeno en particular 

usado o de la afección del sujeto, y la puede determinar un experto en la 10 

técnica. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “tratar” o “que trata” se refiere a 

invertir, aliviar, inhibir la progresión de, o evitar un trastorno, afección o 

enfermedad al que se aplica tal término, o evitar uno o más síntomas de dicho 15 

trastorno, afección o enfermedad. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento” se refiere al acto de 

“tratar”, como se define justo anteriormente. 

 20 

Tal como se usa en el presente documento, “vacuna” o “composición de 

vacuna” se refiere a una composición inmunógena seleccionada de entre virus 

o bacterias, modificados vivos, atenuados o muertos, o una vacuna de 

subunidades o cualquier combinación de lo mencionado anteriormente. La 

administración de la vacuna a un sujeto da lugar a una respuesta inmunitaria. 25 
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La vacuna se puede introducir directamente en el sujeto por cualquier vía de 

administración conocida, incluidas las vías parenteral, peroral y similares. Los 

términos significan una composición que evita o reduce una infección, o que 

evita o reduce uno o más signos o síntomas de infección. Normalmente, los 

efectos protectores de una composición de vacuna contra un patógeno se 5 

logran induciendo en el sujeto una respuesta inmunitaria. En general, la 

supresión o reducción de la incidencia de infección, la mejora de los signos o 

síntomas, o la eliminación acelerada del microorganismo de los sujetos 

infectados son indicativos de los efectos protectores de una composición de 

vacuna. Las composiciones de vacuna de la presente invención proporcionan 10 

efectos protectores contra infecciones provocadas por patógenos de 

enfermedades respiratorias caninas. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “veterinariamente aceptable” se 

refiere a sustancias que, en el ámbito del buen criterio médico, son adecuadas 15 

para su uso en contacto con los tejidos de animales sin indebida toxicidad, 

irritación, respuesta alérgica y similares, conmensuradas con una proporción 

razonable de beneficio y riesgo, y eficaces para su uso pretendido.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “vehículo veterinariamente 20 

aceptable” se refiere a un medio vehicular que no interfiere con la eficacia de la 

actividad biológica del principio activo y que no es tóxico para el animal al que 

se le administra. 

 

Antígenos, composiciones inmunógenas y vacunas 25 
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La presente divulgación se basa en el descubrimiento inesperado de que la 

inclusión de antígenos de pertactina aislados junto con una preparación de 

Bordetella bronchiseptica da lugar a mejora sustancial de la eficacia y la 

seguridad. Es decir, cuando se administra por vía parenteral a un perro antes 

de la exposición bacteriana, la composición evita la aparición de la 5 

traqueobronquitis y no da lugar a efectos secundarios adversos. 

 

La presente invención también proporciona composiciones inmunógenas y 

vacunas que comprenden uno o más virus y bacterias o subunidades que son 

adecuados para su administración a un cánido para el tratamiento contra el 10 

CERI. El coronavirus respiratorio canino (CRCoV) que engloba la presente 

invención se puede caracterizar como un coronavirus presente en las vías 

respiratorias de perros con enfermedades respiratorias infecciosas. En el plano 

filogenético, el CRCoV guarda una estrecha relación con el coronavirus bovino 

(BCoV), el coronavirus humano (HCoV) cepa OC43 y el virus de la 15 

encefalomielitis hemoaglutinante (HEV); el coronavirus canino entérico (CCoV) 

solo guarda una relación lejana con el CRCoV. Un ejemplo representativo de 

un CRCoV adecuado para su uso en la presente invención incluye una cepa 

identificada como CRCoV cepa 4182 (Erles et al., Virus Res., 124:78-87, 2007). 

 20 

Los antígenos de la gripe que engloba la presente invención pueden ser 

cualquier cepa de virus de la gripe identificada, de cualquier ave o mamífero, 

incluidos, pero sin limitación, el virus de la gripe con el subtipo H3 de 

hemaglutinina y el subtipo N8 de neuraminidasa, o el subtipo H3N8, 

denominado más comúnmente virus H3N8. La gripe puede ser de origen 25 
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mamífero o aviar, incluidos, pero sin limitación, los orígenes porcino, equino o 

canino. En un modo de realización se usa un antígeno de gripe canina. En un 

modo de realización se usa un antígeno de gripe equina. En un modo de 

realización, se usa una cepa con los subtipos de glucoproteínas denominados 

H3 o N8. En un modo de realización, se usa una cepa que tiene tanto el subtipo 5 

de glucoproteína H3 como el N8. 

 

Los antígenos de gripe que engloba la presente invención se pueden aislar a 

partir de perros, caballos, cerdos y aves, tanto domésticos como salvajes. Los 

animales escogidos para la toma de muestras deberán presentar síndromes 10 

clínicos agudos y/o subagudos, que pueden incluir síntomas respiratorios de 

leves a graves y fiebre. Los animales también pueden mostrar signos de 

anorexia y letargo. Los expertos en la técnica conocen bien los procedimientos 

de aislamiento de virus, que incluyen: inocular cultivos celulares de mamíferos 

o aves, inocular huevos embrionados con muestras de moco nasal o faríngeo 15 

de especímenes clínicos, recogida pasando un bastoncillo de algodón por las 

fosas nasales o la garganta, o recogida de tejidos tales como el bazo, el 

pulmón, las amígdalas y lavado hepático y pulmonar. Se puede observar el 

efecto citopático del virus en el cultivo celular. Se puede probar la capacidad 

del líquido alantoideo o los lisados celulares para aglutinar eritrocitos humanos, 20 

de pollo, pavo o cobaya, presuntas pruebas de la presencia de un virus de la 

gripe. 

 

Un ejemplo representativo de una cepa del virus de la gripe canina (CIV) 

adecuada para su uso en la presente invención incluye una cepa identificada 25 
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como A/canine/Iowa/9A1/B5/08/D12, que se depositó como PTA-7694 el 29 de 

junio de 2006 en la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University 

Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. Una cepa representativa de antígeno 

del CIV es la cepa del virus CIV de la vacuna comercial Vanguard® CIV 

(Pfizer). La presente invención también engloba vacunas que comprenden una 5 

cepa identificada como cepa de gripe equina A/Equine/2/Miami/1/63. Esta cepa 

está depositada en la ATCC con el número de acceso VR 317. Son ejemplos 

adicionales de virus de la gripe para su uso en la presente invención 

A/canine/Iowa/13628/2005, A/Equine/Kentucky/1998, 

A/Equine/Kentucky/15/2002, A/Equine/Ohio/1/2003, A/Equine/Kentucky/1/1994, 10 

A/Equine/Massachusetts/213/2003, A/Equine/Wisconsin/2003, 

A/Equine/NewYork/1999 y A/Equine/Newmarket/A2/1993. Otras cepas y/o 

aislados preferentes del CIV incluyen los divulgados en las patentes de 

EE. UU. n. º 7.959.929 (en particular las cepas y secuencias de HA 

identificadas en ella como Jacksonville/2005, Miami/2005, FL/242/03 y 15 

Florida/43/04), 7.384.642, 7.572.620 y 7.468.187, cuyos contenidos, incluidas 

todas las secuencias, en particular las secuencias de HA, y cepas, se 

incorporan en el presente documento por referencia como si se describieran en 

su totalidad en el presente documento. Adicionalmente, una cepa del CIV 

adecuada para su uso en el presente documento incluye el aislado del CIV 20 

Colorado descrito en Barrell et al., J. Vet. Intern. Med., 24 (6), 1524-1527 

(2010), con número de acceso ADW41784.  

 

El virus paragripal canino (CPIV) que engloba la presente invención se puede 

caracterizar como uno de los virus que se sabe que son un agente causante 25 
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asociado con la tos de las perreras. Una cepa representativa de antígeno del 

CPIV es la cepa del virus CPI atenuado de la vacuna comercial Vanguard® 

Plus 5 (Pfizer). Otra cepa representativa de antígeno del CPIV es la cepa del 

CPI atenuado que tiene la denominación “NL-CPI-5” (National Veterinary 

Service Laboratory, Ames, IA).  5 

 

El adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2) englobado por la presente invención se 

puede caracterizar como uno de los virus de los que también se sabe que son 

un agente causante asociado con la tos de las perreras. Una cepa 

representativa de antígeno del CAV-2 es la cepa del virus CAV-2 atenuado de 10 

la vacuna comercial Vanguard® Plus 5 (Pfizer). Una cepa representativa de 

antígeno del CAV-2 es la cepa del CAV-2 atenuado denominada la cepa 

"Manhattan" (National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA).  

 

El Mycoplasma cynos (M. cynos) que engloba la presente invención se 15 

describe en Chalker et al., Microbiology, 150:3491-3497, 2004 y es la única 

especie de micoplasma asociada comúnmente con enfermedades respiratorias. 

Se describen composiciones inmunógenas contra M. cynos en el documento 

US 2007/0098739, incorporado en el presente documento por referencia. 

 20 

El componente de Bordetella bronchiseptica que engloba la presente invención 

se puede caracterizar como el agente causante bacteriano asociado con la tos 

de las perreras. Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la 

presente invención pueden ser una o más de: una Bordetella bronchiseptica 

viva atenuada, una vacuna bacteriana de Bordetella bronchiseptica o un 25 
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extracto bacteriano. Adicionalmente, la composición también incluye, 

preferentemente, un antígeno de subunidad aislado de Bordetella 

bronchiseptica. 

 

En un modo de realización se prepara la Bordetella bronchiseptica como un 5 

sonicado de células completas purificado por cromatografía en columna como 

se establece en la solicitud de patente n. º FR2571618, presentada el 12 de 

octubre de 1984. Otro ejemplo representativo de una Bordetella bronchiseptica 

es el extracto bacteriano Bronchicine™ CAe (Pfizer), que se preparar a partir 

de material antigénico extraído de células de Bordetella bronchiseptica. Otro 10 

ejemplo de Bordetella bronchiseptica es la cepa de bronchiseptica B-C2 viva 

atenuada presente en Nobivac® y/o la cepa de bronchiseptica viva de Intra-

Trac®, Bronchi-Shield®, NaramuneTM, Recombitek®, Univac y/o Kennel-JecTM. 

 

Adicionalmente, también está presente, preferentemente, una subunidad (es 15 

decir, complementada), en combinación con el componente de Bordetella 

bronchiseptica. Un ejemplo representativo de la subunidad es un antígeno de 

pertactina aislado, preferentemente, un antígeno de Bordetella bronchiseptica 

p68, en particular el antígeno de Bordetella bronchiseptica p68 recombinante 

que reconoce el anticuerpo monoclonal específico de p68 Bord 2-7 (descrito en 20 

el documento US 7.736.658, incorporado en el presente documento por 

referencia) y en un modo de realización preferente, tiene una secuencia de 

aminoácidos como se describe en el documento US 7.736.658 o tiene 

homología con ella.  

 25 
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Preferentemente, el antígeno de pertactina p68 recombinante se prepara en 

forma soluble, de modo que durante el procesamiento se conserva o se 

restablece la estructura nativa. En consecuencia, un aspecto de la invención 

proporciona una pertactina p68 recombinante que está sustancialmente libre de 

agregados (menos de aproximadamente el 80 %, el 90 %, el 95 % o incluso el 5 

99 %). En otro modo de realización se solubiliza la pertactina p68 recombinante 

con urea, preferentemente una solución de urea aproximadamente 0,1 M, 0,5 

M, 1 M, 2 M, 3 M o 6 M. A continuación, se puede purificar el antígeno p68, tal 

como a través de cromatografía en columna. Se describe un procedimiento de 

solubilización de este tipo en Surinder et al., J. Bioscience and Bioengineering, 10 

v. 99(4), págs 303-310 (2005).  

 

Los antígenos de pertactina usados en el presente documento también 

incluyen formas lipidadas. Se proporcionan ejemplos de producción de 

proteínas lipidadas en Erdile et al., Infection and Immunity, (1993) v. 61(1) 15 

págs. 81-90, incorporado por referencia. Los procedimientos divulgados en él 

se pueden usar para preparar proteínas de pertactina con modificaciones 

postraduccionales que contienen un resto lipídico unido. 

 

Además, en otro modo de realización, una composición inmunógena 20 

comprende Bordetella bronchiseptica y un antígeno Bsp22 aislado. En otro 

modo de realización, la composición inmunógena comprende Bordetella 

bronchiseptica, un antígeno de pertactina aislado y comprende además un 

antígeno Bsp22 aislado. Se puede preparar el antígeno Bsp22 como se 

establece en Medhekar et al., Molecular Microbiology (2009) 71(2), 492–504. 25 
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Preferentemente, el antígeno Bsp22 aislado está presente junto con (es decir, 

añadido a) un extracto de Bordetella bronchiseptica y un antígeno de pertactina 

aislado, específicamente p68 recombinante. “Bsp22” también incluye formas 

lipidadas del antígeno. Se proporcionan ejemplos de producción de proteínas 

lipidadas en Erdile et al., Infection and Immunity, (1993) v. 61(1) págs. 81-90, 5 

incorporado por referencia. Los procedimientos divulgados en él se pueden 

usar para preparar proteínas Bsp22 con modificaciones postraduccionales que 

contienen un resto lipídico unido. 

 

Los virus que engloba la presente invención se pueden propagar en células, 10 

líneas celulares y células huésped. Dichas células, líneas celulares o células 

huésped pueden ser, por ejemplo, pero sin limitación, células de mamíferos y 

células que no son de mamíferos, incluidas células de insectos y células 

vegetales. Las células, líneas celulares y células huésped en las que se 

pueden propagar los virus que engloba la presente invención se conocen 15 

fácilmente y son fácilmente accesibles para los expertos en la técnica. 

 

Las bacterias que engloba la presente invención se pueden cultivar y propagar 

usando diversos medios de cultivo conocidos por los expertos en la técnica, 

incluidos tanto medios de cultivo de caldo (líquidos) como de agar (sólidos; 20 

semisólidos). Algunas bacterias también se pueden cultivar y propagar en 

células de mamíferos o células que no son de mamíferos. 

 

Los virus y bacterias que engloba la presente invención se pueden atenuar o 

inactivar antes de su uso en una composición inmunógena o vacuna. Los 25 
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expertos en la técnica conocen bien los procedimientos de atenuación e 

inactivación. Los procedimientos de atenuación incluyen, pero sin limitación, 

paso en serie en cultivo celular en una línea celular adecuada (virus y algunas 

bacterias), paso en serie en caldo de cultivo (bacterias), irradiación ultravioleta 

(virus y bacterias) y mutagénesis química (virus y bacterias). Los 5 

procedimientos para la inactivación vírica o bacteriana incluyen, pero sin 

limitación, el tratamiento con formalina, betapropiolactona (BPL) o etilenimina 

binaria (BEI), u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. 

 

La inactivación por formalina se puede realizar mezclando la suspensión que 10 

contiene el microorganismo con formaldehído al 37 % hasta una concentración 

final de formaldehído del 0,5 %. La mezcla de microorganismo-formaldehído se 

mezcla por agitación constante durante aproximadamente 24 horas a 

temperatura ambiente. La mezcla de microorganismo inactivada se prueba 

después para determinar los microorganismos vivos residuales realizando un 15 

ensayo del crecimiento en una línea celular o un medio de cultivo adecuados. 

 

Para algunos antígenos, se puede realizar la inactivación por BEI mezclando la 

suspensión que contiene el microorganismo de la presente invención con BEI 

(2-bromo-etilamina en NaOH 0,175 N) 0,1 M hasta una concentración final de 20 

BEI de 1 mM. Para otros antígenos, la concentración final de BEI es de 2 mM. 

Un experto en la técnica conocerá la concentración apropiada que se debe 

usar. La mezcla de virus-BEI se mezcla por agitación constante durante 

aproximadamente 48 horas a temperatura ambiente, seguido de la adición de 

tiosulfato de sodio 1,0 M hasta una concentración final de 0,1 mM. Se continúa 25 
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mezclando durante dos horas más. La mezcla que contiene el microorganismo 

inactivado se prueba para determinar el virus vivo residual realizando un 

ensayo del crecimiento en una línea celular o un medio de cultivo adecuados.  

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 5 

pueden incluir uno o más vehículos veterinariamente aceptables. Tal como se 

usa en el presente documento, un "vehículo veterinariamente aceptable" 

incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersión, 

recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, 

agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos, agentes 10 

retardadores de la absorción y similares. Los diluyentes pueden incluir agua, 

solución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotónicos 

pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros 

conocidos por los expertos en la técnica. Los estabilizantes incluyen albúmina, 

entre otros conocidos por el experto en la técnica. Los conservantes incluyen 15 

mertiolato, entre otros conocidos por el experto en la técnica. 

 

El adyuvante puede ser metabolizable, en referencia a adyuvantes que 

consisten en componentes que puede metabolizar la especie objetivo tales 

como adyuvantes a base de aceite vegetal. Un adyuvante metabolizable puede 20 

ser un aceite metabolizable. Los aceites metabolizables son grasas y aceites 

presentes normalmente en plantas y animales, y habitualmente consisten en 

gran medida en mezclas de triacilgliceroles, también conocidos como 

triglicéridos o grasas neutras. Estas sustancias apolares, insolubles en agua, 

son triésteres de ácidos grasos de glicerol. Los triacilgliceroles difieren en 25 
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función de la identidad y ubicación de sus tres residuos de ácido graso o 

cadenas laterales.  

 

El adyuvante también puede ser no metabolizable, en referencia a adyuvantes 

que consisten en componentes que no puede metabolizar el organismo del 5 

sujeto animal al que se administra la emulsión. Los aceites no metabolizables 

adecuados para su uso en composiciones de la presente invención incluyen 

alcanos, alquenos, alquinos y sus correspondientes ácidos y alcoholes, los 

éteres y ésteres de los mismos, y mezclas de los mismos. Preferentemente, los 

compuestos individuales del aceite son compuestos de hidrocarburo ligeros, es 10 

decir, estos compuestos tienen de 6 a 30 átomos de carbono. El aceite se 

puede preparar por síntesis o purificar a partir de productos del petróleo. Los 

aceites no metabolizables preferentes para su uso en las composiciones 

descritas en el presente documento incluyen aceite mineral, queroseno y 

cicloparafinas, por ejemplo. El término “aceite mineral” se refiere a un aceite 15 

adyuvante no metabolizable que es una mezcla de hidrocarburos líquidos 

obtenida a partir de vaselina por medio de una técnica de destilación. El 

término es sinónimo de “vaselina licuada”, “vaselina líquida” y “vaselina filante”. 

También se pretende que el término incluya “aceite de vaselina fluido”, es decir, 

un aceite que se obtiene de manera similar por destilación de la vaselina, pero 20 

que tiene una densidad ligeramente inferior que la vaselina filante. El aceite 

mineral se puede obtener de diversas fuentes comerciales, por ejemplo, J.T. 

Baker (Phillipsburg, PA), USB Corporation (Cleveland, OH). El aceite de 

vaselina fluido está disponible en el mercado con el nombre DRAKEOL®. 

 25 
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Los adyuvantes incluyen, pero sin limitación, el sistema adyuvante Emulsigen 

(MVP Laboratories; Ralston, NE), el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.; 

Hamilton, MT), alumbre, gel de hidróxido de aluminio, emulsiones de aceite en 

agua, emulsiones de agua en aceite tales como, p. ej., los adyuvantes de 

Freund completo e incompleto, copolímeros de bloque (CytRx; Atlanta, GA), 5 

SAF-M (Chiron; Emeryville, CA), adyuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil A, 

QS-21 (Cambridge Biotech Inc.; Cambridge, MA), GPI-0100 (Galenica 

Pharmaceuticals, Inc.; Birmingham, AL) u otras fracciones de saponina, 

monofosforil lípido A, adyuvante de lípido-amina Avridine, enterotoxina 

termolábil de E. coli (recombinante u otra), toxina del cólera, muramil dipéptido, 10 

copolímero de bloque /tensioactivo de escualeno/plurónico (SP-oil), 

sulfolipobeta-ciclodextrina (SL-CD), liposomas que contienen un 

inmunomodulador (p. ej., CpG o poly I:C), muramil dipéptido (MDP), iscomatrix 

(Quil A/fosfatidilcolina), CpG/DEAE-dextrano/aceite mineral (TXO), CpG, 

triterpenoides (p. ej., Quil A u otra preparación de saponina purificada o 15 

parcilamente purificada), esteroles (p. ej., colesterol), agentes 

inmunomoduladores (p. ej., bromuro de dimetil dioctadecil amonio - DDA), 

polímeros (p. ej., poli(ácido acrílico) tal como CARBOPOL®) y estimuladores de 

Th2 (p. ej., glucolípidos tales como Bay R1005®), y combinaciones de los 

mismos, entre muchos otros adyuvantes conocidos por los expertos en la 20 

técnica. 

 

Ejemplos no limitantes de diversas combinaciones que se pueden usar incluyen 

un triterpenoide más un esterol (p. ej., Quil A/colesterol, también conocido 

como QAC), un triterpenoide más un esterol, un agente inmunomodulador y un 25 
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polímero (p. ej., Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL®, también conocido como 

QCDC) y un triterpenoide más un esterol, un agente inmunomodulador, un 

polímero y un estimulador de Th2 (p. ej., Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL® y 

Bay R1005®, también conocido como QCDCR). 

 5 

El experto en la técnica puede determinar fácilmente las cantidades y 

concentraciones de adyuvantes y aditivos útiles en el contexto de la presente 

invención. En un modo de realización, la presente invención contempla 

composiciones inmunógenas y vacunas que comprenden de desde 

aproximadamente 20 µg hasta aproximadamente 2000 µg de adyuvante. En 10 

otro modo de realización, se incluye el adyuvante en una cantidad de desde 

aproximadamente 100 µg hasta aproximadamente 1500 µg, o desde 

aproximadamente 250 µg hasta aproximadamente 1000 µg, o desde 

aproximadamente 350 µg hasta aproximadamente 750 µg. En otra realización, 

se incluye en adyuvante en una cantidad de aproximadamente 500 µg/2 ml de 15 

dosis de la composición inmunógena o vacuna. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas también pueden incluir 

antibióticos. Tales antibióticos incluyen, pero sin limitación, los de las clases de 

aminoglucósidos, carbapenémicos, cefalosporinas, glucopéptidos, macrólidos, 20 

penicilinas, polipéptidos, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas. En un modo 

de realización, la presente invención contempla composiciones inmunógenas y 

vacunas que comprenden de desde aproximadamente 1 µg/ml hasta 

aproximadamente 60 µg/ml de antibiótico. En otro modo de realización, las 

composiciones inmunógenas y vacunas comprenden de desde 25 
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aproximadamente 5 µg/ml hasta aproximadamente 55 µg/ml de antibiótico, o 

desde aproximadamente 10 µg/ml hasta aproximadamente 50 µg/ml de 

antibiótico, o desde aproximadamente 15 µg/ml hasta aproximadamente 45 

µg/ml de antibiótico, o desde aproximadamente 20 µg/ml hasta 

aproximadamente 40 µg/ml de antibiótico, o desde aproximadamente 25 µg/ml 5 

hasta aproximadamente 35 µg/ml de antibiótico. En otro modo de realización 

más, las composiciones inmunógenas y vacunas comprenden menos de 

aproximadamente 30 µg/ml de antibiótico. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 10 

pueden incluir una o más moléculas polinucleotídicas que codifican un virus o 

bacteria, o proteína vírica o bacteriana. Se pueden usar moléculas de ADN o 

ARN en las composiciones inmunógenas o vacunas. La molécula de ADN o 

ARN se puede administrar en ausencia de otros agentes o se puede 

administrar junto con un agente que facilita la incorporación celular (p. ej., 15 

liposomas o lípidos catiónicos). En general, el total de polinucleótido en la 

composición inmunógena o vacuna estará entre aproximadamente 0,1 µg/ml y 

aproximadamente 5,0 mg/ml. En otro modo de realización, el total de 

polinucleótido en la composición inmunógena o vacuna será de desde 

aproximadamente 1 µg/ml hasta aproximadamente 4,0 mg/ml, o desde 20 

aproximadamente 10 µg/ml hasta aproximadamente 3,0 mg/ml, o desde 

aproximadamente 100 µg/ml hasta aproximadamente 2,0 mg/ml. En la técnica 

se han descrito bien las vacunas y procedimientos de vacunación que usan 

ácidos nucleicos (ADN o ARNm), por ejemplo, en la patente de EE. UU. N. º 

5.703.055, en la patente de EE. UU. N. º 5.580.859, en la patente de EE. UU. 25 
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N. º 5.589.466, la totalidad de las cuales se incorporan en el presente 

documento por referencia. 

 

Además de los virus o bacterias descritos anteriormente, las composiciones 

inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención pueden incluir otros 5 

antígenos adicionales. Los antígenos pueden estar en forma de una 

preparación completa o parcial inactivada del microorganismo, o en forma de 

moléculas antigénicas obtenidas por técnicas de ingeniería genética o de 

síntesis química. Otros antígenos apropiados para su uso de acuerdo con la 

presente invención incluyen, pero sin limitación, los derivados de virus 10 

patógenos tales como el virus del moquillo canino, herpesvirus canino, virus de 

la gripe canina, virus de la rabia, bacterias patógenas tales como Leptospira 

bratislava, Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira 

icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona, Leptospira hardjobovis, especies del 

género Porphyromonas, especies del género Bacteriodes, especies del género 15 

Borrelia, especies del género Streptococcus, incluida Streptococcus equi 

subspecie zooepidemicus, especies del género Ehrlichia, especies del género 

Mycoplasma, incluida Mycoplasma cynos, y Microsporum canis. También se 

pueden obtener antígenos de hongos patógenos tales como Candida, 

protozoos tales como Cryptosporidium parvum, Neospora caninum, 20 

Toxoplasma gondii, especies del género Eimeria, especies del género Babesia, 

especies del género Giardia, especies del género Leishmania, o helmintos tales 

como Taenia, Cuterebra, Echinococcus y especies del género Paragonimus.  

 

Formas, dosificación, vías de administración 25 
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Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

se pueden administrar a animales para inducir una respuesta inmunitaria eficaz 

el CERI. En consecuencia, la presente invención proporciona procedimientos 

de estimulación de una respuesta inmunitaria eficaz mediante la administración 

a un animal de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 5 

inmunógena o vacuna descrita en el presente documento.  

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas descritas en el presente 

documento se pueden administrar a un animal para vacunar al sujeto animal 

contra el CERI. Las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden 10 

administrar al animal para evitar o tratar el CERI en el animal. En 

consecuencia, en el presente documento se describen procedimientos de 

vacunación de un animal contra el CERI y de prevención o tratamiento del 

CERI que comprenden administrar al animal una cantidad terapéuticamente 

eficaz de una composición inmunógena o vacuna descrita en el presente 15 

documento. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

se pueden preparar de diversas formas en función de la vía de administración. 

Por ejemplo, las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden preparar 20 

en forma de soluciones o dispersiones acuosas estériles adecuadas para uso 

inyectable, o se pueden preparar en formas liofilizadas usando técnicas de 

criodesecación. Normalmente, las composiciones inmunógenas y vacunas 

liofilizadas se mantienen a aproximadamente 4 °C y se pueden reconstituir en 

una solución estabilizante, p. ej., solución salina o HEPES, con o sin 25 
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adyuvante. Las composiciones inmunógenas y vacunas también se pueden 

preparar en forma de suspensiones o emulsiones. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

incluyen una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o más de los 5 

microorganismos descritos anteriormente. Los virus y/o bacterias purificados se 

pueden usar directamente en una composición inmunógena o vacuna, o se 

pueden atenuar adicionalmente o inactivar. Normalmente, una composición 

inmunógena o vacuna contiene entre aproximadamente 1×102 y 

aproximadamente 1×1012 partículas víricas o bacterianas, o entre 10 

aproximadamente 1×103 y aproximadamente 1×1011 partículas, o entre 

aproximadamente 1×104 y aproximadamente 1×1010 partículas, o entre 

aproximadamente 1×105 y aproximadamente 1×109 partículas, o entre 

aproximadamente 1×106 y aproximadamente 1×108 partículas. Un experto en la 

técnica puede determinar la cantidad precisa de un microorganismo en una 15 

composición inmunógena o vacuna eficaz para proporcionar un efecto 

protector. 

 

En general, las composiciones inmunógenas y vacunas comprenden un 

vehículo veterinariamente aceptable en un volumen de entre aproximadamente 20 

0,5 ml y aproximadamente 5 ml. En otro modo de realización, el volumen del 

vehículo está entre aproximadamente 1 ml y aproximadamente 4 ml, o entre 

aproximadamente 2 ml y aproximadamente 3 ml. En otro modo de realización, 

el volumen del vehículo es de aproximadamente 1 ml, o es de 

aproximadamente 2 ml, o es de aproximadamente 5 ml. Pueden ser vehículos 25 
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veterinariamente aceptables adecuados para su uso en composiciones 

inmunógenas y vacunas todos los descritos anteriormente en el presente 

documento.  

 

Los expertos en la técnica pueden determinar fácilmente si es necesario 5 

atenuar o inactivar un virus o bacteria antes de su administración. En otro modo 

de realización de la presente invención, se puede administrar directamente un 

virus o bacteria a un animal sin atenuación adicional. La cantidad de un 

microorganismo que es terapéuticamente eficaz puede variar en función del 

microorganismo en particular usado, la afección del animal y/o el grado de 10 

infección, y la puede determinar un experto en la técnica. 

 

De acuerdo con los procedimientos de la presente invención, se puede 

administrar a los animales una dosis individual, o, alternativamente, pueden 

tener lugar dos o más inoculaciones con intervalos de desde aproximadamente 15 

dos hasta aproximadamente diez semanas. Pueden ser necesarios 

tratamientos de refuerzo y se puede ajustar la pauta posológica para 

proporcionar una inmunización óptima. Los expertos en la técnica pueden 

determinar fácilmente la pauta posológica óptima.  

 20 

Las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden administrar 

directamente en el torrente circulatorio, en el músculo, en vísceras o bajo la 

piel. Los medios adecuados para la administración parenteral incluyen las 

administraciones intravenosa, intraarterial, intramuscular y subcutánea. Los 

dispositivos adecuados para la administración parenteral incluyen inyectores de 25 
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aguja (incluidos los de microaguja) e inyectores sin aguja.  

 

Normalmente, las formulaciones parenterales son soluciones acuosas que 

pueden contener excipientes tales como sales, hidratos de carbono y agentes 

tamponadores (preferentemente a un pH de desde aproximadamente 3 hasta 5 

aproximadamente 9, o desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 8, o 

desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 7,5, o desde 

aproximadamente 6 hasta aproximadamente 7,5, o aproximadamente 7 a 

aproximadamente 7,5), pero, para algunas aplicaciones, se pueden formular 

más adecuadamente como una solución no acuosa estéril o como una forma 10 

desecada para su uso junto con un vehículo adecuado, tal como agua sin 

pirógenos estéril o solución salina.  

 

La preparación de formulaciones parenterales en condiciones estériles, por 

ejemplo, por liofilización, se puede llevar a cabo fácilmente usando técnicas 15 

farmacéuticas ordinarias bien conocidas por los expertos en la técnica. 

 

La solubilidad de los materiales usados en la preparación de soluciones 

parenterales se puede incrementar mediante el uso de técnicas de formulación 

apropiadas conocidas por el experto en la técnica, tales como la incorporación 20 

de agentes potenciadores de la solubilidad, incluidos tampones, sales, 

tensioactivos, liposomas, ciclodextrinas y similares. 

 

Las composiciones para administración parenteral se pueden formular para que 

sean de liberación inmediata o modificada. Las formulaciones de liberación 25 
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modificada incluyen liberación retardada, mantenida, por pulsos, controlada, 

dirigida y programada. Por tanto, las composiciones inmunógenas y vacunas se 

pueden formular como un sólido, un semisólido o un líquido tixotrópico para su 

administración como un depósito implantado que proporciona liberación 

modificada de las composiciones inmunógenas y vacunas.  5 

 

Otros medios de administración de la composición inmunógena o vacuna 

incluyen la administración por inyección con microaguja o sin aguja (p. ej., 

Powderject™, Bioject™, etc.). 

 10 

En casos en los que se usa la inyección subcutánea o intramuscular, es 

preferente una formulación isotónica. En general, los aditivos para la 

isotonicidad pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y 

lactosa. En casos particulares, se usan soluciones isotónicas tales como la 

solución salina tamponada con fosfato. Las formulaciones pueden englobar 15 

además estabilizantes tales como gelatina y albúmina. En algunos modos de 

realización, se añade a la formulación un agente vasoconstrictor. En general 

las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invención se 

proporcionan estériles y sin pirógenos. No obstante, los expertos en la técnica 

saben bien que las formulaciones para el vehículo farmacéuticamente 20 

aceptable son los vehículos farmacéuticos aprobados en las normativas 

promulgadas por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, o una 

instancia gubernamental equivalente en un país extranjero tal como Canadá o 

México, o cualquiera de las naciones europeas, para cualquier vacuna canina, 

composiciones inmunógenas y vacunas de subunidades polipeptídicas (de 25 
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antígeno), vacunas de vectores víricos recombinantes y vacunas de ADN. Por 

lo tanto, el vehículo farmacéuticamente aceptable para la producción comercial 

de las composiciones inmunógenas o vacunas es un vehículo que ya está 

aprobado o lo aprobará la administración gubernamental apropiada en Estados 

Unidos o en un país extranjero. Las composiciones inmunógenas y vacunas se 5 

pueden mezclar además con un adyuvante que sea farmacéuticamente 

aceptable. En determinadas formulaciones de las composiciones inmunógenas 

y vacunas, se combina la composición inmunógena o vacuna con otras 

composiciones inmunógenas o vacunas caninas para producir un producto 

polivalente que pueda proteger al cánido de una amplia variedad de 10 

enfermedades provocadas por otros patógenos caninos.  

 

Procedimientos de detección y diagnóstico 

El alcance y la naturaleza de las respuestas inmunitarias inducidas en el animal 

se pueden evaluar usando diversas técnicas. Por ejemplo, se pueden recoger 15 

sueros de los animales inoculados y someterlos a pruebas para detectar la 

presencia o ausencia de anticuerpos específicos para los inmunógenos. La 

detección de linfocitos T citotóxicos (CTL) de respuesta en tejidos linfáticos, 

indicador de la inducción de una respuesta inmunitaria celular, se puede lograr 

mediante ensayos tales como los de proliferación de linfocitos T. Las técnicas 20 

pertinentes están bien descritas en la técnica.  

 

Kits 

Dado que puede ser deseable administrar una composición inmunógena o 

vacuna en combinación con composiciones o compuestos adicionales (por 25 
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ejemplo, con el fin de tratar una enfermedad o afección en particular), está 

dentro del alcance de la presente invención que, de forma conveniente, una 

composición inmunógena o vacuna puede estar incluida en, o combinada en, 

forma de un kit adecuado para la administración o coadministración de las 

composiciones. 5 

 

Así, los kits que engloba la presente invención pueden comprender una o más 

composiciones farmacéuticas independientes, al menos una de las cuales es 

una composición inmunógena o vacuna de acuerdo con la presente invención, 

y un medio para mantener separadas dichas composiciones, tal como un 10 

recipiente, un frasco dividido o un envase de lámina metálica dividido. Un 

ejemplo de un kit de este tipo es una jeringuilla y una aguja, y similares. Un kit 

de la presente invención es particularmente adecuado para administrar 

diferentes formas farmacéuticas, por ejemplo, oral o parenteral, para 

administrar las composiciones independientes a intervalos de dosificación 15 

diferentes, o para valorar las composiciones independientes una frente a la 

otra. Para ayudar a la administración de una composición que engloba la 

presente invención, normalmente, el kit comprende instrucciones para la 

administración. 

 20 

Otro kit que engloba la presente invención puede comprender uno o más 

reactivos útiles para la detección de un animal infectado. El kit puede incluir 

reactivos para analizar una muestra para detectar la presencia de 

microorganismos completos, polipéptidos, epítopos o secuencias 

polinucleotídicas. La presencia de virus, bacterias, polipéptidos o secuencias 25 
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polinucleotídicas se puede determinar usando anticuerpos, PCR, hibridación y 

otros procedimientos de detección conocidos por los expertos en la técnica. 

 

Otro kit que engloba la presente invención puede proporcionar reactivos para la 

detección de anticuerpos frente a epítopos particulares. Estos reactivos son 5 

útiles para analizar una muestra para detectar la presencia de anticuerpos y los 

conocen fácilmente y están fácilmente disponibles para el experto en la técnica. 

La presencia de anticuerpos se puede determinar usando procedimientos de 

detección ordinarios conocidos por los expertos en la técnica.  

 10 

En determinados modos de realización, los kits pueden incluir un juego de 

instrucciones impresas o una etiqueta que indique que el kit es útil para la 

detección de animales infectados. 

 

Anticuerpos 15 

Los anticuerpos pueden ser monoclonales, policlonales o recombinantes. Los 

anticuerpos se pueden preparar contra el inmunógeno o contra una parte del 

mismo. Por ejemplo, se pueden aislar y usar como inmunógeno un péptido 

sintético basado en la secuencia de aminoácidos del inmunógeno, o preparado 

de forma recombinante por técnicas de clonación, o el producto génico natural 20 

y/o partes del mismo. Se pueden usar inmunógenos para producir anticuerpos 

mediante tecnología ordinaria de producción de anticuerpos bien conocida por 

los expertos en la técnica. También se pueden preparar fragmentos de 

anticuerpo a partir de los anticuerpos por procedimientos conocidos por los 

expertos en la técnica, e incluyen fragmentos Fab, F(ab')2 y Fv. 25 
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En la producción de anticuerpos, se puede llevar a cabo la selección del 

anticuerpo deseado por procedimientos ordinarios en inmunología conocidos 

en la técnica. En general, los tipos de inmunoensayos preferentes son ELISA y 

la transferencia de bandas Western. Los expertos en la técnica conocen bien 5 

ambos ensayos. En los ensayos se pueden usar tanto anticuerpos policlonales 

como monoclonales. Como se conoce bien en la técnica, se puede unir el 

anticuerpo a un sustrato de soporte sólido, conjugarlo con un resto detectable, 

o unirlo y conjugarlo. También se conoce bien en la técnica la unión de 

anticuerpos a un sustrato de soporte sólido. Los restos detectables que se 10 

contemplan para su uso en la presente invención pueden incluir, pero sin 

limitación, marcadores fluorescentes, metálicos, enzimáticos y radioactivos 

tales como biotina, oro, ferritina, fosfatasa alcalina, b-galactosidasa, 

peroxidasa, ureasa, fluoresceína, rodamina, tritio, 14C y yodación. 

 15 

La presente invención se ilustra adicionalmente, pero en modo alguno se limita, 

mediante los siguientes ejemplos.  

 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Inmunogenicidad de una vacuna de subunidades de extracto 20 

bacteriano de Bordetella bronchiseptica. 

Se incluyeron en el estudio treinta y dos Beagle de aproximadamente 8 

semanas de edad con Bordetella bronchiseptica baja (valores de anticuerpo 

microaglutinador (MAT) de ≤16). Se repartió a los cachorros aleatoriamente en 

dos grupos de tratamiento (T1 y T2) de 16 cada uno. Se retiró un cachorro del 25 
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T2 antes de la primera vacunación debido a una hernia inguinal. 

 

Tabla 1. Diseño del estudio 

Grupo Vacuna N 

Vacunación Exposición 

Volumen 

ml 

Días 

del 

estudio Vía 

Día del 

estudio Dosis/Perro Vía 

T1 Solución salina 16 1,0 

0 y 21 SC 42 

6,4x10
8
 

UFC 

 

(unidades 

formadoras 

de colonias) 

Intranasal 

 

Aerosolización 

en la cámara 
T2 

Vacuna de 

subunidades-

Extracto de B. 

bronchiseptica 

15 1,0 

 

Se vacunó a los perros por vía subcutánea (SC) con la vacuna apropiada en 5 

los días 0 y 21, de acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 1. A 

cada perro se le administraron las vacunas en la región del hombro derecho 

para la primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación. 

 10 

En el día 42, se expuso a los perros de todos los grupos de tratamiento a B. 

bronchiseptica por vía intranasal mediante el uso de aerosolización en una 

cámara de plexiglás durante 30 minutos. Se expuso a cuatro perros (2 del T1 y 

2 del T2) al mismo tiempo, con la excepción de un grupo, que tenía únicamente 

3 animales (dos del T1 y uno del T2) porque se había retirado un animal del 15 

estudio anteriormente. 

 

La variable principal de eficacia fue la tos. Todas las demás variables (rinorrea, 

secreción ocular, estornudos, depresión, arcadas, respiración) se consideraron 
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variables secundarias de apoyo. Se realizaron observaciones clínicas para 

detectar signos de enfermedad respiratoria, incluida la tos, dos veces al día 

(“períodos de observación”; a.m. y p.m.), durante aproximadamente 30 minutos 

en cada habitación por cada sesión, desde el día 42 y hasta el día 70 

(finalización del estudio). Se calculó para cada animal si un animal tosía 5 

durante dos períodos de observación tras la exposición o no. Se calculó una 

distribución de la frecuencia de tos/sin tos durante dos períodos de observación 

consecutivos para cada tratamiento. Se analizo la tos/sin tos durante dos 

períodos de observación consecutivos con una prueba de Cohran-Armitage, 

ajustando para cada habitación, dado que no era posible analizar los datos con 10 

un modelo mixto lineal generalizado. Se calcularon las distribuciones de la 

frecuencia de aislamiento bacteriano nasal (+/-) para cada tratamiento y punto 

temporal. También se determinó para cada animal si en algún momento se le 

aislaron o no bacterias tras la exposición. 

 15 

Se calculó una distribución de la frecuencia de si a un animal se le habían 

aislado en algún momento B. bronchiseptica tras la exposición para cada 

tratamiento y se analizó con un modelo mixto lineal generalizado, cuando fue 

posible. Se calculó la duración de la presencia nasal tras la exposición para 

cada animal y se analizó con un modelo mixto lineal general. Los valores de 20 

anticuerpos se transformaron logarítmicamente y se analizaron usando un 

modelo mixto lineal general para medidas repetidas.  

 

Resultados: No se observó dolor o fiebre (≥39,5 ºC) en ninguno de los perros 

tras la vacunación. Se observó que algunos perros de ambos grupos de 25 
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tratamiento se rascaban en el momento de la vacunación. Se observaron 

hinchazones por inyección de tamaño pequeño (2x2x1 cm) únicamente en dos 

perros del T2 durante las 3-6 horas de observación posteriores a la primera 

vacunación. Los datos indican que la vacuna era segura y que los perros la 

toleraron bien. 5 

 

Todos los controles con solución salina presentaron tos, lo que indican una 

exposición adecuada. La media de los mínimos cuadrados (MC) de la duración 

de la tos del grupo de control fue de 20,3. En contraste, la vacuna redujo 

significativamente la duración de la tos hasta una media de MC de 5,2 en los 10 

vacunados con un valor de p <0,0001. Adicionalmente, se redujeron otros 

signos clínicos respiratorios, tales como las arcadas y la respiración, en los 

vacunados en comparación con los controles.  

 

Los datos de aislamiento bacteriano tras la exposición mostraron que la vacuna 15 

de prueba reducía significativamente la duración de la presencia nasal del 

microorganismo inmunógeno en el grupo vacunado (media de MC de 20,5) en 

comparación con los controles con solución salina (media de MC de 25,3) con 

un valor de p de 0,0061. Los datos indican que la vacuna es eficaz en la 

reducción del grado de infección, como confirma la reducción de la duración de 20 

la presencia en los vacunados. 

 

Las respuestas de anticuerpos generadas tras la vacunación (días 21 y 42) en 

el grupo T2 fueron similares a las del T1, probablemente debido a la naturaleza 

del ensayo de anticuerpos aglutinadores, y no a la carencia de antigenicidad. 25 
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En el día 70 se observó que en la mayoría de los vacunados se indujo una 

fuerte respuesta anamnésica tras la vacunación (media de MC de 426) en 

comparación con el control con solución salina (media de MC de 13), lo que 

indica una inmunización eficaz.  

 5 

Tomados conjuntamente, los datos de este estudio indican claramente que la 

vacuna de subunidades de extracto bacteriano de Bordetella bronchiseptica 

demostró eficacia por la reducción de la duración de la tos y la presencia nasal. 

 

Ejemplo 2: Evaluación de la eficacia y la seguridad de una vacuna de 10 

Bordetella bronchiseptica inyectable. 

Se incluyeron en el estudio cincuenta perros Beagle, aproximadamente a las 8 

semanas de edad. Se repartió a los perros en 5 grupos de 10 cada uno. Todos 

los animales tenían un estado de salud general bueno y no recibieron ninguna 

vacunación de Bordetella. Las muestras de suero previas a la selección dieron 15 

resultados negativos para B. bronchiseptica, con valores <16 por la prueba de 

microaglutinación (MAT) antes de la primera vacunación. Mediante una prueba 

de aislamiento bacteriano de hisopos nasales antes de la primera vacunación 

(día 0) se determinó que ninguno de los animales tenía B. bronchiseptica. 

 20 
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Tabla 2. Diseño del estudio 

 

Grupo 

Producto en 

fase de 

investigación 

clínica 

veterinaria 

 

(PIV) 

N 

Vacunación Exposición 

Volumen 

ml 

Días del 

estudio Vía 

Día 

del 

estu

dio Dosis/Perro Vía 

T01: 
Solución 

salina 
10 1,0 0 y 21 SC 

42 

5,4x10
8
 UFC 

 

(unidades 

formadoras de 

colonias) 

Intranasal 

 

Aerosoliz

ación en 

la cámara 

T02 

Extracto 

bacteriano de 

B. 

bronchiseptica 

/ pertactina 

(10µg) / 

QCDC 

10 1,0 0 y 21 SC 

T03 

Vacuna 

comercial de 

extracto de B. 

bronchiseptica 

modificada 

con adyuvante 

10 1,0 0 y 21 SC 

T04 

Pertactina 

(10µg) / 

QCDC 

10 1,0 0 y 21 SC 

T05 

Vacuna 

intranasal 

comercial 

10 0,5 0 IN 

Se vacunó a los animales con la vacuna apropiada en los días 0 y 21, de 

acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 2. Las vacunas de los 5 

grupos T01, T02, T03 y T04 se administraron por vía subcutánea a cada perro 

en la región del hombro derecho para la primera vacunación y en la región del 
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hombro izquierdo para la segunda vacunación. El grupo T05 recibió una única 

vacunación intranasal de una vacuna intranasal disponible comercialmente en 

el día 0. Este grupo fue vacunado en último lugar para evitar la propagación de 

la vacuna viva por las instalaciones, y se alojó a los perros de este grupo por 

separado en una habitación distinta para evitar la exposición a otros grupos. 5 

 

En el día 42, se expuso a los perros de todos los grupos de tratamiento a 

Bordetella bronchiseptica por vía intranasal mediante el uso de aerosolización 

en una cámara de plexiglás durante un total de 30 minutos. Se expuso a cinco 

perros de cada recinto (uno de cada grupo de tratamiento) al mismo tiempo.  10 

 

La variable principal de eficacia fue la tos; el aislamiento bacteriano fue la 

variable secundaria. Se realizaron observaciones clínicas para detectar signos 

de enfermedad respiratoria, incluida la tos, dos veces al día (“períodos de 

observación”; a.m. y p.m.), durante aproximadamente 30 minutos en cada 15 

habitación por cada sesión, desde el día 42 y hasta el día 62 y una vez (a.m.) 

en el día 63 (finalización del estudio). Antes del análisis de la tos, se transformó 

el porcentaje de períodos de observación con tos con una transformación de 

raíz cuadrada del arcoseno. El porcentaje de períodos de observación 

transformado y el número de días con tos se analizaron con un modelo mixto 20 

lineal general. Para cada animal se calcularon el porcentaje de períodos de 

observación tras la exposición en los que un animal tose y el número de días 

tras la exposición con tos.  

 

Resultados: Se observaron hinchazones de leves a moderadas en los sitios de 25 
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inyección de perros del grupo de tratamiento T02 y T04 (datos no mostrados). 

La intensidad de las reacciones y el número de perros afectados aumentaron 

después de la segunda vacunación. Se observaron reacciones leves en el sitio 

de inyección en unos pocos perros del grupo de tratamiento T03. No se 

observó ninguna hinchazón por inyección medible en el grupo de solución 5 

salina T01. No se observó fiebre sintomática (≥ 39,5 °C), excepto en un perro 

del grupo T02 en el día 4 tras la vacunación. No se observó dolor en ninguno 

de los perros vacunados. 

 

La inoculación del inmunógeno de B. bronchiseptica indujo tos en todos los 10 

controles no vacunados (el 53,3 % y tosieron 14,7 días), lo que indica que la 

exposición era adecuada para evaluar las vacunas de prueba. Los resultados 

obtenidos para el grupo T05, que recibió la vacuna intranasal comercial (control 

positivo), mostraron que se observó tos en el 4,6 % hasta 2 días tras la 

exposición, lo que apunta a que el grado de exposición es óptimo y no 15 

excesivo.  

 

En este estudio se evaluaron tres formulaciones de prueba. En el T02 se 

observó tos en el 16,1 % hasta 6 días tras la exposición, en el T03 se observó 

tos en el 34,7 % hasta 10,5 días tras la exposición y en el T04 se observó tos 20 

en el 34,5 % hasta 10,7 días tras la exposición. En consecuencia, todos los 

grupos vacunados mostraron puntuaciones de tos reducidas en comparación 

con los controles no vacunados. El grupo T02 vacunado con un extracto 

bacteriano de B. bronchiseptica, con adición de pertactina y con QCDC como 

adyuvante, demostró una reducción estadísticamente significativa en los 25 
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criterios de puntuación de la tos. Por tanto, la eficacia de la formulación 

probada en el T02 resultó eficaz.  

 

Ejemplo 3. Seguridad y eficacia de vacunas que contienen Bordetella 

bronchiseptica en perros.  5 

Para el estudio se seleccionaron cincuenta (50) perros, repartidos en 5 grupos 

de tratamiento. Basándose en una exploración física en el día -4 se determinó 

que los animales eran adecuados para el estudio.  

 

En los días -2, 21 y 28 antes de cada vacunación se recogieron muestras de 10 

sangre (de aproximadamente 8 ml) para la serología en tubos SST de todos los 

animales del estudio. Las muestras de suero recogidas en el día -2 se usaron 

para confirmar que los animales no tenían B. bronchiseptica. En el día 0 antes 

de la vacunación se recogieron hisopos nasales y se sometieron a pruebas 

para detectar la presencia de B. bronchiseptica. Comenzando en el día -4 se 15 

tomaron las temperaturas timpánicas para establecer un valor inicial antes de la 

vacunación.  

 

En los días 0, 21 y 28 se vacunó a los animales con la vacuna apropiada de 

acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 3. A cada perro se le 20 

administraron las vacunas por vía subcutánea en la región del hombro derecho 

para la primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación.  
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Tabla 3. Diseño del estudio 

 

En los días de vacunación 0, 21 y 28 se observó a todos los animales para 

evaluar las reacciones en el sitio de inyección tras la vacunación. Desde los 5 

días 1 hasta 7 y 22-35 se les observó a diario para evaluar las reacciones tras 

Grupo PIV N 

Vacunación
1
 Exposición

2
 

Vol 

(ml) 

Días 

del 

estudio Vía 

Día del 

estudio 

Dosis 

objetiv

o/Perro Vía 

T01: 

B. bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 28 

SC 56 10
9
 

Intranasal 

 

(aerosol; 

cámara) 

T02 Solución salina 10 1,0 0 y 28 

T03 

B. bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 21 

T04 

CRCoV/CIV/CPIV/ 

CAV2 

 

rehidratada con B. 

bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 28 

T05 

CRCoV/CIV/CPIV/ 

CAV2 

 

rehidratada con 

agua (diluyente) 

10 1,0 0 y 28 

1
 El producto en fase de investigación clínica veterinaria (PIV) se administró por vía subcutánea (SC).  

 
2
 Dosis de exposición objetivo de 10^9 microorganismos de cepa de Bordetella bronchiseptica. 
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la vacunación. En los días de 0 a 7 y de 21 a 35 se tomaron las temperaturas 

timpánicas.  

 

En el día 55, un día antes de la exposición, se recogieron muestras de sangre 

(de aproximadamente 6 ml) para serología. En los días 54, 55 y 56 antes de la 5 

exposición se tomaron las temperaturas timpánicas. En el día 55, un día antes 

de la vacunación, se recogieron hisopos nasales y se sometieron a pruebas 

para detectar la presencia de B. bronchiseptica. Se observó a los animales dos 

veces al día (a.m. y p.m.), aproximadamente 30 minutos cada sesión en los 

días 54 y 55, y a.m. en el día 56, para detectar signos clínicos de enfermedad 10 

respiratoria, con el fin de establecer valores iniciales. 

 

Se usó Bordetella bronchiseptica (cepa inmmunógena) para preparar una dosis 

de exposición objetivo de 109 UFC/4 ml/perro. En el día 56, se expuso a los 

perros de todos los grupos de tratamiento a B. bronchiseptica por vía intranasal 15 

mediante el uso de aerosolización en una cámara de plexiglás durante un total 

de 30 minutos para cada recinto expuesto. Se expuso a cinco perros de cada 

recinto (uno de cada grupo de tratamiento) al mismo tiempo.  

 

Desde el día 56 hasta el 77 se registraron las temperaturas timpánicas una vez 20 

al día. Se realizaron observaciones clínicas dos veces al día (a.m. y p.m.), 

durante aproximadamente 30 minutos en cada habitación por cada sesión, 

desde el día 56 y hasta el día 76 y una vez (a.m.) en el día 77. Brevemente, se 

observaron la tos, la rinorrea, los estornudos, la secreción ocular, las arcadas y 

la depresión usando el siguiente sistema de puntuación: ausente (0), leve (1), 25 
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moderado (2) e intenso (3). En los días 59, 62, 66, 69, 74, 76 y 77 se 

recogieron hisopos nasales para determinar la presencia de microorganismos 

inmunógenos.  

 

En el día 77 se recogieron muestras de sangre (de aproximadamente 6 ml) 5 

para serología. Se tomaron hisopos nasales para el aislamiento de B. 

bronchiseptica usando bastoncillos de algodón y medios de transporte. 

 

Se determinaron los anticuerpos aglutinantes frente a B. bronchiseptica 

mediante la prueba de microaglutinación (MAT). Se valoraron muestras de 10 

suero de los grupos de tratamiento T04 y T05 de los días 0, 28, 55 y 77 para 

determinar los anticuerpos frente al CRCoV por neutralización sérica e IFA, y 

para el CIV por HAI. El aislamiento de B. bronchiseptica a partir de hisopos 

nasales se realizó de acuerdo con el procedimiento ordinario. Se sometió a 

prueba cada muestra cualitativamente para determinar la presencia o ausencia 15 

de bacterias.  

 

Resultados. Mediante aislamiento por cultivo de hisopos nasales se confirmó 

que cincuenta (50) cachorros de Beagle sanos de aproximadamente 8 

semanas de edad no tenían microorganismos de B. bronchiseptica en el día 0. 20 

Las muestras de suero evaluadas para detectar anticuerpos aglutinantes frente 

a B. bronchiseptica por MAT confirmaron que todos los cachorros eran 

sensibles con valores de MAT de ≤8 en el día -2. 

 

Todas las vacunas experimentales evaluadas en este estudio produjeron 25 
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hinchazones de leves a moderadas después de la primera vacunación. En la 

mayoría de los vacunados las hinchazones por inyección se limitaron al día 0 

del estudio. También se observaron hinchazones por inyección de leves a 

moderadas después de la segunda vacunación. Cuando se produjeron, las 

hinchazones en el sitio de inyección desparecieron entre uno y tres días 5 

después de la segunda vacunación. Se observó rascado de forma 

predominante en el grupo combinado de 5 elementos (T04). No se observó 

fiebre sintomática después de las vacunaciones. No se observaron 

hinchazones en el grupo de solución salina. Los datos confirmaron la seguridad 

de las vacunas.  10 

 

El recuento de colonias realizado antes de la inoculación de inmunógeno 

confirmó que se aerosolizaron un promedio de 1,45 x 108 UFC de Bordetella 

por perro en la cámara. La inoculación del inmunógeno indujo tos en todos los 

perros de control con solución salina (T02) con un porcentaje medio de 15 

observación de tos del 43,5 % y 12,2 con tos. El grupo de tratamiento T05, 

vacunado únicamente con los 4 elementos víricos (CRCoV/CIV/CPIV/CAV2) 

sin antígeno de Bordetella padeció tos de forma similar al control con solución 

salina con un porcentaje medio de tos observada del 43,4 % y 12,2 días de tos. 

Estos descubrimientos indican que la exposición era adecuada y consistente 20 

para evaluar las vacunas de prueba. 

 

Los perros del grupo de tratamiento T01 vacunados con la vacuna de 

Bordetella estaban significativamente protegidos contra el inmunógeno (3,6 

días de tos, p<0,0001) en comparación con el grupo de control (12,2 días de 25 
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tos). La misma vacuna también protegió significativamente a los perros del T03 

cuando se les administró con una pauta posológica a intervalos de 3 semanas 

(5,8 días de tos, p=0,0004). La reducción de las puntuaciones de tos en estos 

dos grupos (T01 frente a T03) no fue significativamente diferente (valor de 

p=0,1883), lo que sugiere que el grado de protección para la vacuna dada con 5 

un intervalo de 3 o 4 semanas es similar.  

 

Los perros del T04 que recibieron la vacuna combinada de 5 elementos sin 

adyuvante estaban significativamente protegidos (p=0,0016) contra la 

exposición a Bordetella (6,6 días de tos) en comparación con los controles con 10 

solución salina (12,2 días de tos), y en comparación con los del T05 que 

recibieron la combinación vírica de 4 elementos (CRCoV/CIV/CPIV/CAV2) 

(12,1 días de tos, p=0,0019), lo que indica la eficacia de la fracción de 

Bordetella de la vacuna combinada que carece de adyuvante.  

 15 

La evaluación serológica de las fracciones víricas de la vacuna combinada de 5 

elementos fue posible únicamente para dos fracciones, el CIV y el CRCoV, 

donde se confirmó que los perros eran seronegativos en el día -2 del estudio. 

La respuesta de HAI para el CIV en el grupo con la vacuna de 4 elementos 

(T04) en el día 56 del estudió fue numéricamente similar a la del grupo de la 20 

vacuna de 5 elementos (T05) e indica que no hay interferencia de la fracción de 

Bordetella con el antígeno del CIV. Las respuestas de SN del CRCoV en el día 

56 del estudio fueron numéricamente superiores en el grupo de la vacuna de 4 

elementos (T04) que en el grupo de la vacuna de 5 elementos (T05), lo que 

indica una posible interferencia de la Bordetella con la fracción del CRCoV. No 25 
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obstante, estos descubrimientos no son concluyentes, dado que estas vacunas 

no tenían adyuvantes y la formulación no estaba optimizada y no se realizó la 

exposición al CRCoV para probar la eficacia. 

 

Se confirmó que la vacuna monovalente de Bordetella era segura y eficaz. La 5 

eficacia de la vacuna monovalente se demostró cuando se administró la 

vacuna a intervalos de 21 o 28 días. También se demostró que la fracción de 

Bordetella era eficaz al administrarla en una vacuna combinada de 5 elementos 

sin adyuvante.  

 10 

Ejemplo 4. Estudio serológico multivalente 

Se realizó una selección previa en cuarenta perros, de aproximadamente 8 

semanas de edad en buen estado general de salud, para detectar Bordetella 

bronchiseptica por la prueba de microaglutinación (MAT), y coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV) por ensayo de anticuerpos por fluorescencia 15 

indirecta (IFA). También se usó la neutralización sérica (SN) para evaluar los 

niveles de anticuerpos. En el día 0, todos los perros presentaron resultados 

negativos para anticuerpos frente a Bordetella bronchiseptica determinados por 

MAT (≤16), y negativos para anticuerpos frente al CRCoV determinados por 

IFA (<40). Asimismo, ninguno de los perros tenía Bordetella bronchiseptica ni 20 

CRCoV, determinado mediante una prueba de aislamiento en hisopos nasales 

antes de la primera vacunación (día 0). 

 

Se repartieron los perros en 5 grupos de tratamiento de 8 perros cada uno y se 

les vacunó de acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 4. A cada 25 
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perro se le administraron las vacunas en la región del hombro derecho para la 

primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación. 

 

Tabla 4. Diseño del estudio 5 

 

Grupo de 
tratamiento 

Producto en fase 
de investigación 
clínica veterinaria 
 
(PIV) 

Adyuvante N 

Vacunación1 

Días 
del 
estudio Vía 

T01: CAV2/CPIV/CPV/L4 
Rehydragel 
al 5 % 

8 

0 y 21 
Vía 
subcutánea 
(SC) 

T02 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

T03 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

EMA al 
1 %1/ 
 
Neocryl al 
3 %/  
 
Emulsigen 
SA al 5 % 

8 

T04 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

T05 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

1 EMA= anhídrido etilenmaleico 

Después de la segunda vacunación, debido a complicaciones, se retiraron del 

estudio los grupos T04 y T05. Se observó a los perros de los grupos restantes 

(T01, T02 y T03) a diario para detectar reacciones tras la vacunación y se 

realizó un seguimiento de la temperatura corporal (timpánica) durante 7 días 10 
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después de cada vacunación. En los días 0, 21, 42 y 56 se recogieron 

muestras de sangre de los perros para medir las respuestas de anticuerpos.  

 

Se sometieron a pruebas las muestras de suero de los días 0, 21, 42 y 56 para 

detectar anticuerpos aglutinantes frente a Bordetella bronchiseptica mediante el 5 

ensayo MAT. También se valoraron las muestras de suero de los mismos días 

para determinar los anticuerpos frente al CRCoV por neutralización sérica, para 

el CIV por HAI y para los anticuerpos frente al CAV-2 y el CPI por 

neutralización sérica. Para cada grupo de tratamiento se obtuvieron las medias 

geométricas de los valores de anticuerpos. 10 

 

Resultados: 

Las vacunas de prueba de los grupos T02 y T03 indujeron respuestas de 

anticuerpos en todos (100 %) los perros vacunados después de la segunda 

dosis, lo que indica una inmunización activa contra los antígenos víricos. En la 15 

mayoría de los perros vacunados la respuesta de anticuerpos aumentó 

después de la segunda vacunación, lo que indica un efecto de refuerzo de la 

segunda vacunación. Cabe destacar que las respuestas de anticuerpos entre 

las fracciones víricas se logró en presencia de múltiples antígenos víricos y 

bacterianos (B. bronchiseptica), lo que indica una ausencia de interferencia 20 

inmunológica. La serología de MAT no es correlativa con la protección contra 

Bordetella, sino que es una valiosa herramienta de selección para la inclusión 

de animales de estudio adecuados. En conclusión, basándose en la respuesta 

inmunológica en los perros vacunados, se predice la eficacia de los antígenos 

víricos de la vacuna multivalente de 5 elementos. 25 
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Ejemplo 5. Estudio de la duración de la inmunidad 

A. Monovalente: 

El propósito de este estudio es demostrar la duración de la inmunidad de una 

vacuna de subunidades de extracto de Bordetella bronchiseptica en perros de 8 5 

semanas de edad contra un inmunógeno virulento de B. bronchiseptica.  

 

Todos los animales están en buen estado general de salud y no han recibido 

ninguna vacunación de Bordetella. Los animales tienen valores bajos (≤16) o 

nulos de anticuerpos frente a B. bronchiseptica, determinado por la prueba de 10 

microaglutinación (MAT) antes de la primera vacunación. Además, ninguno de 

los animales tiene B. bronchiseptica, determinado mediante una prueba de 

aislamiento bacteriano de hisopos nasales antes de la primera vacunación. 

 

Se reparten los perros en 2 grupos de tratamiento; un grupo recibe una vacuna 15 

de placebo y el otro un extracto de B. bronchiseptica complementado con un 

antígeno recombinante. El antígeno es pertactina, Bsp22, o ambos. Se vacuna 

a los animales dos veces, con una separación de aproximadamente 3-4 

semanas. Después de cada vacunación, se les observa para detectar 

reacciones en el sitio de inyección.  20 

 

Aproximadamente 6-12 meses después de la vacunación, se expone a los 

perros de todos los grupos de tratamiento por aerosolización con Bordetella 

bronchiseptica. Antes y después de la exposición se determinan la dosis de 

inmunógeno y la pureza del inóculo inmunógeno. Se realizan observaciones 25 
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clínicas previamente y después de la exposición.  

 

Se recogen hisopos nasales para el aislamiento de B. bronchiseptica. Se 

recoge sangre de cada animal para obtener suero. Se determinan los 

anticuerpos aglutinantes frente a B. bronchiseptica por MAT. Se valoran las 5 

muestras de suero para detectar la respuesta de anticuerpos IgG específicos 

de pertactina usando ELISA. Se realiza el aislamiento de B. bronchiseptica a 

partir de hisopos nasales de acuerdo con el procedimiento ordinario.  

 

La tos, el aislamiento de Bordetella (tras la exposición) y la respuesta 10 

serológica tras la vacunación son los criterios usados para evaluar la eficacia 

de la vacuna en el estudio. 

 

B. Multivalente:  

El propósito de este estudio es demostrar la duración de la inmunidad de una 15 

vacuna combinada respiratoria multivalente en perros. La vacuna contiene los 

siguientes componentes antigénicos: CAV-2 vivo modificado, CPIV vivo 

modificado, CIV inactivado, CRCoV inactivado y un extracto de Bordetella 

bronchiseptica complementado con un antígeno recombinante, ya sea 

pertactina, Bsp22, o ambos.  20 

 

Todos los animales están en buen estado general de salud y no han recibido 

ninguna vacunación para ninguno de los patógenos contra los ha de proteger la 

vacuna diseñada. Se reparten los perros en varios juegos de grupos de 

tratamiento. Cada juego consiste en dos grupos de tratamiento, un grupo de 25 
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control que recibe una vacuna de placebo y un grupo vacunado que recibe la 

vacuna de prueba. Se vacuna a los animales dos veces, con una separación de 

aproximadamente 2-4 semanas. Después de cada vacunación, se les observa 

para detectar reacciones en el sitio de inyección.  

 5 

Aproximadamente 6-12 meses después de la vacunación, se expone a cada 

juego de dos grupos de tratamiento (vacunados y de control) a uno de los 

patógenos contra los que ha de proteger la vacuna diseñada). Se realizan 

observaciones clínicas previamente y después de la exposición. Durante el 

periodo posterior a la exposición se recogen hisopos nasales para el 10 

aislamiento del patógeno inmunógeno. Se recoge sangre de cada animal para 

obtener suero, que se usa para estudios analíticos posteriores. Los signos 

clínicos de enfermedad respiratoria, la presencia de patógenos tras la 

exposición y las respuestas serológicas se usan como criterios para evaluar la 

eficacia de las vacunas.  15 

 

Una vez descritos en detalle diversos modos de realización de la presente 

invención, se ha de entender que la invención definida por las reivindicaciones 

adjuntas no debe quedar limitada a los detalles particulares descritos en la 

descripción anterior, dado que son posibles muchas variaciones evidentes de 20 

los mismos sin alejarse del espíritu o el alcance de la presente invención. 

 

Todas las referencias anteriores se incorporan en el presente documento por 

referencia como si se describieran en su totalidad en el presente documento. 

25 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una composición inmunógena que comprende Bordetella bronchiseptica y 

un antígeno de pertactina aislado. 5 

 

2. La composición inmunógena de la reivindicación 1, en la que dicho antígeno 

de pertactina es una proteína de Bordetella bronchiseptica. 

 

3. La composición inmunógena de la reivindicación 2, en la que dicho antígeno 10 

de pertactina es una proteína p68 recombinante. 

 

4. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 

en la que la Bordetella bronchiseptica es una vacuna bacteriana o un extracto 

bacteriano. 15 

 

5. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición no tiene adyuvantes. 

 

6. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 20 

anteriores, en la que dicho antígeno de pertactina está presente en entre 

aproximadamente 1 µg y aproximadamente 30 µg.  

 

7. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en la que dicho antígeno de pertactina se prepara solubilizando 25 
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cuerpos de inclusión de pertactina en urea y en la que la composición está 

sustancialmente libre de agregados de antígenos de pertactina. 

 

8. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en la que el antígeno de pertactina está lipidado. 5 

 

9. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un diluyente o 

excipiente para su administración parenteral a un perro. 

 10 

10. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un antígeno 

Bsp22 aislado, opcionalmente lipidado. 

 

11. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 15 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un antígeno de un 

patógeno respiratorio canino seleccionado del grupo que consiste en: el virus 

paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV), Mycoplasma cynos (M. cynos) y el virus de la 

gripe canina (CIV). 20 

 

12. La composición inmunógena de la reivindicación 11, en donde dicha 

composición comprende al menos dos, tres o cuatro de los antígenos del 

patógeno respiratorio canino. 

 25 
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13. La composición inmunógena de la reivindicación 11, en donde dicha 

composición comprende antígenos del virus paragripal canino (CPIV), el 

adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio canino (CRCoV) y el 

virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

14. Una composición inmunógena que comprende una pluralidad de 

antígenos de pertactina p68 recombinantes, en donde dicha composición está 

sustancialmente libre de agregados de p68. 

 

15. La composición inmunógena de la reivindicación 14, en la que dicha 10 

pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes se preparan 

solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, opcionalmente, 

purificándolos por cromatografía en columna. 

 

16. Uso de la composición inmunógena de una cualquiera de las 15 

reivindicaciones anteriores para el tratamiento o la prevención de la infección 

por un patógeno respiratorio canino en un perro.  

 

17. El uso de la reivindicación 16, en el que dicha composición evita la 

infección por dicho patógeno respiratorio canino en dicho perro durante un 20 

periodo de 6 meses o más. 

 

18. El uso de la reivindicación 16 o 17, en el que el patógeno respiratorio 

canino es Bordetella bronchiseptica. 

 25 
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19. El uso de la reivindicación 18, en el que el patógeno respiratorio canino 

comprende además al menos uno, dos, tres o cuatro de: el virus paragripal 

canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio 

canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

20. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 16-19, para el 

tratamiento o la prevención del complejo de enfermedades respiratorias 

infecciosas caninas (CERI), en el que la composición trata o evita la infección 

por una pluralidad de dichos patógenos. 

10 
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21.  

Resumen 

 

En el presente documento se proporcionan composiciones, combinaciones y 

procedimientos que comprenden Bordetella bronchiseptica y pertactina aislada, 5 

que son eficaces en el tratamiento o la prevención de infecciones respiratorias, 

tales como la tos de las perreras, en animales. 



PC71708 
1 

Composiciones inmunógenas de Bordetella bronchiseptica 

 

Campo de la invención 

La presente invención se refiere al campo de la inmunología y, en particular, al 

campo de las composiciones inmunógenas y de vacuna. Más específicamente, 5 

la presente divulgación se refiere a composiciones que comprenden una 

preparación de Bordetella bronchiseptica en combinación con pertactina para el 

tratamiento o la prevención de enfermedades respiratorias en perros. 

 

Antecedentes de la invención 10 

Bordetella bronchiseptica es una bacteria gramnegativa que coloniza las vías 

respiratorias de los perros y provoca la traqueobronquitis o “tos de las 

perreras”. Hawkins, E.C., Veterinary Internal Medicine (1995), págs. 767-811. 

Bordetella bronchiseptica predispone a los perros a la influencia de otros 

agentes respiratorios y, con frecuencia, existe de forma concurrente con ellos. 15 

Hasta el momento se dispone de una serie de vacunas para el tratamiento de 

la traqueobronquitis provocada por Bordetella bronchiseptica, incluidas 

Nobivac®, Bronchi-Shield®, Bronchicine® CAe, Vanguard® B, Univac 2, 

Recombitek® KC2, NaramuneTM-2 y Kennel-JecTM 2. 

 20 

Sin embargo, la mayoría de las vacunas comerciales existentes requieren 

administraciones intranasales engorrosas, así como la adición de adyuvantes, 

lo que puede dar lugar a efectos secundarios perjudiciales, tales como 

quemazón e irritación. Viera Scheibner et al., Nexus Dic. 2000 (vol. 8, n. º 1). 

Las vacunas intranasales gozan de escasa popularidad entre los veterinarios 25 
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debido a su riesgo personal con animales agitados durante la administración de 

la vacuna. Se han examinado vacunas de subunidades, tales como las que 

implican el uso de la proteína p68 de Bordetella bronchiseptica (pertactina), 

pero hasta el momento no se han incluido en ninguna vacuna canina comercial, 

posiblemente debido a su insuficiente inmunogenicidad, reactividad y/o 5 

estabilidad de la formulación.  

 

Bordetella bronchiseptica es un factor significativo en el complejo de 

enfermedades respiratorias infecciosas caninas (CERI), que es una 

enfermedad muy contagiosa común en perros alojados en condiciones de 10 

hacinamiento, tales como centros de acogida y residencias caninas o perreras 

de adiestramiento. La patogenia del CERI se considera multifactorial, al 

participar varios virus y bacterias. Los agentes infecciosos que se sabe que son 

agentes causantes del CERI incluyen, además de la bacteria Bordetella 

bronchiseptica (Bemis et al., Lab. Anim. Sci., 29:48-52, 1977), el coronavirus 15 

respiratorio canino (CRCoV) (Erles et al., Virology, 310(2):216-223, 2003), el 

virus de la gripe canina (CIV) (Crawford et al., Science, 310(5747):482-485, 

2005), el virus paragripal canino (CPIV) (Binn et al., Exp. Biol. Med., 126:140-

145, 1967), Mycoplasma cynos (Chalker et al., Microbiology, 150:3491-3497, 

2004) y el adenovirus canino de serotipo 2 (CAV-2) (Ditchfield et al., Can. Vet. 20 

J., 3:238-247, 1962). Hasta el momento no ha aparecido ninguna vacuna 

combinada integral contra la totalidad, o la mayoría, de los patógenos 

mencionados anteriormente. 

 

En consecuencia, sigue existiendo la necesidad de una composición 25 
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inmunógena que se pueda administrar por vía parenteral de forma segura a un 

perro, que proporcione una inmunoprotección de larga duración frente a 

Bordetella bronchiseptica sin efectos secundarios perjudiciales o interferencias 

con otros antígenos de una vacuna combinada o que ponga en riesgo al 

veterinario. La presente divulgación satisface estas y otras necesidades 5 

relacionadas. 

 

Sumario de la invención 

En un modo de realización, la presente invención proporciona una composición 

inmunógena que comprende, entre otros, Bordetella bronchiseptica y un 10 

antígeno de pertactina aislado. En otro modo de realización, dicho antígeno de 

pertactina es una proteína recombinante. En otro modo de realización, dicho 

antígeno de pertactina es de Bordetella bronchiseptica. En otro modo de 

realización, dicho antígeno de pertactina es p68. En otro modo de realización, 

dicha composición comprende además un antígeno Bsp22 aislado. 15 

 

En otro modo de realización, el componente de Bordetella bronchiseptica es 

una vacuna bacteriana o un extracto bacteriano. En otro modo de realización, 

dicha composición no tiene adyuvantes. En otro modo de realización, dicha 

composición comprende además un adyuvante. 20 

 

En otro modo de realización, dicho antígeno de pertactina está presente en 

entre aproximadamente 1 µg y aproximadamente 30 µg. Más en particular, 

dicha pertactina está presente en entre aproximadamente 5 µg y 

aproximadamente 20 µg, aún más en particular, en entre aproximadamente 7 25 
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µg y aproximadamente 15 µg, y todavía más en particular, en 

aproximadamente 5 µg, 10 µg, 15 µg o 20 µg. Preferentemente, dicho antígeno 

de pertactina se prepara solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en 

urea y, opcionalmente, purificándolos por cromatografía en columna. Dichos 

antígenos de pertactina son solubles y, preferentemente, están 5 

sustancialmente libres de agregados. 

 

Otro modo de realización proporciona una composición inmunógena que 

comprende una pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes, en el 

que dicha composición está sustancialmente libre de agregados de p68. Más 10 

en particular, dicha pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes se 

preparan solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, 

opcionalmente, purificándolos por cromatografía en columna. La invención 

también proporciona procedimientos de preparación de antígenos de pertactina 

p68 solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, opcionalmente, 15 

purificándolos por cromatografía en columna. 

 

En otro modo de realización, se formula dicha composición para su 

administración parenteral, de modo que comprende además un diluyente o 

excipiente para su administración parenteral a un perro. 20 

 

En otro modo de realización, dicha composición comprende además un 

antígeno de un patógeno respiratorio canino seleccionado del grupo que 

consiste en: el virus paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), 

el coronavirus respiratorio canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 25 
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En un modo de realización más en particular, dicha composición comprende al 

menos dos, tres o cuatro de los antígenos de los patógenos respiratorios 

caninos. 

 

En otro modo de realización, las composiciones inmunógenas descritas en el 5 

presente documento no comprenden antígenos no respiratorios. Por tanto, un 

modo de realización de la invención proporciona una composición como se 

describe en el presente documento con la condición de que no incluya un 

antígeno no respiratorio. Los antígenos no respiratorios no provocan 

enfermedades respiratorias en un sujeto. Ejemplos no limitantes de estos 10 

antígenos no respiratorios incluyen el virus de la rabia, el parvovirus canino, el 

coronavirus entérico canino, especies del género Leptospira y Borrelia 

burgdorferi. 

 

En otro modo de realización, dicho antígeno es del coronavirus respiratorio 15 

canino (CRCoV). En otro modo de realización, dicho antígeno es del virus de la 

gripe canina (CIV). En otro modo de realización, dicho antígeno es del virus 

paragripal canino (CIV). En otro modo de realización, dicho antígeno de del 

adenovirus canino 2 (CAV-2). En otro modo de realización, dicho antígeno es 

del virus paragripal canino (CPIV) y del adenovirus canino 2 (CAV-2). 20 

 

En otro modo de realización, dicha composición comprende antígenos del virus 

paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 25 
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En otro modo de realización, la composición induce una respuesta inmunitaria 

frente a Bordetella bronchiseptica y al menos uno del virus paragripal canino 

(CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio canino 

(CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

Otro modo de realización de la invención proporciona una composición 

inmunógena que comprende el coronavirus respiratorio canino (CRCoV), una 

preparación de Bordetella bronchiseptica y el virus de la gripe canina (CIV). 

Más en particular, dicha composición comprende un antígeno de pertactina 

aislado. 10 

 

Otro modo de realización de la presente invención proporciona un 

procedimiento o uso de la composición inmunógena de uno cualquiera de los 

modos de realización anteriores para el tratamiento o la prevención de la 

infección por un patógeno respiratorio canino en un perro. En otro modo de 15 

realización, dicha composición evita la infección por dicho patógeno respiratorio 

canino en dicho perro durante un periodo de 6 meses o más. En otro modo de 

realización, dicha composición evita la infección por dicho patógeno respiratorio 

canino en dicho perro durante un periodo de aproximadamente 1 año.  

 20 

En otro modo de realización, el patógeno respiratorio canino es Bordetella 

bronchiseptica. En otro modo de realización, el patógeno respiratorio canino 

comprende además al menos uno, dos, tres o cuatro de: el virus paragripal 

canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio 

canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 25 
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Otro modo de realización de la presente invención proporciona un 

procedimiento o uso de la composición inmunógena de uno cualquiera de los 

modos de realización anteriores para el tratamiento o la prevención del 

complejo de enfermedades respiratorias infecciosas caninas (CERI), en el que 5 

la composición trata o evita la infección por una pluralidad de patógenos 

respiratorios caninos. Otro modo de realización proporciona el uso o 

procedimiento de administración por vía parenteral de una composición 

inmunógena como se describe en el presente documento. 

 10 

Otro modo de realización proporciona la fabricación de un medicamento que 

comprende la composición inmunógena para el tratamiento o la prevención de 

la infección por un patógeno respiratorio canino en un perro. 

 

Estos y otros modos de realización, características y ventajas de la invención 15 

resultarán evidentes a partir de la descripción detallada y las reivindicaciones 

adjuntas descritas más adelantes en el presente documento. Se entiende que 

todos los modos de realización anteriores y siguientes se pueden combinar en 

un único modo de realización. 

 20 

Descripción detallada de la invención 

Las definiciones que figuran a continuación se aplican a la presente 

divulgación. Reemplazan cualquier definición contradictoria contenida en las 

referencias individuales incorporadas en el presente documento por referencia. 

Las palabras no definidas tienen el significado usado comúnmente por un 25 
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experto en la técnica. Además, a menos que el contexto requiera lo contrario, 

los términos singulares incluirán el plural y los términos en plural incluirán el 

singular. 

 

“Aproximadamente", cuando se use en relación con una variable numérica 5 

medible, se refiere al valor indicado de la variable y a todos los valores de la 

variable que se encuentren dentro del error experimental del valor indicado (p. 

ej., dentro del intervalo de confianza del 95 % para la media) o dentro del 10 

por ciento del valor indicado, el que sea mayor. Si se usa “aproximadamente” 

con referencia a intervalos de tiempo en semanas, “aproximadamente 3 10 

semanas” es de 17 a 25 días y "de aproximadamente 2 a aproximadamente 4 

semanas” es de 10 a 40 días. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “adyuvante” se refiere a cualquier 

sustancia que sirva como estimulador inespecífico de la respuesta inmunitaria. 15 

Para una descripción más detallada de los adyuvantes, véase más adelante.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “animal” incluye 

cualquier animal sensible a infecciones por Bordetella bronchiseptica y/o al 

complejo de enfermedades respiratorias caninas, incluidos mamíferos tanto 20 

domesticados como salvajes. Preferentemente, tal como se usa en el presente 

documento, animal se refiere a un perro o un ser humano. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo” es cualquier 

polipéptido que comprenda un sitio de unión a antígeno, independientemente 25 
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del origen, el procedimiento de producción u otras características. Se refiere a 

una molécula de inmunoglobulina o un fragmento de la misma que se une 

específicamente a un antígeno como consecuencia de una respuesta 

inmunitaria frente a ese antígeno. Las inmunoglobulinas son proteínas séricas 

compuestas de cadenas polipeptídicas “ligeras” y “pesadas" que tienen 5 

regiones “constantes” y “variables” y que se dividen en clases (p. ej., IgA, IgD, 

IgE, IgG e IgM) basándose en la composición de las regiones constantes. Un 

anticuerpo que es “específico” para un antígeno dado indica que las regiones 

variables del anticuerpo reconocen y unen un antígeno específico de forma 

exclusiva. El término incluye, pero sin limitación: un anticuerpo policlonal, un 10 

anticuerpo monoclonal, un anticuerpo monoespecífico, un anticuerpo 

poliespecífico, un anticuerpo humanizado, un anticuerpo tetramérico, un 

anticuerpo tetravalente, un anticuerpo multiespecífico, un anticuerpo 

monocatenario, un anticuerpo específico de dominio, un anticuerpo de dominio 

único, un anticuerpo de dominio suprimido, una proteína de fusión, una 15 

proteína de fusión ScFc, un anticuerpo monocatenario, un anticuerpo 

quimérico, un anticuerpo sintético, un anticuerpo recombinante, un anticuerpo 

híbrido, un anticuerpo mutado y anticuerpos con injertos de CDR. Los 

anticuerpos pueden ser inmunoglobulinas intactas obtenidas de fuentes 

naturales o de fuentes recombinantes, o pueden ser partes inmunorreactivas 20 

de inmunoglobulinas intactas. Se puede convertir un “anticuerpo” en una 

proteína de unión a antígeno, que incluye, pero sin limitación, fragmentos de 

anticuerpo que incluyen, pero sin limitación: Fab, F(ab')2, un fragmento Fab', un 

fragmento Fv, un fragmento Fv monocatenario (ScFv), un fragmento Fd, un 

fragmento dAb, diacuerpos, un péptido de CDR3, un péptido de FR3-CDR3-25 
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FR4 restringido, un nanocuerpo, un nanocuerpo bivalente, un producto 

inmunofarmacéutico modular pequeño (SMIP) y un minicuerpo y cualquiera de 

los fragmentos mencionados anteriormente y sus equivalentes modificados 

química o genéticamente, así como otros fragmentos de anticuerpos que 

mantengan la función de unión a antígeno. Normalmente, estos fragmentos 5 

comprenderán un dominio de unión a antígeno. Como conocerán los expertos 

en la técnica, se puede manipular (por ejemplo, con líneas germinales) 

cualquiera de estas moléculas para reducir su inmunogenicidad, aumentar su 

afinidad, modificar su especificidad o con otros fines.  

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “antígeno” o “inmunógeno” se 

refiere a una molécula que contiene uno o más epítopos (lineales, 

conformacionales o ambos) que tras la exposición a un sujeto inducirán una 

respuesta inmunitaria que es específica para ese antígeno. Un “epítopo” es el 

sitio específico del antígeno que se une a un receptor de linfocitos T o 15 

anticuerpo específico y, normalmente, comprende de aproximadamente 3 

residuos de aminoácido a aproximadamente 20 residuos de aminoácido. El 

término antígeno se refiere a antígenos de subunidad (antígenos discretos e 

independientes de un organismo completo con el que al antígeno está asociado 

en la naturaleza), así como bacterias, virus, hongos, parásitos u otros microbios 20 

muertos, atenuados o inactivados. El término antígeno también se refiere a 

anticuerpos, tales como anticuerpos antiidiotípicos o fragmentos de los mismos, 

y a mimótopos peptídicos sintéticos que pueden imitar un antígeno o 

determinante antigénico (epítopo). El término “antígeno” se refiere también a un 

oligonucleótido o polinucleótido que expresa un antígeno o determinante 25 
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antigénico in vivo, tal como en aplicaciones de inmunización de ADN. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “antigenicidad” se refiere a la 

capacidad de una proteína o polipéptido de unirse inmunoespecíficamente a un 

anticuerpo obtenido frente a la proteína o polipéptido. 5 

 

El término “Bordetella bronchiseptica" o “B. bronchiseptica" se refiere a: una 

bacteria Bordetella bronchiseptica viva atenuada, un extracto de célula 

completa muerta (vacuna bacteriana) de Bordetella bronchiseptica o un 

extracto celular bacteriano de Bordetella bronchiseptica. 10 

 

“Tampón” significa un sistema químico que evita que cambie la concentración 

de otra sustancia química. Los sistemas donadores y aceptores de protones 

funcionan como tampones, evitando cambios pronunciados de la 

concentraciones de iones de hidrógeno (pH). Otro ejemplo de un tampón es 15 

una solución que contiene una mezcla de un ácido débil y su sal (base 

conjugada) o una base débil y su sal (ácido conjugado).  

 

Tal como se usa en el presente documento, “canino” incluye lo que 

comúnmente se denomina perro, pero incluye otros miembros de la familia 20 

Canidae. 

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “línea celular” o “célula 

huésped” significa una célula procariota o eucariota en la que se puede replicar 

y/o mantener un virus.  25 
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Tal como se usa en el presente documento, el término “cultivo” significa una 

población de células o microorganismos que crecen en ausencia de otros tipos 

o especies. 

 5 

“Dosis” se refiere a una vacuna o composición inmunógena dada a un sujeto. 

Una “primera dosis” o “dosis de sensibilización” se refiere a la dosis de dicha 

composición administrada en el día 0. Una “segunda dosis” o una “tercera 

dosis” o una “dosis anual” se refiere a una cantidad de dicha composición dada 

después de la primera dosis, que puede ser, aunque no lo es necesariamente, 10 

la misma vacuna o composición inmunógena de la primera dosis.  

 

Un “epítopo” es el sitio específico del antígeno que se une a un receptor de 

linfocitos T o anticuerpo específico y, normalmente, comprende de desde 

aproximadamente 3 residuos de aminoácido hasta aproximadamente 20 15 

residuos de aminoácido.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “excipiente” se refiere a un 

componente de vehículo de una vacuna o composición inmunógena no reactivo 

que no es un antígeno. Son excipientes preferentes aquellos conocidos en la 20 

técnica para inyección parenteral. 

 

“Fragmento” se refiere a una parte truncada de una proteína o gen. “Fragmento 

funcional” y “fragmento biológicamente activo” se refieren a un fragmento que 

mantiene las propiedades biológicas del gen o la proteína de longitud completa.  25 
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“Homología” o “porcentaje de homología” se refiere al porcentaje de 

nucleótidos o residuos de aminoácido de la secuencia candidata que son 

idénticos o similares a los residuos de la(s) secuencia(s) de comparación 

después de alinear las secuencias e introducir huecos, si es necesario, para 5 

lograr el máximo porcentaje de identidad de secuencia, y considerando también 

parte de la identidad de secuencia cualquier sustitución conservadora.  

 

“Homólogos" u "homólogos de especie” incluyen genes que se encuentran en 

dos o más especies diferentes que poseen una homología de secuencia 10 

polinucleotídica sustancial y poseen las mismas, o similares, funciones y/o 

propiedades biológicas. Preferentemente, las secuencias polinucleotídicas que 

representan homólogos de especie hibridarán en condiciones moderadamente 

rigurosas, como las descritas en el presente documento, por ejemplo, y poseen 

las mismas o similares actividades y/o propiedades biológicas. En otro aspecto, 15 

los polinucleótidos que representan homólogos de especie compartirán más de 

aproximadamente el 60 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 70 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 80 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 90 % de homología de secuencia, más de 20 

aproximadamente el 95 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 96 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 97 % de homología de secuencia, más de 

aproximadamente el 98 % de homología de secuencia o más de 

aproximadamente el 99 % de homología de secuencia.  25 
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“Identidad” o “porcentaje de identidad” se refiere al porcentaje de nucleótidos o 

aminoácidos de la secuencia candidata que son idénticos a los residuos de la 

secuencia de comparación después de alinear ambas secuencias e introducir 

huecos, si es necesario, para lograr el máximo porcentaje de identidad de 5 

secuencia, y sin considerar parte de la identidad de secuencia cualquier 

sustitución conservadora.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “respuesta inmunitaria” en un 

sujeto se refiere al desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral, una 10 

respuesta inmunitaria celular o una respuesta inmunitaria humoral y celular 

frente a un antígeno. Una “respuesta inmunitaria humoral” se refiere a una que 

está mediada, al menos en parte, por anticuerpos. Una “respuesta inmunitaria 

celular” es una mediada por linfocitos T u otros leucocitos o ambos, e incluye la 

producción de citocinas, quimiocinas y moléculas similares producidas por 15 

linfocitos T activados, leucocitos, o ambos. Las respuestas inmunitarias se 

pueden determinar usando inmunoensayos ordinarios y ensayos de 

neutralización conocidos en la técnica. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “inmunogenicidad” se refiere a la 20 

capacidad de una proteína o polipéptido de desencadenar una respuesta 

inmunitaria dirigida específicamente contra una bacteria o virus que provoca la 

enfermedad identificada.  

 

Una “composición inmunógena” es una preparación que contiene un 25 
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inmuógeno, incluidos, p. ej., una proteína, un péptido, una célula completa, 

virus inactivados, subunidades o atenuados, o un polisacárido, o una 

combinación de los mismos, administrada para estimular los sistemas 

inmunitarios humoral y celular del receptor frente a uno o más de los antígenos 

presentes de la composición inmunógena. La “inmunización” es el 5 

procedimiento de administrar una composición inmunógena y estimular una 

respuesta inmunitaria o inmunogénica frente a un antígeno en un huésped. Son 

huéspedes preferentes los mamíferos, tales como los perros. Preferentemente, 

la composición inmunógena es una vacuna. 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad inmunológicamente 

protectora” es una cantidad de un antígeno eficaz para inducir una respuesta 

inmunogénica en el receptor que sea adecuada para evitar o mejorar los signos 

o síntomas de la enfermedad, incluidos efectos adversos para la salud o 

complicaciones de los mismos. Se puede inducir inmunidad humoral o mediada 15 

por células o ambas. Se puede evaluar la respuesta inmunogénica de un 

animal frente a una composición, p. ej., indirectamente a través de la medida 

de valores de anticuerpos, ensayos de proliferación de linfocitos, o 

directamente a través del seguimiento de signos y síntomas después de la 

exposición a la cepa natural. Se puede evaluar la inmunidad protectora 20 

conferida por una composición o vacuna midiendo, p. ej., la reducción de la 

presencia de microorganismos inmunógenos y/o la reducción de los signos 

clínicos, tales como mortalidad, morbilidad, temperatura y estado físico general, 

salud y comportamiento del sujeto. La respuesta inmunitaria puede 

comprender, sin limitación, la inducción de inmunidad celular y/o humoral. La 25 
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cantidad de una composición o vacuna terapéuticamente eficaz puede variar en 

función del microorganismo en particular usado o de la afección del animal que 

se trata o vacuna, y la puede determinar un veterinario.  

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “intranasal” se 5 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la nariz, e 

implica el transporte de la sustancia principalmente a través de la mucosa 

nasal. 

 10 

El término “aislado” se refiere a una sustancia que está en forma 

sustancialmente pura, por ejemplo, más de aproximadamente el 95 % de 

pureza; o purificada o enriquecida de algún modo a partir de su entorno natural. 

La referencia a la “pertactina aislada” indica una proteína pertactina retirada de 

su entorno natural, tal como de un animal/perro huésped, en un medio de 15 

cultivo, o purificada a partir de una preparación de células completas de 

Bordetella bronchiseptica y que posteriormente se puede añadir de nuevo a la 

composición que comprende extracto de Bordetella bronchiseptica (es decir, a 

la que se han añadido aislados de pertactina). El término “aislado” engloba 

inmunógenos que están en solución con otros 20 

agentes/diluyentes/excipientes/adyuvantes/proteínas. 

 

“Medicamento” se refiere a cualquier agente útil en la prevención, la cura o la 

mejora de una afección médica, o la prevención de algunas manifestaciones o 

afecciones fisiológicas. 25 
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Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo monoclonal” se refiere 

a anticuerpos producidos por una única línea de células de hibridoma, todos 

dirigidos contra un epítopo sobre un antígeno en particular. Se puede 

proporcionar el antígeno usado para preparar el anticuerpo monoclonal como 

una proteína aislada del patógeno o como el patógeno completo. Un 5 

“hibridoma” es una línea celular clonal que consiste en células híbridas 

formadas por la fusión de una línea de mieloma y una célula productora de 

anticuerpos específica. En general, los anticuerpos monoclonales son de origen 

murino. No obstante, anticuerpo monoclonal también se refiere a una población 

clonal de un anticuerpo preparada contra un epítopo en particular de un 10 

antígeno producido por tecnología de presentación en fagos, o un 

procedimiento que sea equivalente a la presentación en fagos, o células 

híbridas de origen no murino. 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “oral” o "peroral" se 15 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la boca, e 

implica la deglución o el transporte de la sustancia a través de la mucosa oral 

(p. ej., absorción sublingual o bucal) o ambos. La vía intratraqueal también es 

un medio de administración oral o peroral. 20 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “oronasal” se refiere 

a la introducción de una sustancia, tal como una composición o vacuna, en el 

cuerpo de un sujeto a través de o por medio de la nariz y la boca, como se 

produciría, por ejemplo, al colocar una o más gotitas en la nariz. La 25 
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administración oronasal implica procesos de transporte asociados con la 

administración oral e intranasal. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “administración parenteral” se 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una composición o vacuna, 5 

en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de una vía que no incluye el 

tubo digestivo. La administración parenteral incluye la administración 

subcutánea, intramuscular, intraarterial e intravenosa. Para los fines de la 

presente divulgación, la administración parenteral excluye las vías de 

administración que implican principalmente el transporte de la sustancia a 10 

través del tejido mucoso de la boca, la nariz, la tráquea y los pulmones.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “patógeno” o 

“microorganismo patógeno” significa un microorganismo (por ejemplo, CPIV, 

CAV-2, CRCoV, Mycoplasma cynos, CIV o Bordetella bronchiseptica) que es 15 

capaz de inducir o provocar una enfermedad, síndrome o estado anómalo en el 

animal que lo alberga, preferentemente una enfermedad respiratoria, tal como 

el CERI. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “pertactina” se refiere a una 20 

proteína de la membrana externa de las bordetelas. Preferentemente, la 

pertactina es de B. bronchiseptica y lo más preferentemente, es “p68” y está 

codificada por el gen prnA. La pertactina se puede aislar en su forma nativa a 

partir de Bordetella bronchiseptica, o se puede producir de forma recombinante. 

En la patente de EE. UU. N. º 7.736.658, cuyo contenido se incorpora en el 25 
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presente documento por referencia, se proporcionan secuencias y ejemplos de 

pertactina. El antígeno de pertactina usado en el presente documento incluye 

formas lipidadas de la proteína. 

 

“Farmacéuticamente aceptable” se refiere a sustancias que, en el ámbito del 5 

buen criterio médico, son adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de 

sujetos sin indebida toxicidad, irritación, respuesta alérgica y similares, 

conmensuradas con una proporción razonable de beneficio y riesgo y eficaces 

para su uso pretendido.  

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “anticuerpo policlonal” se refiere a 

una población mixta de anticuerpos preparados contra un patógeno o antígeno 

en particular. En general, la población contiene una variedad de grupos de 

anticuerpos, cada grupo dirigido contra un epítopo en particular del patógeno o 

antígeno. Para preparar anticuerpos policlonales, se introduce por inoculación o 15 

infección el patógeno completo, o un antígeno aislado, en un huésped, lo que 

induce que el huésped fabrique anticuerpos contra el patógeno o antígeno. 

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polinucleótido” significa 

una molécula polimérica orgánica compuesta de monómeros nucleotídicos 20 

unidos covalentemente en una cadena. El ADN (ácido desoxirribonucleico) y el 

ARN (ácido ribonucleico) son ejemplos de polinucleótidos con función biológica 

evidente.  

 

Tal como se usa en el presente documento, el término “polipéptido” significa 25 
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una molécula polimérica orgánica compuesta de dos o más aminoácidos 

unidos en una cadena.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “evitar la infección” significa evitar 

o inhibir la replicación de las bacterias o virus que provocan la enfermedad 5 

identificada, inhibir la transmisión de las bacterias o virus, evitar que las 

bacterias o virus se establezcan en su huésped o aliviar los síntomas de la 

enfermedad provocados por la infección. El tratamiento se considera 

terapéutico si hay una reducción de la carga bacteriana o vírica. 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “protección”, “proteger”, 

"inmunidad protectora" y similares con respecto a una vacuna u otra 

composición, significa que la vacuna o composición evita o reduce los síntomas 

de la enfermedad provocada por el microorganismo del que deriva(n) el/los 

antígeno(s) usado(s) en la vacuna o composición. Los términos “protección”, 15 

“proteger” y similares, también significan que se puede usar la vacuna o 

composición para "tratar" la enfermedad, o uno o más síntomas de la 

enfermedad, que ya existe en un sujeto. 

 

Tal como se usa en el presente documento, administración “respiratoria” se 20 

refiere a la introducción de una sustancia, tal como una vacuna u otra 

composición, en el cuerpo de un sujeto a través de o por medio de inhalación 

de una sustancia nebulizada (atomizada). En la administración respiratoria, el 

mecanismo de transporte principal implica la absorción de la sustancia 

atomizada a través de la mucosa de la tráquea, los bronquios y los pulmones y, 25 
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por lo tanto, es diferente de la administración intranasal o la peroral.  

 

Los términos “unión específica”, “se une específicamente” y similares, se 

definen como dos o más moléculas que forman un complejo que se puede 

medir bajo condiciones de ensayo o fisiológicas y es selectivo. Se dice que un 5 

anticuerpo u otro inhibidor “se une específicamente” a una proteína si, bajo 

condiciones apropiadamente seleccionadas, tal unión no se inhibe 

sustancialmente, mientras que al mismo tiempo se inhibe la unión no 

específica. La unión específica se caracteriza por una alta afinidad y es 

selectiva para el compuesto o la proteína. La unión no específica normalmente 10 

tiene baja afinidad. La unión de anticuerpos IgG, por ejemplo, se caracteriza 

por lo general por una afinidad de al menos aproximadamente 10-7 M o mayor, 

tal como al menos aproximadamente 10-8 M o mayor, o la menos 

aproximadamente 10-9 M o mayor, o al menos aproximadamente 10-10 o mayor, 

o al menos aproximadamente 10-11 M o mayor, o al menos aproximadamente 15 

10-12 M o mayor. El término también es aplicable, p. ej., cuando un dominio de 

unión a antígeno es específico para un epítopo en particular que no cuenta con 

numerosos antígenos portadores, en cuyo caso, por lo general, el anticuerpo 

portador del dominio de unión a antígeno no se unirá a otros antígenos. 

 20 

Tal como se usa en el presente documento, “fragmento inmunógeno 

específico” se refiere a una parte de una secuencia reconocible por un 

anticuerpo o linfocito T específico para esa secuencia. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “sujeto” se refiere a cualquier 25 
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animal que tenga un sistema inmunitario, lo que incluye mamíferos, tales como 

perros. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “sustancialmente idénticas” se 

refiere a un grado de identidad de secuencia de al menos aproximadamente el 5 

90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 

96 %, al menos aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 % 

o al menos aproximadamente el 99 %. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “vacuna de subunidades" y 10 

“composición de subunidades” se refiere a un tipo de vacuna o composición 

que incluye antígenos (pero no todos los antígenos) derivados de u homólogos 

a, antígenos de un patógeno de interés, tal como un virus, bacteria, parásito u 

hongo. Una composición o vacuna de este tipo está sustancialmente libre de 

células de patógeno o partículas patógenas intactas o del lisado de dichas 15 

células o partículas. Por tanto, se puede preparar una vacuna de subunidades 

o composición de subunidades a partir de polipéptidos inmunógenos al menos 

parcialmente purificados o sustancialmente purificados a partir del patógeno o 

sus análogos. Los procedimientos de obtención de un antígeno o antígenos de 

la vacuna de subunidades o composición de subunidades incluyen técnicas 20 

ordinarias de purificación, producción recombinante o síntesis química. Por 

tanto, una “vacuna de subunidades” o “composición de subunidades” se refiere 

a una vacuna o composición que consiste en un componente o componentes 

antigénicos definidos de un virus, bacteria u otro inmunógeno. 

Preferentemente, el componente de subunidad de la presente invención se 25 
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produce de forma recombinante y lo más preferentemente es pertactina (p68). 

 

“TCID50” se refiere a la “dosis infectiva en cultivo tisular” y se define como la 

dilución de un virus necesaria para infectar el 50 % de un lote dado de cultivos 

celulares inoculados. Se pueden usar diversos procedimientos para calcular la 5 

TCID50, incluido el procedimiento de Spearman-Karber, que se usa a lo largo 

de la presente memoria descriptiva. Para una descripción del procedimiento de 

Spearman-Karber, véase B. W. Mahy y H. O. Kangro, Virology Methods Manual 

25-46 (1996). 

 10 

Tal como se usa en el presente documento, “agente terapéutico” se refiere a 

cualquier molécula, compuesto, virus o tratamiento, preferentemente un virus 

atenuado o muerto, o subunidad o compuesto, que ayuda en el tratamiento de 

una infección, enfermedad o afección vírica, bacteriana, parasitaria o fúngica 

originada de este modo. 15 

 

Tal como se usa en el presente documento, “cantidad terapéuticamente eficaz” 

se refiere a una cantidad de un antígeno o vacuna o composición que induciría 

una respuesta inmunitaria en un sujeto (p. ej., perro) que recibe el antígeno o 

vacuna o composición, que es adecuada para evitar o mejorar signos o 20 

síntomas de enfermedad, incluidos efectos adversos para la salud o 

complicaciones de los mismos, provocados por una infección con un patógeno, 

tal como un virus, bacteria, parásito u hongo. Se puede inducir inmunidad 

humoral o inmunidad mediada por células, o tanto inmunidad humoral como 

inducida por células. Se puede evaluar la respuesta inmunogénica de un 25 
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animal frente a un antígeno, vacuna o composición indirectamente a través de 

la medida de valores de anticuerpos, ensayos de proliferación de linfocitos, o 

directamente a través del seguimiento de signos y síntomas después de la 

exposición a la cepa natural. Se puede evaluar la inmunidad protectora 

conferida por una vacuna o composición midiendo la reducción de la presencia 5 

de microorganismos inmunógenos y/o la reducción de los signos clínicos, tales 

como mortalidad, morbilidad, temperatura y estado físico general, salud y 

comportamiento del sujeto. La cantidad de una vacuna o composición que es 

terapéuticamente eficaz puede variar en función del inmunógeno en particular 

usado o de la afección del sujeto, y la puede determinar un experto en la 10 

técnica. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “tratar” o “que trata” se refiere a 

invertir, aliviar, inhibir la progresión de, o evitar un trastorno, afección o 

enfermedad al que se aplica tal término, o evitar uno o más síntomas de dicho 15 

trastorno, afección o enfermedad. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “tratamiento” se refiere al acto de 

“tratar”, como se define justo anteriormente. 

 20 

Tal como se usa en el presente documento, “vacuna” o “composición de 

vacuna” se refiere a una composición inmunógena seleccionada de entre virus 

o bacterias, modificados vivos, atenuados o muertos, o una vacuna de 

subunidades o cualquier combinación de lo mencionado anteriormente. La 

administración de la vacuna a un sujeto da lugar a una respuesta inmunitaria. 25 
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La vacuna se puede introducir directamente en el sujeto por cualquier vía de 

administración conocida, incluidas las vías parenteral, peroral y similares. Los 

términos significan una composición que evita o reduce una infección, o que 

evita o reduce uno o más signos o síntomas de infección. Normalmente, los 

efectos protectores de una composición de vacuna contra un patógeno se 5 

logran induciendo en el sujeto una respuesta inmunitaria. En general, la 

supresión o reducción de la incidencia de infección, la mejora de los signos o 

síntomas, o la eliminación acelerada del microorganismo de los sujetos 

infectados son indicativos de los efectos protectores de una composición de 

vacuna. Las composiciones de vacuna de la presente invención proporcionan 10 

efectos protectores contra infecciones provocadas por patógenos de 

enfermedades respiratorias caninas. 

 

Tal como se usa en el presente documento, “veterinariamente aceptable” se 

refiere a sustancias que, en el ámbito del buen criterio médico, son adecuadas 15 

para su uso en contacto con los tejidos de animales sin indebida toxicidad, 

irritación, respuesta alérgica y similares, conmensuradas con una proporción 

razonable de beneficio y riesgo, y eficaces para su uso pretendido.  

 

Tal como se usa en el presente documento, “vehículo veterinariamente 20 

aceptable” se refiere a un medio vehicular que no interfiere con la eficacia de la 

actividad biológica del principio activo y que no es tóxico para el animal al que 

se le administra. 

 

Antígenos, composiciones inmunógenas y vacunas 25 
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La presente divulgación se basa en el descubrimiento inesperado de que la 

inclusión de antígenos de pertactina aislados junto con una preparación de 

Bordetella bronchiseptica da lugar a mejora sustancial de la eficacia y la 

seguridad. Es decir, cuando se administra por vía parenteral a un perro antes 

de la exposición bacteriana, la composición evita la aparición de la 5 

traqueobronquitis y no da lugar a efectos secundarios adversos. 

 

La presente invención también proporciona composiciones inmunógenas y 

vacunas que comprenden uno o más virus y bacterias o subunidades que son 

adecuados para su administración a un cánido para el tratamiento contra el 10 

CERI. El coronavirus respiratorio canino (CRCoV) que engloba la presente 

invención se puede caracterizar como un coronavirus presente en las vías 

respiratorias de perros con enfermedades respiratorias infecciosas. En el plano 

filogenético, el CRCoV guarda una estrecha relación con el coronavirus bovino 

(BCoV), el coronavirus humano (HCoV) cepa OC43 y el virus de la 15 

encefalomielitis hemoaglutinante (HEV); el coronavirus canino entérico (CCoV) 

solo guarda una relación lejana con el CRCoV. Un ejemplo representativo de 

un CRCoV adecuado para su uso en la presente invención incluye una cepa 

identificada como CRCoV cepa 4182 (Erles et al., Virus Res., 124:78-87, 2007). 

 20 

Los antígenos de la gripe que engloba la presente invención pueden ser 

cualquier cepa de virus de la gripe identificada, de cualquier ave o mamífero, 

incluidos, pero sin limitación, el virus de la gripe con el subtipo H3 de 

hemaglutinina y el subtipo N8 de neuraminidasa, o el subtipo H3N8, 

denominado más comúnmente virus H3N8. La gripe puede ser de origen 25 
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mamífero o aviar, incluidos, pero sin limitación, los orígenes porcino, equino o 

canino. En un modo de realización se usa un antígeno de gripe canina. En un 

modo de realización se usa un antígeno de gripe equina. En un modo de 

realización, se usa una cepa con los subtipos de glucoproteínas denominados 

H3 o N8. En un modo de realización, se usa una cepa que tiene tanto el subtipo 5 

de glucoproteína H3 como el N8. 

 

Los antígenos de gripe que engloba la presente invención se pueden aislar a 

partir de perros, caballos, cerdos y aves, tanto domésticos como salvajes. Los 

animales escogidos para la toma de muestras deberán presentar síndromes 10 

clínicos agudos y/o subagudos, que pueden incluir síntomas respiratorios de 

leves a graves y fiebre. Los animales también pueden mostrar signos de 

anorexia y letargo. Los expertos en la técnica conocen bien los procedimientos 

de aislamiento de virus, que incluyen: inocular cultivos celulares de mamíferos 

o aves, inocular huevos embrionados con muestras de moco nasal o faríngeo 15 

de especímenes clínicos, recogida pasando un bastoncillo de algodón por las 

fosas nasales o la garganta, o recogida de tejidos tales como el bazo, el 

pulmón, las amígdalas y lavado hepático y pulmonar. Se puede observar el 

efecto citopático del virus en el cultivo celular. Se puede probar la capacidad 

del líquido alantoideo o los lisados celulares para aglutinar eritrocitos humanos, 20 

de pollo, pavo o cobaya, presuntas pruebas de la presencia de un virus de la 

gripe. 

 

Un ejemplo representativo de una cepa del virus de la gripe canina (CIV) 

adecuada para su uso en la presente invención incluye una cepa identificada 25 
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como A/canine/Iowa/9A1/B5/08/D12, que se depositó como PTA-7694 el 29 de 

junio de 2006 en la American Type Culture Collection (ATCC), 10801 University 

Boulevard, Manassas, VA 20110-2209. Una cepa representativa de antígeno 

del CIV es la cepa del virus CIV de la vacuna comercial Vanguard® CIV 

(Pfizer). La presente invención también engloba vacunas que comprenden una 5 

cepa identificada como cepa de gripe equina A/Equine/2/Miami/1/63. Esta cepa 

está depositada en la ATCC con el número de acceso VR 317. Son ejemplos 

adicionales de virus de la gripe para su uso en la presente invención 

A/canine/Iowa/13628/2005, A/Equine/Kentucky/1998, 

A/Equine/Kentucky/15/2002, A/Equine/Ohio/1/2003, A/Equine/Kentucky/1/1994, 10 

A/Equine/Massachusetts/213/2003, A/Equine/Wisconsin/2003, 

A/Equine/NewYork/1999 y A/Equine/Newmarket/A2/1993. Otras cepas y/o 

aislados preferentes del CIV incluyen los divulgados en las patentes de 

EE. UU. n. º 7.959.929 (en particular las cepas y secuencias de HA 

identificadas en ella como Jacksonville/2005, Miami/2005, FL/242/03 y 15 

Florida/43/04), 7.384.642, 7.572.620 y 7.468.187, cuyos contenidos, incluidas 

todas las secuencias, en particular las secuencias de HA, y cepas, se 

incorporan en el presente documento por referencia como si se describieran en 

su totalidad en el presente documento. Adicionalmente, una cepa del CIV 

adecuada para su uso en el presente documento incluye el aislado del CIV 20 

Colorado descrito en Barrell et al., J. Vet. Intern. Med., 24 (6), 1524-1527 

(2010), con número de acceso ADW41784.  

 

El virus paragripal canino (CPIV) que engloba la presente invención se puede 

caracterizar como uno de los virus que se sabe que son un agente causante 25 
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asociado con la tos de las perreras. Una cepa representativa de antígeno del 

CPIV es la cepa del virus CPI atenuado de la vacuna comercial Vanguard® 

Plus 5 (Pfizer). Otra cepa representativa de antígeno del CPIV es la cepa del 

CPI atenuado que tiene la denominación “NL-CPI-5” (National Veterinary 

Service Laboratory, Ames, IA).  5 

 

El adenovirus canino de tipo 2 (CAV-2) englobado por la presente invención se 

puede caracterizar como uno de los virus de los que también se sabe que son 

un agente causante asociado con la tos de las perreras. Una cepa 

representativa de antígeno del CAV-2 es la cepa del virus CAV-2 atenuado de 10 

la vacuna comercial Vanguard® Plus 5 (Pfizer). Una cepa representativa de 

antígeno del CAV-2 es la cepa del CAV-2 atenuado denominada la cepa 

"Manhattan" (National Veterinary Service Laboratory, Ames, IA).  

 

El Mycoplasma cynos (M. cynos) que engloba la presente invención se 15 

describe en Chalker et al., Microbiology, 150:3491-3497, 2004 y es la única 

especie de micoplasma asociada comúnmente con enfermedades respiratorias. 

Se describen composiciones inmunógenas contra M. cynos en el documento 

US 2007/0098739, incorporado en el presente documento por referencia. 

 20 

El componente de Bordetella bronchiseptica que engloba la presente invención 

se puede caracterizar como el agente causante bacteriano asociado con la tos 

de las perreras. Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la 

presente invención pueden ser una o más de: una Bordetella bronchiseptica 

viva atenuada, una vacuna bacteriana de Bordetella bronchiseptica o un 25 
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extracto bacteriano. Adicionalmente, la composición también incluye, 

preferentemente, un antígeno de subunidad aislado de Bordetella 

bronchiseptica. 

 

En un modo de realización se prepara la Bordetella bronchiseptica como un 5 

sonicado de células completas purificado por cromatografía en columna como 

se establece en la solicitud de patente n. º FR2571618, presentada el 12 de 

octubre de 1984. Otro ejemplo representativo de una Bordetella bronchiseptica 

es el extracto bacteriano Bronchicine™ CAe (Pfizer), que se preparar a partir 

de material antigénico extraído de células de Bordetella bronchiseptica. Otro 10 

ejemplo de Bordetella bronchiseptica es la cepa de bronchiseptica B-C2 viva 

atenuada presente en Nobivac® y/o la cepa de bronchiseptica viva de Intra-

Trac®, Bronchi-Shield®, NaramuneTM, Recombitek®, Univac y/o Kennel-JecTM. 

 

Adicionalmente, también está presente, preferentemente, una subunidad (es 15 

decir, complementada), en combinación con el componente de Bordetella 

bronchiseptica. Un ejemplo representativo de la subunidad es un antígeno de 

pertactina aislado, preferentemente, un antígeno de Bordetella bronchiseptica 

p68, en particular el antígeno de Bordetella bronchiseptica p68 recombinante 

que reconoce el anticuerpo monoclonal específico de p68 Bord 2-7 (descrito en 20 

el documento US 7.736.658, incorporado en el presente documento por 

referencia) y en un modo de realización preferente, tiene una secuencia de 

aminoácidos como se describe en el documento US 7.736.658 o tiene 

homología con ella.  

 25 
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Preferentemente, el antígeno de pertactina p68 recombinante se prepara en 

forma soluble, de modo que durante el procesamiento se conserva o se 

restablece la estructura nativa. En consecuencia, un aspecto de la invención 

proporciona una pertactina p68 recombinante que está sustancialmente libre de 

agregados (menos de aproximadamente el 80 %, el 90 %, el 95 % o incluso el 5 

99 %). En otro modo de realización se solubiliza la pertactina p68 recombinante 

con urea, preferentemente una solución de urea aproximadamente 0,1 M, 0,5 

M, 1 M, 2 M, 3 M o 6 M. A continuación, se puede purificar el antígeno p68, tal 

como a través de cromatografía en columna. Se describe un procedimiento de 

solubilización de este tipo en Surinder et al., J. Bioscience and Bioengineering, 10 

v. 99(4), págs 303-310 (2005).  

 

Los antígenos de pertactina usados en el presente documento también 

incluyen formas lipidadas. Se proporcionan ejemplos de producción de 

proteínas lipidadas en Erdile et al., Infection and Immunity, (1993) v. 61(1) 15 

págs. 81-90, incorporado por referencia. Los procedimientos divulgados en él 

se pueden usar para preparar proteínas de pertactina con modificaciones 

postraduccionales que contienen un resto lipídico unido. 

 

Además, en otro modo de realización, una composición inmunógena 20 

comprende Bordetella bronchiseptica y un antígeno Bsp22 aislado. En otro 

modo de realización, la composición inmunógena comprende Bordetella 

bronchiseptica, un antígeno de pertactina aislado y comprende además un 

antígeno Bsp22 aislado. Se puede preparar el antígeno Bsp22 como se 

establece en Medhekar et al., Molecular Microbiology (2009) 71(2), 492–504. 25 
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Preferentemente, el antígeno Bsp22 aislado está presente junto con (es decir, 

añadido a) un extracto de Bordetella bronchiseptica y un antígeno de pertactina 

aislado, específicamente p68 recombinante. “Bsp22” también incluye formas 

lipidadas del antígeno. Se proporcionan ejemplos de producción de proteínas 

lipidadas en Erdile et al., Infection and Immunity, (1993) v. 61(1) págs. 81-90, 5 

incorporado por referencia. Los procedimientos divulgados en él se pueden 

usar para preparar proteínas Bsp22 con modificaciones postraduccionales que 

contienen un resto lipídico unido. 

 

Los virus que engloba la presente invención se pueden propagar en células, 10 

líneas celulares y células huésped. Dichas células, líneas celulares o células 

huésped pueden ser, por ejemplo, pero sin limitación, células de mamíferos y 

células que no son de mamíferos, incluidas células de insectos y células 

vegetales. Las células, líneas celulares y células huésped en las que se 

pueden propagar los virus que engloba la presente invención se conocen 15 

fácilmente y son fácilmente accesibles para los expertos en la técnica. 

 

Las bacterias que engloba la presente invención se pueden cultivar y propagar 

usando diversos medios de cultivo conocidos por los expertos en la técnica, 

incluidos tanto medios de cultivo de caldo (líquidos) como de agar (sólidos; 20 

semisólidos). Algunas bacterias también se pueden cultivar y propagar en 

células de mamíferos o células que no son de mamíferos. 

 

Los virus y bacterias que engloba la presente invención se pueden atenuar o 

inactivar antes de su uso en una composición inmunógena o vacuna. Los 25 
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expertos en la técnica conocen bien los procedimientos de atenuación e 

inactivación. Los procedimientos de atenuación incluyen, pero sin limitación, 

paso en serie en cultivo celular en una línea celular adecuada (virus y algunas 

bacterias), paso en serie en caldo de cultivo (bacterias), irradiación ultravioleta 

(virus y bacterias) y mutagénesis química (virus y bacterias). Los 5 

procedimientos para la inactivación vírica o bacteriana incluyen, pero sin 

limitación, el tratamiento con formalina, betapropiolactona (BPL) o etilenimina 

binaria (BEI), u otros procedimientos conocidos por los expertos en la técnica. 

 

La inactivación por formalina se puede realizar mezclando la suspensión que 10 

contiene el microorganismo con formaldehído al 37 % hasta una concentración 

final de formaldehído del 0,5 %. La mezcla de microorganismo-formaldehído se 

mezcla por agitación constante durante aproximadamente 24 horas a 

temperatura ambiente. La mezcla de microorganismo inactivada se prueba 

después para determinar los microorganismos vivos residuales realizando un 15 

ensayo del crecimiento en una línea celular o un medio de cultivo adecuados. 

 

Para algunos antígenos, se puede realizar la inactivación por BEI mezclando la 

suspensión que contiene el microorganismo de la presente invención con BEI 

(2-bromo-etilamina en NaOH 0,175 N) 0,1 M hasta una concentración final de 20 

BEI de 1 mM. Para otros antígenos, la concentración final de BEI es de 2 mM. 

Un experto en la técnica conocerá la concentración apropiada que se debe 

usar. La mezcla de virus-BEI se mezcla por agitación constante durante 

aproximadamente 48 horas a temperatura ambiente, seguido de la adición de 

tiosulfato de sodio 1,0 M hasta una concentración final de 0,1 mM. Se continúa 25 
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mezclando durante dos horas más. La mezcla que contiene el microorganismo 

inactivado se prueba para determinar el virus vivo residual realizando un 

ensayo del crecimiento en una línea celular o un medio de cultivo adecuados.  

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 5 

pueden incluir uno o más vehículos veterinariamente aceptables. Tal como se 

usa en el presente documento, un "vehículo veterinariamente aceptable" 

incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersión, 

recubrimientos, adyuvantes, agentes estabilizantes, diluyentes, conservantes, 

agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes isotónicos, agentes 10 

retardadores de la absorción y similares. Los diluyentes pueden incluir agua, 

solución salina, dextrosa, etanol, glicerol y similares. Los agentes isotónicos 

pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y lactosa, entre otros 

conocidos por los expertos en la técnica. Los estabilizantes incluyen albúmina, 

entre otros conocidos por el experto en la técnica. Los conservantes incluyen 15 

mertiolato, entre otros conocidos por el experto en la técnica. 

 

El adyuvante puede ser metabolizable, en referencia a adyuvantes que 

consisten en componentes que puede metabolizar la especie objetivo tales 

como adyuvantes a base de aceite vegetal. Un adyuvante metabolizable puede 20 

ser un aceite metabolizable. Los aceites metabolizables son grasas y aceites 

presentes normalmente en plantas y animales, y habitualmente consisten en 

gran medida en mezclas de triacilgliceroles, también conocidos como 

triglicéridos o grasas neutras. Estas sustancias apolares, insolubles en agua, 

son triésteres de ácidos grasos de glicerol. Los triacilgliceroles difieren en 25 
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función de la identidad y ubicación de sus tres residuos de ácido graso o 

cadenas laterales.  

 

El adyuvante también puede ser no metabolizable, en referencia a adyuvantes 

que consisten en componentes que no puede metabolizar el organismo del 5 

sujeto animal al que se administra la emulsión. Los aceites no metabolizables 

adecuados para su uso en composiciones de la presente invención incluyen 

alcanos, alquenos, alquinos y sus correspondientes ácidos y alcoholes, los 

éteres y ésteres de los mismos, y mezclas de los mismos. Preferentemente, los 

compuestos individuales del aceite son compuestos de hidrocarburo ligeros, es 10 

decir, estos compuestos tienen de 6 a 30 átomos de carbono. El aceite se 

puede preparar por síntesis o purificar a partir de productos del petróleo. Los 

aceites no metabolizables preferentes para su uso en las composiciones 

descritas en el presente documento incluyen aceite mineral, queroseno y 

cicloparafinas, por ejemplo. El término “aceite mineral” se refiere a un aceite 15 

adyuvante no metabolizable que es una mezcla de hidrocarburos líquidos 

obtenida a partir de vaselina por medio de una técnica de destilación. El 

término es sinónimo de “vaselina licuada”, “vaselina líquida” y “vaselina filante”. 

También se pretende que el término incluya “aceite de vaselina fluido”, es decir, 

un aceite que se obtiene de manera similar por destilación de la vaselina, pero 20 

que tiene una densidad ligeramente inferior que la vaselina filante. El aceite 

mineral se puede obtener de diversas fuentes comerciales, por ejemplo, J.T. 

Baker (Phillipsburg, PA), USB Corporation (Cleveland, OH). El aceite de 

vaselina fluido está disponible en el mercado con el nombre DRAKEOL®. 

 25 
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Los adyuvantes incluyen, pero sin limitación, el sistema adyuvante Emulsigen 

(MVP Laboratories; Ralston, NE), el sistema adyuvante RIBI (Ribi Inc.; 

Hamilton, MT), alumbre, gel de hidróxido de aluminio, emulsiones de aceite en 

agua, emulsiones de agua en aceite tales como, p. ej., los adyuvantes de 

Freund completo e incompleto, copolímeros de bloque (CytRx; Atlanta, GA), 5 

SAF-M (Chiron; Emeryville, CA), adyuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil A, 

QS-21 (Cambridge Biotech Inc.; Cambridge, MA), GPI-0100 (Galenica 

Pharmaceuticals, Inc.; Birmingham, AL) u otras fracciones de saponina, 

monofosforil lípido A, adyuvante de lípido-amina Avridine, enterotoxina 

termolábil de E. coli (recombinante u otra), toxina del cólera, muramil dipéptido, 10 

copolímero de bloque /tensioactivo de escualeno/plurónico (SP-oil), 

sulfolipobeta-ciclodextrina (SL-CD), liposomas que contienen un 

inmunomodulador (p. ej., CpG o poly I:C), muramil dipéptido (MDP), iscomatrix 

(Quil A/fosfatidilcolina), CpG/DEAE-dextrano/aceite mineral (TXO), CpG, 

triterpenoides (p. ej., Quil A u otra preparación de saponina purificada o 15 

parcilamente purificada), esteroles (p. ej., colesterol), agentes 

inmunomoduladores (p. ej., bromuro de dimetil dioctadecil amonio - DDA), 

polímeros (p. ej., poli(ácido acrílico) tal como CARBOPOL®) y estimuladores de 

Th2 (p. ej., glucolípidos tales como Bay R1005®), y combinaciones de los 

mismos, entre muchos otros adyuvantes conocidos por los expertos en la 20 

técnica. 

 

Ejemplos no limitantes de diversas combinaciones que se pueden usar incluyen 

un triterpenoide más un esterol (p. ej., Quil A/colesterol, también conocido 

como QAC), un triterpenoide más un esterol, un agente inmunomodulador y un 25 
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polímero (p. ej., Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL®, también conocido como 

QCDC) y un triterpenoide más un esterol, un agente inmunomodulador, un 

polímero y un estimulador de Th2 (p. ej., Quil A/colesterol/DDA/CARBOPOL® y 

Bay R1005®, también conocido como QCDCR). 

 5 

El experto en la técnica puede determinar fácilmente las cantidades y 

concentraciones de adyuvantes y aditivos útiles en el contexto de la presente 

invención. En un modo de realización, la presente invención contempla 

composiciones inmunógenas y vacunas que comprenden de desde 

aproximadamente 20 µg hasta aproximadamente 2000 µg de adyuvante. En 10 

otro modo de realización, se incluye el adyuvante en una cantidad de desde 

aproximadamente 100 µg hasta aproximadamente 1500 µg, o desde 

aproximadamente 250 µg hasta aproximadamente 1000 µg, o desde 

aproximadamente 350 µg hasta aproximadamente 750 µg. En otra realización, 

se incluye en adyuvante en una cantidad de aproximadamente 500 µg/2 ml de 15 

dosis de la composición inmunógena o vacuna. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas también pueden incluir 

antibióticos. Tales antibióticos incluyen, pero sin limitación, los de las clases de 

aminoglucósidos, carbapenémicos, cefalosporinas, glucopéptidos, macrólidos, 20 

penicilinas, polipéptidos, quinolonas, sulfonamidas y tetraciclinas. En un modo 

de realización, la presente invención contempla composiciones inmunógenas y 

vacunas que comprenden de desde aproximadamente 1 µg/ml hasta 

aproximadamente 60 µg/ml de antibiótico. En otro modo de realización, las 

composiciones inmunógenas y vacunas comprenden de desde 25 
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aproximadamente 5 µg/ml hasta aproximadamente 55 µg/ml de antibiótico, o 

desde aproximadamente 10 µg/ml hasta aproximadamente 50 µg/ml de 

antibiótico, o desde aproximadamente 15 µg/ml hasta aproximadamente 45 

µg/ml de antibiótico, o desde aproximadamente 20 µg/ml hasta 

aproximadamente 40 µg/ml de antibiótico, o desde aproximadamente 25 µg/ml 5 

hasta aproximadamente 35 µg/ml de antibiótico. En otro modo de realización 

más, las composiciones inmunógenas y vacunas comprenden menos de 

aproximadamente 30 µg/ml de antibiótico. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 10 

pueden incluir una o más moléculas polinucleotídicas que codifican un virus o 

bacteria, o proteína vírica o bacteriana. Se pueden usar moléculas de ADN o 

ARN en las composiciones inmunógenas o vacunas. La molécula de ADN o 

ARN se puede administrar en ausencia de otros agentes o se puede 

administrar junto con un agente que facilita la incorporación celular (p. ej., 15 

liposomas o lípidos catiónicos). En general, el total de polinucleótido en la 

composición inmunógena o vacuna estará entre aproximadamente 0,1 µg/ml y 

aproximadamente 5,0 mg/ml. En otro modo de realización, el total de 

polinucleótido en la composición inmunógena o vacuna será de desde 

aproximadamente 1 µg/ml hasta aproximadamente 4,0 mg/ml, o desde 20 

aproximadamente 10 µg/ml hasta aproximadamente 3,0 mg/ml, o desde 

aproximadamente 100 µg/ml hasta aproximadamente 2,0 mg/ml. En la técnica 

se han descrito bien las vacunas y procedimientos de vacunación que usan 

ácidos nucleicos (ADN o ARNm), por ejemplo, en la patente de EE. UU. N. º 

5.703.055, en la patente de EE. UU. N. º 5.580.859, en la patente de EE. UU. 25 
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N. º 5.589.466, la totalidad de las cuales se incorporan en el presente 

documento por referencia. 

 

Además de los virus o bacterias descritos anteriormente, las composiciones 

inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención pueden incluir otros 5 

antígenos adicionales. Los antígenos pueden estar en forma de una 

preparación completa o parcial inactivada del microorganismo, o en forma de 

moléculas antigénicas obtenidas por técnicas de ingeniería genética o de 

síntesis química. Otros antígenos apropiados para su uso de acuerdo con la 

presente invención incluyen, pero sin limitación, los derivados de virus 10 

patógenos tales como el virus del moquillo canino, herpesvirus canino, virus de 

la gripe canina, virus de la rabia, bacterias patógenas tales como Leptospira 

bratislava, Leptospira canicola, Leptospira grippotyphosa, Leptospira 

icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona, Leptospira hardjobovis, especies del 

género Porphyromonas, especies del género Bacteriodes, especies del género 15 

Borrelia, especies del género Streptococcus, incluida Streptococcus equi 

subspecie zooepidemicus, especies del género Ehrlichia, especies del género 

Mycoplasma, incluida Mycoplasma cynos, y Microsporum canis. También se 

pueden obtener antígenos de hongos patógenos tales como Candida, 

protozoos tales como Cryptosporidium parvum, Neospora caninum, 20 

Toxoplasma gondii, especies del género Eimeria, especies del género Babesia, 

especies del género Giardia, especies del género Leishmania, o helmintos tales 

como Taenia, Cuterebra, Echinococcus y especies del género Paragonimus.  

 

Formas, dosificación, vías de administración 25 



40 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

se pueden administrar a animales para inducir una respuesta inmunitaria eficaz 

el CERI. En consecuencia, la presente invención proporciona procedimientos 

de estimulación de una respuesta inmunitaria eficaz mediante la administración 

a un animal de una cantidad terapéuticamente eficaz de una composición 5 

inmunógena o vacuna descrita en el presente documento.  

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas descritas en el presente 

documento se pueden administrar a un animal para vacunar al sujeto animal 

contra el CERI. Las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden 10 

administrar al animal para evitar o tratar el CERI en el animal. En 

consecuencia, en el presente documento se describen procedimientos de 

vacunación de un animal contra el CERI y de prevención o tratamiento del 

CERI que comprenden administrar al animal una cantidad terapéuticamente 

eficaz de una composición inmunógena o vacuna descrita en el presente 15 

documento. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

se pueden preparar de diversas formas en función de la vía de administración. 

Por ejemplo, las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden preparar 20 

en forma de soluciones o dispersiones acuosas estériles adecuadas para uso 

inyectable, o se pueden preparar en formas liofilizadas usando técnicas de 

criodesecación. Normalmente, las composiciones inmunógenas y vacunas 

liofilizadas se mantienen a aproximadamente 4 °C y se pueden reconstituir en 

una solución estabilizante, p. ej., solución salina o HEPES, con o sin 25 
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adyuvante. Las composiciones inmunógenas y vacunas también se pueden 

preparar en forma de suspensiones o emulsiones. 

 

Las composiciones inmunógenas y vacunas que engloba la presente invención 

incluyen una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o más de los 5 

microorganismos descritos anteriormente. Los virus y/o bacterias purificados se 

pueden usar directamente en una composición inmunógena o vacuna, o se 

pueden atenuar adicionalmente o inactivar. Normalmente, una composición 

inmunógena o vacuna contiene entre aproximadamente 1×102 y 

aproximadamente 1×1012 partículas víricas o bacterianas, o entre 10 

aproximadamente 1×103 y aproximadamente 1×1011 partículas, o entre 

aproximadamente 1×104 y aproximadamente 1×1010 partículas, o entre 

aproximadamente 1×105 y aproximadamente 1×109 partículas, o entre 

aproximadamente 1×106 y aproximadamente 1×108 partículas. Un experto en la 

técnica puede determinar la cantidad precisa de un microorganismo en una 15 

composición inmunógena o vacuna eficaz para proporcionar un efecto 

protector. 

 

En general, las composiciones inmunógenas y vacunas comprenden un 

vehículo veterinariamente aceptable en un volumen de entre aproximadamente 20 

0,5 ml y aproximadamente 5 ml. En otro modo de realización, el volumen del 

vehículo está entre aproximadamente 1 ml y aproximadamente 4 ml, o entre 

aproximadamente 2 ml y aproximadamente 3 ml. En otro modo de realización, 

el volumen del vehículo es de aproximadamente 1 ml, o es de 

aproximadamente 2 ml, o es de aproximadamente 5 ml. Pueden ser vehículos 25 
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veterinariamente aceptables adecuados para su uso en composiciones 

inmunógenas y vacunas todos los descritos anteriormente en el presente 

documento.  

 

Los expertos en la técnica pueden determinar fácilmente si es necesario 5 

atenuar o inactivar un virus o bacteria antes de su administración. En otro modo 

de realización de la presente invención, se puede administrar directamente un 

virus o bacteria a un animal sin atenuación adicional. La cantidad de un 

microorganismo que es terapéuticamente eficaz puede variar en función del 

microorganismo en particular usado, la afección del animal y/o el grado de 10 

infección, y la puede determinar un experto en la técnica. 

 

De acuerdo con los procedimientos de la presente invención, se puede 

administrar a los animales una dosis individual, o, alternativamente, pueden 

tener lugar dos o más inoculaciones con intervalos de desde aproximadamente 15 

dos hasta aproximadamente diez semanas. Pueden ser necesarios 

tratamientos de refuerzo y se puede ajustar la pauta posológica para 

proporcionar una inmunización óptima. Los expertos en la técnica pueden 

determinar fácilmente la pauta posológica óptima.  

 20 

Las composiciones inmunógenas y vacunas se pueden administrar 

directamente en el torrente circulatorio, en el músculo, en vísceras o bajo la 

piel. Los medios adecuados para la administración parenteral incluyen las 

administraciones intravenosa, intraarterial, intramuscular y subcutánea. Los 

dispositivos adecuados para la administración parenteral incluyen inyectores de 25 
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aguja (incluidos los de microaguja) e inyectores sin aguja.  

 

Normalmente, las formulaciones parenterales son soluciones acuosas que 

pueden contener excipientes tales como sales, hidratos de carbono y agentes 

tamponadores (preferentemente a un pH de desde aproximadamente 3 hasta 5 

aproximadamente 9, o desde aproximadamente 4 hasta aproximadamente 8, o 

desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 7,5, o desde 

aproximadamente 6 hasta aproximadamente 7,5, o aproximadamente 7 a 

aproximadamente 7,5), pero, para algunas aplicaciones, se pueden formular 

más adecuadamente como una solución no acuosa estéril o como una forma 10 

desecada para su uso junto con un vehículo adecuado, tal como agua sin 

pirógenos estéril o solución salina.  

 

La preparación de formulaciones parenterales en condiciones estériles, por 

ejemplo, por liofilización, se puede llevar a cabo fácilmente usando técnicas 15 

farmacéuticas ordinarias bien conocidas por los expertos en la técnica. 

 

La solubilidad de los materiales usados en la preparación de soluciones 

parenterales se puede incrementar mediante el uso de técnicas de formulación 

apropiadas conocidas por el experto en la técnica, tales como la incorporación 20 

de agentes potenciadores de la solubilidad, incluidos tampones, sales, 

tensioactivos, liposomas, ciclodextrinas y similares. 

 

Las composiciones para administración parenteral se pueden formular para que 

sean de liberación inmediata o modificada. Las formulaciones de liberación 25 
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modificada incluyen liberación retardada, mantenida, por pulsos, controlada, 

dirigida y programada. Por tanto, las composiciones inmunógenas y vacunas se 

pueden formular como un sólido, un semisólido o un líquido tixotrópico para su 

administración como un depósito implantado que proporciona liberación 

modificada de las composiciones inmunógenas y vacunas.  5 

 

Otros medios de administración de la composición inmunógena o vacuna 

incluyen la administración por inyección con microaguja o sin aguja (p. ej., 

Powderject™, Bioject™, etc.). 

 10 

En casos en los que se usa la inyección subcutánea o intramuscular, es 

preferente una formulación isotónica. En general, los aditivos para la 

isotonicidad pueden incluir cloruro de sodio, dextrosa, manitol, sorbitol y 

lactosa. En casos particulares, se usan soluciones isotónicas tales como la 

solución salina tamponada con fosfato. Las formulaciones pueden englobar 15 

además estabilizantes tales como gelatina y albúmina. En algunos modos de 

realización, se añade a la formulación un agente vasoconstrictor. En general 

las preparaciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invención se 

proporcionan estériles y sin pirógenos. No obstante, los expertos en la técnica 

saben bien que las formulaciones para el vehículo farmacéuticamente 20 

aceptable son los vehículos farmacéuticos aprobados en las normativas 

promulgadas por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos, o una 

instancia gubernamental equivalente en un país extranjero tal como Canadá o 

México, o cualquiera de las naciones europeas, para cualquier vacuna canina, 

composiciones inmunógenas y vacunas de subunidades polipeptídicas (de 25 
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antígeno), vacunas de vectores víricos recombinantes y vacunas de ADN. Por 

lo tanto, el vehículo farmacéuticamente aceptable para la producción comercial 

de las composiciones inmunógenas o vacunas es un vehículo que ya está 

aprobado o lo aprobará la administración gubernamental apropiada en Estados 

Unidos o en un país extranjero. Las composiciones inmunógenas y vacunas se 5 

pueden mezclar además con un adyuvante que sea farmacéuticamente 

aceptable. En determinadas formulaciones de las composiciones inmunógenas 

y vacunas, se combina la composición inmunógena o vacuna con otras 

composiciones inmunógenas o vacunas caninas para producir un producto 

polivalente que pueda proteger al cánido de una amplia variedad de 10 

enfermedades provocadas por otros patógenos caninos.  

 

Procedimientos de detección y diagnóstico 

El alcance y la naturaleza de las respuestas inmunitarias inducidas en el animal 

se pueden evaluar usando diversas técnicas. Por ejemplo, se pueden recoger 15 

sueros de los animales inoculados y someterlos a pruebas para detectar la 

presencia o ausencia de anticuerpos específicos para los inmunógenos. La 

detección de linfocitos T citotóxicos (CTL) de respuesta en tejidos linfáticos, 

indicador de la inducción de una respuesta inmunitaria celular, se puede lograr 

mediante ensayos tales como los de proliferación de linfocitos T. Las técnicas 20 

pertinentes están bien descritas en la técnica.  

 

Kits 

Dado que puede ser deseable administrar una composición inmunógena o 

vacuna en combinación con composiciones o compuestos adicionales (por 25 
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ejemplo, con el fin de tratar una enfermedad o afección en particular), está 

dentro del alcance de la presente invención que, de forma conveniente, una 

composición inmunógena o vacuna puede estar incluida en, o combinada en, 

forma de un kit adecuado para la administración o coadministración de las 

composiciones. 5 

 

Así, los kits que engloba la presente invención pueden comprender una o más 

composiciones farmacéuticas independientes, al menos una de las cuales es 

una composición inmunógena o vacuna de acuerdo con la presente invención, 

y un medio para mantener separadas dichas composiciones, tal como un 10 

recipiente, un frasco dividido o un envase de lámina metálica dividido. Un 

ejemplo de un kit de este tipo es una jeringuilla y una aguja, y similares. Un kit 

de la presente invención es particularmente adecuado para administrar 

diferentes formas farmacéuticas, por ejemplo, oral o parenteral, para 

administrar las composiciones independientes a intervalos de dosificación 15 

diferentes, o para valorar las composiciones independientes una frente a la 

otra. Para ayudar a la administración de una composición que engloba la 

presente invención, normalmente, el kit comprende instrucciones para la 

administración. 

 20 

Otro kit que engloba la presente invención puede comprender uno o más 

reactivos útiles para la detección de un animal infectado. El kit puede incluir 

reactivos para analizar una muestra para detectar la presencia de 

microorganismos completos, polipéptidos, epítopos o secuencias 

polinucleotídicas. La presencia de virus, bacterias, polipéptidos o secuencias 25 
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polinucleotídicas se puede determinar usando anticuerpos, PCR, hibridación y 

otros procedimientos de detección conocidos por los expertos en la técnica. 

 

Otro kit que engloba la presente invención puede proporcionar reactivos para la 

detección de anticuerpos frente a epítopos particulares. Estos reactivos son 5 

útiles para analizar una muestra para detectar la presencia de anticuerpos y los 

conocen fácilmente y están fácilmente disponibles para el experto en la técnica. 

La presencia de anticuerpos se puede determinar usando procedimientos de 

detección ordinarios conocidos por los expertos en la técnica.  

 10 

En determinados modos de realización, los kits pueden incluir un juego de 

instrucciones impresas o una etiqueta que indique que el kit es útil para la 

detección de animales infectados. 

 

Anticuerpos 15 

Los anticuerpos pueden ser monoclonales, policlonales o recombinantes. Los 

anticuerpos se pueden preparar contra el inmunógeno o contra una parte del 

mismo. Por ejemplo, se pueden aislar y usar como inmunógeno un péptido 

sintético basado en la secuencia de aminoácidos del inmunógeno, o preparado 

de forma recombinante por técnicas de clonación, o el producto génico natural 20 

y/o partes del mismo. Se pueden usar inmunógenos para producir anticuerpos 

mediante tecnología ordinaria de producción de anticuerpos bien conocida por 

los expertos en la técnica. También se pueden preparar fragmentos de 

anticuerpo a partir de los anticuerpos por procedimientos conocidos por los 

expertos en la técnica, e incluyen fragmentos Fab, F(ab')2 y Fv. 25 
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En la producción de anticuerpos, se puede llevar a cabo la selección del 

anticuerpo deseado por procedimientos ordinarios en inmunología conocidos 

en la técnica. En general, los tipos de inmunoensayos preferentes son ELISA y 

la transferencia de bandas Western. Los expertos en la técnica conocen bien 5 

ambos ensayos. En los ensayos se pueden usar tanto anticuerpos policlonales 

como monoclonales. Como se conoce bien en la técnica, se puede unir el 

anticuerpo a un sustrato de soporte sólido, conjugarlo con un resto detectable, 

o unirlo y conjugarlo. También se conoce bien en la técnica la unión de 

anticuerpos a un sustrato de soporte sólido. Los restos detectables que se 10 

contemplan para su uso en la presente invención pueden incluir, pero sin 

limitación, marcadores fluorescentes, metálicos, enzimáticos y radioactivos 

tales como biotina, oro, ferritina, fosfatasa alcalina, b-galactosidasa, 

peroxidasa, ureasa, fluoresceína, rodamina, tritio, 14C y yodación. 

 15 

La presente invención se ilustra adicionalmente, pero en modo alguno se limita, 

mediante los siguientes ejemplos.  

 

Ejemplos 

Ejemplo 1: Inmunogenicidad de una vacuna de subunidades de extracto 20 

bacteriano de Bordetella bronchiseptica. 

Se incluyeron en el estudio treinta y dos Beagle de aproximadamente 8 

semanas de edad con Bordetella bronchiseptica baja (valores de anticuerpo 

microaglutinador (MAT) de ≤16). Se repartió a los cachorros aleatoriamente en 

dos grupos de tratamiento (T1 y T2) de 16 cada uno. Se retiró un cachorro del 25 
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T2 antes de la primera vacunación debido a una hernia inguinal. 

 

Tabla 1. Diseño del estudio 

Grupo Vacuna N 

Vacunación Exposición 

Volumen 

ml 

Días 

del 

estudio Vía 

Día del 

estudio Dosis/Perro Vía 

T1 Solución salina 16 1,0 

0 y 21 SC 42 

6,4x10
8
 

UFC 

 

(unidades 

formadoras 

de colonias) 

Intranasal 

 

Aerosolización 

en la cámara 
T2 

Vacuna de 

subunidades-

Extracto de B. 

bronchiseptica 

15 1,0 

 

Se vacunó a los perros por vía subcutánea (SC) con la vacuna apropiada en 5 

los días 0 y 21, de acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 1. A 

cada perro se le administraron las vacunas en la región del hombro derecho 

para la primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación. 

 10 

En el día 42, se expuso a los perros de todos los grupos de tratamiento a B. 

bronchiseptica por vía intranasal mediante el uso de aerosolización en una 

cámara de plexiglás durante 30 minutos. Se expuso a cuatro perros (2 del T1 y 

2 del T2) al mismo tiempo, con la excepción de un grupo, que tenía únicamente 

3 animales (dos del T1 y uno del T2) porque se había retirado un animal del 15 

estudio anteriormente. 

 

La variable principal de eficacia fue la tos. Todas las demás variables (rinorrea, 

secreción ocular, estornudos, depresión, arcadas, respiración) se consideraron 
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variables secundarias de apoyo. Se realizaron observaciones clínicas para 

detectar signos de enfermedad respiratoria, incluida la tos, dos veces al día 

(“períodos de observación”; a.m. y p.m.), durante aproximadamente 30 minutos 

en cada habitación por cada sesión, desde el día 42 y hasta el día 70 

(finalización del estudio). Se calculó para cada animal si un animal tosía 5 

durante dos períodos de observación tras la exposición o no. Se calculó una 

distribución de la frecuencia de tos/sin tos durante dos períodos de observación 

consecutivos para cada tratamiento. Se analizo la tos/sin tos durante dos 

períodos de observación consecutivos con una prueba de Cohran-Armitage, 

ajustando para cada habitación, dado que no era posible analizar los datos con 10 

un modelo mixto lineal generalizado. Se calcularon las distribuciones de la 

frecuencia de aislamiento bacteriano nasal (+/-) para cada tratamiento y punto 

temporal. También se determinó para cada animal si en algún momento se le 

aislaron o no bacterias tras la exposición. 

 15 

Se calculó una distribución de la frecuencia de si a un animal se le habían 

aislado en algún momento B. bronchiseptica tras la exposición para cada 

tratamiento y se analizó con un modelo mixto lineal generalizado, cuando fue 

posible. Se calculó la duración de la presencia nasal tras la exposición para 

cada animal y se analizó con un modelo mixto lineal general. Los valores de 20 

anticuerpos se transformaron logarítmicamente y se analizaron usando un 

modelo mixto lineal general para medidas repetidas.  

 

Resultados: No se observó dolor o fiebre (≥39,5 ºC) en ninguno de los perros 

tras la vacunación. Se observó que algunos perros de ambos grupos de 25 
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tratamiento se rascaban en el momento de la vacunación. Se observaron 

hinchazones por inyección de tamaño pequeño (2x2x1 cm) únicamente en dos 

perros del T2 durante las 3-6 horas de observación posteriores a la primera 

vacunación. Los datos indican que la vacuna era segura y que los perros la 

toleraron bien. 5 

 

Todos los controles con solución salina presentaron tos, lo que indican una 

exposición adecuada. La media de los mínimos cuadrados (MC) de la duración 

de la tos del grupo de control fue de 20,3. En contraste, la vacuna redujo 

significativamente la duración de la tos hasta una media de MC de 5,2 en los 10 

vacunados con un valor de p <0,0001. Adicionalmente, se redujeron otros 

signos clínicos respiratorios, tales como las arcadas y la respiración, en los 

vacunados en comparación con los controles.  

 

Los datos de aislamiento bacteriano tras la exposición mostraron que la vacuna 15 

de prueba reducía significativamente la duración de la presencia nasal del 

microorganismo inmunógeno en el grupo vacunado (media de MC de 20,5) en 

comparación con los controles con solución salina (media de MC de 25,3) con 

un valor de p de 0,0061. Los datos indican que la vacuna es eficaz en la 

reducción del grado de infección, como confirma la reducción de la duración de 20 

la presencia en los vacunados. 

 

Las respuestas de anticuerpos generadas tras la vacunación (días 21 y 42) en 

el grupo T2 fueron similares a las del T1, probablemente debido a la naturaleza 

del ensayo de anticuerpos aglutinadores, y no a la carencia de antigenicidad. 25 
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En el día 70 se observó que en la mayoría de los vacunados se indujo una 

fuerte respuesta anamnésica tras la vacunación (media de MC de 426) en 

comparación con el control con solución salina (media de MC de 13), lo que 

indica una inmunización eficaz.  

 5 

Tomados conjuntamente, los datos de este estudio indican claramente que la 

vacuna de subunidades de extracto bacteriano de Bordetella bronchiseptica 

demostró eficacia por la reducción de la duración de la tos y la presencia nasal. 

 

Ejemplo 2: Evaluación de la eficacia y la seguridad de una vacuna de 10 

Bordetella bronchiseptica inyectable. 

Se incluyeron en el estudio cincuenta perros Beagle, aproximadamente a las 8 

semanas de edad. Se repartió a los perros en 5 grupos de 10 cada uno. Todos 

los animales tenían un estado de salud general bueno y no recibieron ninguna 

vacunación de Bordetella. Las muestras de suero previas a la selección dieron 15 

resultados negativos para B. bronchiseptica, con valores <16 por la prueba de 

microaglutinación (MAT) antes de la primera vacunación. Mediante una prueba 

de aislamiento bacteriano de hisopos nasales antes de la primera vacunación 

(día 0) se determinó que ninguno de los animales tenía B. bronchiseptica. 

 20 
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Tabla 2. Diseño del estudio 

 

Grupo 

Producto en 

fase de 

investigación 

clínica 

veterinaria 

 

(PIV) 

N 

Vacunación Exposición 

Volumen 

ml 

Días del 

estudio Vía 

Día 

del 

estu

dio Dosis/Perro Vía 

T01: 
Solución 

salina 
10 1,0 0 y 21 SC 

42 

5,4x10
8
 UFC 

 

(unidades 

formadoras de 

colonias) 

Intranasal 

 

Aerosoliz

ación en 

la cámara 

T02 

Extracto 

bacteriano de 

B. 

bronchiseptica 

/ pertactina 

(10µg) / 

QCDC 

10 1,0 0 y 21 SC 

T03 

Vacuna 

comercial de 

extracto de B. 

bronchiseptica 

modificada 

con adyuvante 

10 1,0 0 y 21 SC 

T04 

Pertactina 

(10µg) / 

QCDC 

10 1,0 0 y 21 SC 

T05 

Vacuna 

intranasal 

comercial 

10 0,5 0 IN 

Se vacunó a los animales con la vacuna apropiada en los días 0 y 21, de 

acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 2. Las vacunas de los 5 

grupos T01, T02, T03 y T04 se administraron por vía subcutánea a cada perro 

en la región del hombro derecho para la primera vacunación y en la región del 
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hombro izquierdo para la segunda vacunación. El grupo T05 recibió una única 

vacunación intranasal de una vacuna intranasal disponible comercialmente en 

el día 0. Este grupo fue vacunado en último lugar para evitar la propagación de 

la vacuna viva por las instalaciones, y se alojó a los perros de este grupo por 

separado en una habitación distinta para evitar la exposición a otros grupos. 5 

 

En el día 42, se expuso a los perros de todos los grupos de tratamiento a 

Bordetella bronchiseptica por vía intranasal mediante el uso de aerosolización 

en una cámara de plexiglás durante un total de 30 minutos. Se expuso a cinco 

perros de cada recinto (uno de cada grupo de tratamiento) al mismo tiempo.  10 

 

La variable principal de eficacia fue la tos; el aislamiento bacteriano fue la 

variable secundaria. Se realizaron observaciones clínicas para detectar signos 

de enfermedad respiratoria, incluida la tos, dos veces al día (“períodos de 

observación”; a.m. y p.m.), durante aproximadamente 30 minutos en cada 15 

habitación por cada sesión, desde el día 42 y hasta el día 62 y una vez (a.m.) 

en el día 63 (finalización del estudio). Antes del análisis de la tos, se transformó 

el porcentaje de períodos de observación con tos con una transformación de 

raíz cuadrada del arcoseno. El porcentaje de períodos de observación 

transformado y el número de días con tos se analizaron con un modelo mixto 20 

lineal general. Para cada animal se calcularon el porcentaje de períodos de 

observación tras la exposición en los que un animal tose y el número de días 

tras la exposición con tos.  

 

Resultados: Se observaron hinchazones de leves a moderadas en los sitios de 25 



55 

 

inyección de perros del grupo de tratamiento T02 y T04 (datos no mostrados). 

La intensidad de las reacciones y el número de perros afectados aumentaron 

después de la segunda vacunación. Se observaron reacciones leves en el sitio 

de inyección en unos pocos perros del grupo de tratamiento T03. No se 

observó ninguna hinchazón por inyección medible en el grupo de solución 5 

salina T01. No se observó fiebre sintomática (≥ 39,5 °C), excepto en un perro 

del grupo T02 en el día 4 tras la vacunación. No se observó dolor en ninguno 

de los perros vacunados. 

 

La inoculación del inmunógeno de B. bronchiseptica indujo tos en todos los 10 

controles no vacunados (el 53,3 % y tosieron 14,7 días), lo que indica que la 

exposición era adecuada para evaluar las vacunas de prueba. Los resultados 

obtenidos para el grupo T05, que recibió la vacuna intranasal comercial (control 

positivo), mostraron que se observó tos en el 4,6 % hasta 2 días tras la 

exposición, lo que apunta a que el grado de exposición es óptimo y no 15 

excesivo.  

 

En este estudio se evaluaron tres formulaciones de prueba. En el T02 se 

observó tos en el 16,1 % hasta 6 días tras la exposición, en el T03 se observó 

tos en el 34,7 % hasta 10,5 días tras la exposición y en el T04 se observó tos 20 

en el 34,5 % hasta 10,7 días tras la exposición. En consecuencia, todos los 

grupos vacunados mostraron puntuaciones de tos reducidas en comparación 

con los controles no vacunados. El grupo T02 vacunado con un extracto 

bacteriano de B. bronchiseptica, con adición de pertactina y con QCDC como 

adyuvante, demostró una reducción estadísticamente significativa en los 25 
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criterios de puntuación de la tos. Por tanto, la eficacia de la formulación 

probada en el T02 resultó eficaz.  

 

Ejemplo 3. Seguridad y eficacia de vacunas que contienen Bordetella 

bronchiseptica en perros.  5 

Para el estudio se seleccionaron cincuenta (50) perros, repartidos en 5 grupos 

de tratamiento. Basándose en una exploración física en el día -4 se determinó 

que los animales eran adecuados para el estudio.  

 

En los días -2, 21 y 28 antes de cada vacunación se recogieron muestras de 10 

sangre (de aproximadamente 8 ml) para la serología en tubos SST de todos los 

animales del estudio. Las muestras de suero recogidas en el día -2 se usaron 

para confirmar que los animales no tenían B. bronchiseptica. En el día 0 antes 

de la vacunación se recogieron hisopos nasales y se sometieron a pruebas 

para detectar la presencia de B. bronchiseptica. Comenzando en el día -4 se 15 

tomaron las temperaturas timpánicas para establecer un valor inicial antes de la 

vacunación.  

 

En los días 0, 21 y 28 se vacunó a los animales con la vacuna apropiada de 

acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 3. A cada perro se le 20 

administraron las vacunas por vía subcutánea en la región del hombro derecho 

para la primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación.  
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Tabla 3. Diseño del estudio 

 

En los días de vacunación 0, 21 y 28 se observó a todos los animales para 

evaluar las reacciones en el sitio de inyección tras la vacunación. Desde los 5 

días 1 hasta 7 y 22-35 se les observó a diario para evaluar las reacciones tras 

Grupo PIV N 

Vacunación
1
 Exposición

2
 

Vol 

(ml) 

Días 

del 

estudio Vía 

Día del 

estudio 

Dosis 

objetiv

o/Perro Vía 

T01: 

B. bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 28 

SC 56 10
9
 

Intranasal 

 

(aerosol; 

cámara) 

T02 Solución salina 10 1,0 0 y 28 

T03 

B. bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 21 

T04 

CRCoV/CIV/CPIV/ 

CAV2 

 

rehidratada con B. 

bronchiseptica 

(inactivada) 

 

+ pertactina (10 µg) 

 

Sin adyuvante 

10 1,0 0 y 28 

T05 

CRCoV/CIV/CPIV/ 

CAV2 

 

rehidratada con 

agua (diluyente) 

10 1,0 0 y 28 

1
 El producto en fase de investigación clínica veterinaria (PIV) se administró por vía subcutánea (SC).  

 
2
 Dosis de exposición objetivo de 10^9 microorganismos de cepa de Bordetella bronchiseptica. 
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la vacunación. En los días de 0 a 7 y de 21 a 35 se tomaron las temperaturas 

timpánicas.  

 

En el día 55, un día antes de la exposición, se recogieron muestras de sangre 

(de aproximadamente 6 ml) para serología. En los días 54, 55 y 56 antes de la 5 

exposición se tomaron las temperaturas timpánicas. En el día 55, un día antes 

de la vacunación, se recogieron hisopos nasales y se sometieron a pruebas 

para detectar la presencia de B. bronchiseptica. Se observó a los animales dos 

veces al día (a.m. y p.m.), aproximadamente 30 minutos cada sesión en los 

días 54 y 55, y a.m. en el día 56, para detectar signos clínicos de enfermedad 10 

respiratoria, con el fin de establecer valores iniciales. 

 

Se usó Bordetella bronchiseptica (cepa inmmunógena) para preparar una dosis 

de exposición objetivo de 109 UFC/4 ml/perro. En el día 56, se expuso a los 

perros de todos los grupos de tratamiento a B. bronchiseptica por vía intranasal 15 

mediante el uso de aerosolización en una cámara de plexiglás durante un total 

de 30 minutos para cada recinto expuesto. Se expuso a cinco perros de cada 

recinto (uno de cada grupo de tratamiento) al mismo tiempo.  

 

Desde el día 56 hasta el 77 se registraron las temperaturas timpánicas una vez 20 

al día. Se realizaron observaciones clínicas dos veces al día (a.m. y p.m.), 

durante aproximadamente 30 minutos en cada habitación por cada sesión, 

desde el día 56 y hasta el día 76 y una vez (a.m.) en el día 77. Brevemente, se 

observaron la tos, la rinorrea, los estornudos, la secreción ocular, las arcadas y 

la depresión usando el siguiente sistema de puntuación: ausente (0), leve (1), 25 
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moderado (2) e intenso (3). En los días 59, 62, 66, 69, 74, 76 y 77 se 

recogieron hisopos nasales para determinar la presencia de microorganismos 

inmunógenos.  

 

En el día 77 se recogieron muestras de sangre (de aproximadamente 6 ml) 5 

para serología. Se tomaron hisopos nasales para el aislamiento de B. 

bronchiseptica usando bastoncillos de algodón y medios de transporte. 

 

Se determinaron los anticuerpos aglutinantes frente a B. bronchiseptica 

mediante la prueba de microaglutinación (MAT). Se valoraron muestras de 10 

suero de los grupos de tratamiento T04 y T05 de los días 0, 28, 55 y 77 para 

determinar los anticuerpos frente al CRCoV por neutralización sérica e IFA, y 

para el CIV por HAI. El aislamiento de B. bronchiseptica a partir de hisopos 

nasales se realizó de acuerdo con el procedimiento ordinario. Se sometió a 

prueba cada muestra cualitativamente para determinar la presencia o ausencia 15 

de bacterias.  

 

Resultados. Mediante aislamiento por cultivo de hisopos nasales se confirmó 

que cincuenta (50) cachorros de Beagle sanos de aproximadamente 8 

semanas de edad no tenían microorganismos de B. bronchiseptica en el día 0. 20 

Las muestras de suero evaluadas para detectar anticuerpos aglutinantes frente 

a B. bronchiseptica por MAT confirmaron que todos los cachorros eran 

sensibles con valores de MAT de ≤8 en el día -2. 

 

Todas las vacunas experimentales evaluadas en este estudio produjeron 25 
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hinchazones de leves a moderadas después de la primera vacunación. En la 

mayoría de los vacunados las hinchazones por inyección se limitaron al día 0 

del estudio. También se observaron hinchazones por inyección de leves a 

moderadas después de la segunda vacunación. Cuando se produjeron, las 

hinchazones en el sitio de inyección desparecieron entre uno y tres días 5 

después de la segunda vacunación. Se observó rascado de forma 

predominante en el grupo combinado de 5 elementos (T04). No se observó 

fiebre sintomática después de las vacunaciones. No se observaron 

hinchazones en el grupo de solución salina. Los datos confirmaron la seguridad 

de las vacunas.  10 

 

El recuento de colonias realizado antes de la inoculación de inmunógeno 

confirmó que se aerosolizaron un promedio de 1,45 x 108 UFC de Bordetella 

por perro en la cámara. La inoculación del inmunógeno indujo tos en todos los 

perros de control con solución salina (T02) con un porcentaje medio de 15 

observación de tos del 43,5 % y 12,2 con tos. El grupo de tratamiento T05, 

vacunado únicamente con los 4 elementos víricos (CRCoV/CIV/CPIV/CAV2) 

sin antígeno de Bordetella padeció tos de forma similar al control con solución 

salina con un porcentaje medio de tos observada del 43,4 % y 12,2 días de tos. 

Estos descubrimientos indican que la exposición era adecuada y consistente 20 

para evaluar las vacunas de prueba. 

 

Los perros del grupo de tratamiento T01 vacunados con la vacuna de 

Bordetella estaban significativamente protegidos contra el inmunógeno (3,6 

días de tos, p<0,0001) en comparación con el grupo de control (12,2 días de 25 
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tos). La misma vacuna también protegió significativamente a los perros del T03 

cuando se les administró con una pauta posológica a intervalos de 3 semanas 

(5,8 días de tos, p=0,0004). La reducción de las puntuaciones de tos en estos 

dos grupos (T01 frente a T03) no fue significativamente diferente (valor de 

p=0,1883), lo que sugiere que el grado de protección para la vacuna dada con 5 

un intervalo de 3 o 4 semanas es similar.  

 

Los perros del T04 que recibieron la vacuna combinada de 5 elementos sin 

adyuvante estaban significativamente protegidos (p=0,0016) contra la 

exposición a Bordetella (6,6 días de tos) en comparación con los controles con 10 

solución salina (12,2 días de tos), y en comparación con los del T05 que 

recibieron la combinación vírica de 4 elementos (CRCoV/CIV/CPIV/CAV2) 

(12,1 días de tos, p=0,0019), lo que indica la eficacia de la fracción de 

Bordetella de la vacuna combinada que carece de adyuvante.  

 15 

La evaluación serológica de las fracciones víricas de la vacuna combinada de 5 

elementos fue posible únicamente para dos fracciones, el CIV y el CRCoV, 

donde se confirmó que los perros eran seronegativos en el día -2 del estudio. 

La respuesta de HAI para el CIV en el grupo con la vacuna de 4 elementos 

(T04) en el día 56 del estudió fue numéricamente similar a la del grupo de la 20 

vacuna de 5 elementos (T05) e indica que no hay interferencia de la fracción de 

Bordetella con el antígeno del CIV. Las respuestas de SN del CRCoV en el día 

56 del estudio fueron numéricamente superiores en el grupo de la vacuna de 4 

elementos (T04) que en el grupo de la vacuna de 5 elementos (T05), lo que 

indica una posible interferencia de la Bordetella con la fracción del CRCoV. No 25 
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obstante, estos descubrimientos no son concluyentes, dado que estas vacunas 

no tenían adyuvantes y la formulación no estaba optimizada y no se realizó la 

exposición al CRCoV para probar la eficacia. 

 

Se confirmó que la vacuna monovalente de Bordetella era segura y eficaz. La 5 

eficacia de la vacuna monovalente se demostró cuando se administró la 

vacuna a intervalos de 21 o 28 días. También se demostró que la fracción de 

Bordetella era eficaz al administrarla en una vacuna combinada de 5 elementos 

sin adyuvante.  

 10 

Ejemplo 4. Estudio serológico multivalente 

Se realizó una selección previa en cuarenta perros, de aproximadamente 8 

semanas de edad en buen estado general de salud, para detectar Bordetella 

bronchiseptica por la prueba de microaglutinación (MAT), y coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV) por ensayo de anticuerpos por fluorescencia 15 

indirecta (IFA). También se usó la neutralización sérica (SN) para evaluar los 

niveles de anticuerpos. En el día 0, todos los perros presentaron resultados 

negativos para anticuerpos frente a Bordetella bronchiseptica determinados por 

MAT (≤16), y negativos para anticuerpos frente al CRCoV determinados por 

IFA (<40). Asimismo, ninguno de los perros tenía Bordetella bronchiseptica ni 20 

CRCoV, determinado mediante una prueba de aislamiento en hisopos nasales 

antes de la primera vacunación (día 0). 

 

Se repartieron los perros en 5 grupos de tratamiento de 8 perros cada uno y se 

les vacunó de acuerdo con el diseño del estudio mostrado en la tabla 4. A cada 25 
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perro se le administraron las vacunas en la región del hombro derecho para la 

primera vacunación y en la región del hombro izquierdo para la segunda 

vacunación. 

 

Tabla 4. Diseño del estudio 5 

 

Grupo de 
tratamiento 

Producto en fase 
de investigación 
clínica veterinaria 
 
(PIV) 

Adyuvante N 

Vacunación1 

Días 
del 
estudio Vía 

T01: CAV2/CPIV/CPV/L4 
Rehydragel 
al 5 % 

8 

0 y 21 
Vía 
subcutánea 
(SC) 

T02 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

T03 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

EMA al 
1 %1/ 
 
Neocryl al 
3 %/  
 
Emulsigen 
SA al 5 % 

8 

T04 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

T05 
CAV-2, CPI, 
CRCoV+ 
Bordetella, CIV 

QCDC 8 

1 EMA= anhídrido etilenmaleico 

Después de la segunda vacunación, debido a complicaciones, se retiraron del 

estudio los grupos T04 y T05. Se observó a los perros de los grupos restantes 

(T01, T02 y T03) a diario para detectar reacciones tras la vacunación y se 

realizó un seguimiento de la temperatura corporal (timpánica) durante 7 días 10 
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después de cada vacunación. En los días 0, 21, 42 y 56 se recogieron 

muestras de sangre de los perros para medir las respuestas de anticuerpos.  

 

Se sometieron a pruebas las muestras de suero de los días 0, 21, 42 y 56 para 

detectar anticuerpos aglutinantes frente a Bordetella bronchiseptica mediante el 5 

ensayo MAT. También se valoraron las muestras de suero de los mismos días 

para determinar los anticuerpos frente al CRCoV por neutralización sérica, para 

el CIV por HAI y para los anticuerpos frente al CAV-2 y el CPI por 

neutralización sérica. Para cada grupo de tratamiento se obtuvieron las medias 

geométricas de los valores de anticuerpos. 10 

 

Resultados: 

Las vacunas de prueba de los grupos T02 y T03 indujeron respuestas de 

anticuerpos en todos (100 %) los perros vacunados después de la segunda 

dosis, lo que indica una inmunización activa contra los antígenos víricos. En la 15 

mayoría de los perros vacunados la respuesta de anticuerpos aumentó 

después de la segunda vacunación, lo que indica un efecto de refuerzo de la 

segunda vacunación. Cabe destacar que las respuestas de anticuerpos entre 

las fracciones víricas se logró en presencia de múltiples antígenos víricos y 

bacterianos (B. bronchiseptica), lo que indica una ausencia de interferencia 20 

inmunológica. La serología de MAT no es correlativa con la protección contra 

Bordetella, sino que es una valiosa herramienta de selección para la inclusión 

de animales de estudio adecuados. En conclusión, basándose en la respuesta 

inmunológica en los perros vacunados, se predice la eficacia de los antígenos 

víricos de la vacuna multivalente de 5 elementos. 25 
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Ejemplo 5. Estudio de la duración de la inmunidad 

A. Monovalente: 

El propósito de este estudio es demostrar la duración de la inmunidad de una 

vacuna de subunidades de extracto de Bordetella bronchiseptica en perros de 8 5 

semanas de edad contra un inmunógeno virulento de B. bronchiseptica.  

 

Todos los animales están en buen estado general de salud y no han recibido 

ninguna vacunación de Bordetella. Los animales tienen valores bajos (≤16) o 

nulos de anticuerpos frente a B. bronchiseptica, determinado por la prueba de 10 

microaglutinación (MAT) antes de la primera vacunación. Además, ninguno de 

los animales tiene B. bronchiseptica, determinado mediante una prueba de 

aislamiento bacteriano de hisopos nasales antes de la primera vacunación. 

 

Se reparten los perros en 2 grupos de tratamiento; un grupo recibe una vacuna 15 

de placebo y el otro un extracto de B. bronchiseptica complementado con un 

antígeno recombinante. El antígeno es pertactina, Bsp22, o ambos. Se vacuna 

a los animales dos veces, con una separación de aproximadamente 3-4 

semanas. Después de cada vacunación, se les observa para detectar 

reacciones en el sitio de inyección.  20 

 

Aproximadamente 6-12 meses después de la vacunación, se expone a los 

perros de todos los grupos de tratamiento por aerosolización con Bordetella 

bronchiseptica. Antes y después de la exposición se determinan la dosis de 

inmunógeno y la pureza del inóculo inmunógeno. Se realizan observaciones 25 
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clínicas previamente y después de la exposición.  

 

Se recogen hisopos nasales para el aislamiento de B. bronchiseptica. Se 

recoge sangre de cada animal para obtener suero. Se determinan los 

anticuerpos aglutinantes frente a B. bronchiseptica por MAT. Se valoran las 5 

muestras de suero para detectar la respuesta de anticuerpos IgG específicos 

de pertactina usando ELISA. Se realiza el aislamiento de B. bronchiseptica a 

partir de hisopos nasales de acuerdo con el procedimiento ordinario.  

 

La tos, el aislamiento de Bordetella (tras la exposición) y la respuesta 10 

serológica tras la vacunación son los criterios usados para evaluar la eficacia 

de la vacuna en el estudio. 

 

B. Multivalente:  

El propósito de este estudio es demostrar la duración de la inmunidad de una 15 

vacuna combinada respiratoria multivalente en perros. La vacuna contiene los 

siguientes componentes antigénicos: CAV-2 vivo modificado, CPIV vivo 

modificado, CIV inactivado, CRCoV inactivado y un extracto de Bordetella 

bronchiseptica complementado con un antígeno recombinante, ya sea 

pertactina, Bsp22, o ambos.  20 

 

Todos los animales están en buen estado general de salud y no han recibido 

ninguna vacunación para ninguno de los patógenos contra los ha de proteger la 

vacuna diseñada. Se reparten los perros en varios juegos de grupos de 

tratamiento. Cada juego consiste en dos grupos de tratamiento, un grupo de 25 
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control que recibe una vacuna de placebo y un grupo vacunado que recibe la 

vacuna de prueba. Se vacuna a los animales dos veces, con una separación de 

aproximadamente 2-4 semanas. Después de cada vacunación, se les observa 

para detectar reacciones en el sitio de inyección.  

 5 

Aproximadamente 6-12 meses después de la vacunación, se expone a cada 

juego de dos grupos de tratamiento (vacunados y de control) a uno de los 

patógenos contra los que ha de proteger la vacuna diseñada). Se realizan 

observaciones clínicas previamente y después de la exposición. Durante el 

periodo posterior a la exposición se recogen hisopos nasales para el 10 

aislamiento del patógeno inmunógeno. Se recoge sangre de cada animal para 

obtener suero, que se usa para estudios analíticos posteriores. Los signos 

clínicos de enfermedad respiratoria, la presencia de patógenos tras la 

exposición y las respuestas serológicas se usan como criterios para evaluar la 

eficacia de las vacunas.  15 

 

Una vez descritos en detalle diversos modos de realización de la presente 

invención, se ha de entender que la invención definida por las reivindicaciones 

adjuntas no debe quedar limitada a los detalles particulares descritos en la 

descripción anterior, dado que son posibles muchas variaciones evidentes de 20 

los mismos sin alejarse del espíritu o el alcance de la presente invención. 

 

Todas las referencias anteriores se incorporan en el presente documento por 

referencia como si se describieran en su totalidad en el presente documento. 

25 
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REIVINDICACIONES 

 

1. Una composición inmunógena que comprende Bordetella bronchiseptica y 

un antígeno de pertactina aislado. 5 

 

2. La composición inmunógena de la reivindicación 1, en la que dicho antígeno 

de pertactina es una proteína de Bordetella bronchiseptica. 

 

3. La composición inmunógena de la reivindicación 2, en la que dicho antígeno 10 

de pertactina es una proteína p68 recombinante. 

 

4. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, 

en la que la Bordetella bronchiseptica es una vacuna bacteriana o un extracto 

bacteriano. 15 

 

5. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición no tiene adyuvantes. 

 

6. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 20 

anteriores, en la que dicho antígeno de pertactina está presente en entre 

aproximadamente 1 µg y aproximadamente 30 µg.  

 

7. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en la que dicho antígeno de pertactina se prepara solubilizando 25 
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cuerpos de inclusión de pertactina en urea y en la que la composición está 

sustancialmente libre de agregados de antígenos de pertactina. 

 

8. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en la que el antígeno de pertactina está lipidado. 5 

 

9. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un diluyente o 

excipiente para su administración parenteral a un perro. 

 10 

10. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un antígeno 

Bsp22 aislado, opcionalmente lipidado. 

 

11. La composición inmunógena de una cualquiera de las reivindicaciones 15 

anteriores, en donde dicha composición comprende además un antígeno de un 

patógeno respiratorio canino seleccionado del grupo que consiste en: el virus 

paragripal canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus 

respiratorio canino (CRCoV), Mycoplasma cynos (M. cynos) y el virus de la 

gripe canina (CIV). 20 

 

12. La composición inmunógena de la reivindicación 11, en donde dicha 

composición comprende al menos dos, tres o cuatro de los antígenos del 

patógeno respiratorio canino. 

 25 
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13. La composición inmunógena de la reivindicación 11, en donde dicha 

composición comprende antígenos del virus paragripal canino (CPIV), el 

adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio canino (CRCoV) y el 

virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

14. Una composición inmunógena que comprende una pluralidad de 

antígenos de pertactina p68 recombinantes, en donde dicha composición está 

sustancialmente libre de agregados de p68. 

 

15. La composición inmunógena de la reivindicación 14, en la que dicha 10 

pluralidad de antígenos de pertactina p68 recombinantes se preparan 

solubilizando cuerpos de inclusión de pertactina en urea y, opcionalmente, 

purificándolos por cromatografía en columna. 

 

16. Uso de la composición inmunógena de una cualquiera de las 15 

reivindicaciones anteriores para el tratamiento o la prevención de la infección 

por un patógeno respiratorio canino en un perro.  

 

17. El uso de la reivindicación 16, en el que dicha composición evita la 

infección por dicho patógeno respiratorio canino en dicho perro durante un 20 

periodo de 6 meses o más. 

 

18. El uso de la reivindicación 16 o 17, en el que el patógeno respiratorio 

canino es Bordetella bronchiseptica. 

 25 
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19. El uso de la reivindicación 18, en el que el patógeno respiratorio canino 

comprende además al menos uno, dos, tres o cuatro de: el virus paragripal 

canino (CPIV), el adenovirus canino 2 (CAV-2), el coronavirus respiratorio 

canino (CRCoV) y el virus de la gripe canina (CIV). 

 5 

20. El uso de una cualquiera de las reivindicaciones 16-19, para el 

tratamiento o la prevención del complejo de enfermedades respiratorias 

infecciosas caninas (CERI), en el que la composición trata o evita la infección 

por una pluralidad de dichos patógenos. 

10 
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21.  

Resumen 

 

En el presente documento se proporcionan composiciones, combinaciones y 

procedimientos que comprenden Bordetella bronchiseptica y pertactina aislada, 5 

que son eficaces en el tratamiento o la prevención de infecciones respiratorias, 

tales como la tos de las perreras, en animales. 






















