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DESCRIPCION

Procedimiento para medir la duracién de la memoria inmune adecuada en animales de compaiiia.
Antecedentes de la invencion

La finalidad de una vacuna es de caracter doble: proteger al individuo de la enfermedad y mantener un niimero
suficientemente grande de individuos inmunes en la poblacién, de forma que la enfermedad no se transmita facilmente.
En la medida en que haya un riesgo de infeccidn, se requiere un nivel umbral de individuos inmunes para mantener la
inmunidad de un conjunto de animales. Si el nimero de individuos inmunes en la poblacién disminuye por debajo de
este umbral, debido a una mengua de la proteccién de la vacuna o a una ausencia de vacunacion, se pueden producir
focos de la enfermedad. Por tanto, un parametro importante de una vacuna es el tiempo que sea capaz de proteger al
animal de una infeccién.

Actualmente, como hay disponible poca o ninguna informacién sobre la duracién de la inmunidad para la mayoria
de las vacunas para animales, se recomienda una vacuna anual para mayoria de las etiquetas de vacunas y veterinarios
(Schultz R.D. Veterinary Medicine 93:233-254 (1998)). Estas recomendaciones de la administracién anual de vacunas
ya fueron hechas en 1961, y desde entonces ha sido establecida como la practica estdndar por las organizaciones
veterinarias. Pero la informacién reciente sugiere que muchas vacunas proporcionan una inmunidad eficaz en animales
de compafiia durante afios; por lo tanto, la administracién anual de vacunas puede no ser necesaria (Macy D.W. J. Am.
Vet. Med. Assoc. 207:421-425 (1995)).

Hasta recientemente, la mayoria de las vacunas fueron evaluadas en cuanto a la duracién de la inmunidad sola-
mente durante unas pocas semanas 0 meses, pero no necesariamente el intervalo de vacunacién completo indicado en
la etiqueta. Recientemente, las normas de la entidad USDA han sido ampliadas para requerir que las nuevas vacunas
veterinarias aprobadas como nuevas se muestre que inducen la duracién minima de la inmunidad establecida en la
etiqueta del producto, pero no se requiere que los fabricantes establezcan una duraciéon méaxima de la inmunidad pro-
porcionada por la vacuna. (Informe de 1998 de la entidad “American Association of Feline Practitioners” y “Academy
of Feline Medicine Advisory Panel on Feline Vaccines” J. Am. Vet. Med. Assoc. 212, 227-241 (1998)).

En general, se considera que los riesgos de efectos secundarios para animales estd compensado por la ventaja
conferida por la administraciéon anual de la vacuna, incluso aunque la mayoria de las vacunas carecen de datos ex-
perimentales de apoyo que documenten la necesidad de una administracién anual de la vacuna (Informe de 1988 de
la entidad “American Association of Feline Practitioners” y “Academy of Feline Medicine Advisory Panel on Feline
Vaccines” J. Am. Vet. Med. Assoc. 212, 227-241 (1998)). Pero en la actualidad, la incidencia de efectos secundarios
graves de las vacunas en animales es més evidente y la relacién de riesgo/ventajas para una administracién anual de
vacunas ya no resulta favorable (Smith J. Am. Vet. Med. Assoc. 207, 421-425 (1995); Hendrick et al. Cancer Research
52, 5391-5394 (1992); Duval et al. Journal of Veterinary Internal Medicine 10, 290-295 (1996)). Las respuestas ad-
versas varian en la gama desde reacciones locales menores y picores hasta anafilaxis grave y a veces fatal o desarrollo
de neoplasia. A corto plazo, un animal no se aprovecha y puede ser situado en un riesgo grave cuando es vacunado
innecesariamente (W. Jean Dodds In Advances in Veterinary Medicine, Vol. 41, Veterinary Vaccines and Diagnostics,
Ronald D. Schultz ed. pag. 718-719 (1999)). No obstante, la comunidad de los animales de compaiiia, debido a la
falta de una informacioén suficiente sobre la duracion de la inmunidad, a conciliado el riesgo de una sobre-vacunacién
con la ventaja proporcionada por las vacunas en evitar una enfermedad grave en animales. Pero este argumento resulta
menos convincente considerando las vacunas mds recientes para enfermedades que no se producen con una frecuencia
elevada en animales sin vacunar o que son las menos graves (por ejemplo, enfermedad de Lyme, leucemia felina,
peritonitis infecciosa felina y sarna).

Convencionalmente, la duracién de la inmunidad ha sido establecida seleccionando un nimero apropiado de ani-
males desprovistos de sistema inmunoldgico (por ejemplo, 20-100), vacunando con una dosis minima inmunizante
de la vacuna experimental o placebo, manteniendo los animales en un aislamiento estricto durante el periodo deseado
y estimulado seguidamente con el organismo virulento. La enfermedad clinica observada en los vacunados es com-
parada con la de los no vacunados. Una desventaja de esta aproximacion es que no es del “mundo real” es decir, la
estimulacién normalmente no es hecha con las cepas actualmente en circulacién del agente infeccioso en cuestion, ni
a través de la via o medio inherente en el ajuste del sector. Ademads de ello, estos estudios, sin necesidad, son largos,
requieren trabajo y son costos, ademds de que a menudo son destructivos para los animales. Debe ser reconocido
también que cuanto mads largo sea el periodo de estudio, mayor es el riesgo de que los animales del estudio puedan
ser inadvertidamente expuestos al agente patégeno que es el sujeto del estudio, invalidando asi el estudio. Estos fac-
tores son consideraciones principales cuando las empresas farmacéuticas establecen la duracién de los estudios de
inmunidad.

En general, la respuesta del sistema inmune de un animal a una infeccién o inmunizacién puede ser dividida en
dos categorias funcionales: inmunidad humoral e inmunidad celular. La inmunidad humoral incluye células de plasma
(células B activadas) y células B de memoria. Durante una respuesta inmune humoral, los anticuerpos especificos
para antigenos generados por células de plasma neutralizan u ozonizan agentes infecciosos extracelulares y/o factores
de virulencia. La inmunidad humoral es importante para una proteccién contra fases extracelulares de una infeccién
sistémica viral y bacteriana.
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La inmunidad celular incluye la produccién de células T efectoras, células T de memoria (CD4*T y CD8*T) y
células NK que son responsables de la destruccion directa (célula a célula) o indirecta (a través de citoquinas) de las
células infectadas (Wood PR et al. Veterinary Immunology & Immunopathology 54:33-44 (1996) y Allen JE et al.
Immunology Today 18:387-392 (1997)). La inmunidad celular es importante en la lucha contra agentes patégenos
intracelulares.

Ademads de la inmunidad humoral y celular, el sistema inmune no especifico (es decir, células fagociticas) ayuda
al control inicial de la infeccidn, pero no se ve afectado por la vacuna o por una exposicién anterior.

El sistema inmune realiza una autorregulacion entre una respuesta inmune humoral y celular, de forma que a con-
tinuacién de una infeccién o indizacion, predomina una de ellas. El tipo de respuesta que predomina esta relacionado
con el tipo de agente infeccioso, la via de infeccién, la patogénesis del agente (local frente a sistémica) y, en el caso
de vacunas inactivadas, el agente inactivante y el tipo de adyuvante usado.

Es evidente que algunas células de plasma deben persistir durante periodos de tiempo prolongados, ya que los
titulos de anticuerpos pueden persistir en la sangre durante afios después de una infeccién o vacuna sin nueva exposi-
cién. La presencia de estos anticuerpos neutralizantes u oxonizantes sistémicos previamente existentes en el lugar de
infeccion es eficaz para prevenir la infeccidén y proporcionar una inmunidad protectora durante muchos afios (Plotkin
SA & Mortimer EA. Eds., 1994. Vaccines. Second Edition, WE Saunders, Philadelphia).

Pueden ser usados procedimientos basados en ensayos (en lugar de una estimulacion patdgena con el agente in-
feccioso virulento) como una indicacién de la presencia de una memoria inmune o inmunidad protectora adecuadas
(Olson et al. Am. J. Vet. Res. 49, 1460-1466 (1988), Sprent et al. Science 265, 1395-1400 (1994), Alderink et al.
Am. J. Vet. Res. 207, 1016-1018 (1995) Schultz (1995), Smith Am. J. Vet. Res. 207, 421-425 (1995)). Para mu-
chas enfermedades, una memoria inmune adecuada puede ser verificada detectando una rapida respuesta del sistema
inmune (es decir, una respuesta anamnéstica) inducida por la exposiciéon a un antigeno especifico, por ejemplo, la
deteccion de anticuerpos en suero o la cuantificacion seroldgica de anticuerpos formados en respuesta a la adminis-
tracién de la vacuna (Alderink ef al. J. Am. Vet. Med. Assoc. 207, 1016-1018 (1995); Dodds Proc. Am. Holistic
Vet. Med. Assoc. 74-80 (1995); Dodds Vaccine Related issues in Complementary and Alternative Veterinary Medi-
cine, A.M. Schoen and S.G. Wynn, eds. pag. 701-702 (1997); Schultz (1995); Scott et al. Feline Pract. 25, 12-19
(1997)).

Pero la inmunidad contra agentes infecciosos para los que una respuesta celular es el modo principal de proteccion,
puede no estar correlacionada con los niveles de anticuerpos. En estos casos, una memoria inmune adecuada puede ser
determinada mediante un inmunoensayo celular. Por ejemplo, con el virus de la rinotraqueitis felina (Johnson et al.
Journal of the American Veterinary Medical Association 186, 149-152 (1985)) y el virus de la peritonitis infecciosa
felina (Pedersen Feline Practice 23, 7-20 (1995)), que estan contrarrestados en los animales de compaififa principal-
mente por una respuesta inmune celular, no hay ninguna correlacién del nivel de anticuerpos con la proteccion. Existe
una mayor correlacion con los niveles de anticuerpos para la proteccion contra el virus de la leucemia felina (Haffer
et al. Vaccine 8,12-16 (1990)), pero estan involucradas la inmunidad tanto celular como humoral. Y existe una fuerte
correlacion cuando es necesaria la inmunidad humoral sola para la proteccién, por ejemplo, contra Leptospira canicola
(Hartman et al. Veterinary Immunology and Immunopathology 7, 245-254 (1984)).

Deben ser considerados otros factores cuando se escoge un procedimiento basado en ensayos para determinar una
memoria inmunolégica. Por ejemplo, con enfermedades que replican y provocan un deterioro principalmente en las
superficies mucosales, por ejemplo, Bordetella bronchiseptica, coronavirus canino, parainfluenza canina y Chlamy-
dia psittaci, los datos serolégicos pueden no estar extensivamente correlacionados con la proteccion (Tennant et al.
Research in Veterinary Science 51, 11-18 (1991); Bey et al. American Journal of Veterinary Research 42, 1130-1132
(1981); y Mitzel et al. American Journal of Veterinary Research 38, 1361-1363 (1977)). Esto es porque la mayoria de
las clases de anticuerpos responsables de la inmunidad humoral sistémica, asi como los glébulos blancos responsables
de la inmunidad mediada por células, no estan presentes en la superficie mucosal, y un suero sanguineo basado en una
respuesta inmune generalmente no es suficientemente rdpido para proporcionar un anticuerpo protector o niveles de
glébulos blancos a la capa mucosal. Sin embargo, una respuesta inmune basada en suero, disminuird en la mayoria de
los casos la gravedad de enfermedades mucosalmente basadas.

Aungque los datos seroldgicos con utiles para proporcionar una evidencia de una memoria inmunoldgica contra un
agente patégeno particular, la evaluacién cuantitativa generalmente no es informativa porque las metodologias de los
ensayos y los niveles de titulos no han sido estandarizados entre los procedimientos o laboratorios de los ensayos (Luff
et al. Vet. Rec. 120, 270-273 (1987)). El uso de diferentes ensayos no solamente provocard una variacion, sino que
incluso, cuando son usados los mismos ensayos, los valores numéricos dependerdn de los conocimientos del técnico,
de la técnica y la instalacion.

En conclusién, aunque existen procedimientos para determinar si un animal tiene un marcador o una inmunidad,
no existe ninguna metodologia préctica para determinar la duracién de la inmunidad para vacunas de animales. Este
objetivo se cumple ahora mediante el procedimiento de la presente invencién, como se describe a continuacion.
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Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona una metodologia eficaz para medir la duracién de una memoria inmune adecua-
da para vacunas de animales. La invencidn incluye andlisis retrospectivos utilizando los historiales de administracién
de vacunas veterinarias y los historiales clinicos, y los marcadores de inmunidad de animales en el sector (en lugar
en el laboratorio) para deducir a una duracién de las vacunas con una memoria inmune adecuada. La vacuna puede
ser cualquier vacuna conocida o que vaya a ser desarrollada y puede ser una vacuna de componente tinico o puede
comprender mas de un componente inmunogénico.

Segtn la actual invencién, como la estimulacién se produce en el sector bajo condiciones naturales, las variables
medioambientales (temperatura, humedad, interior/exterior), fisioldgicas (nutricion, ejercicio) y psicoldgicas (estrés
del estilo de vida o ambiente acogedor del conjunto familiar) inherentes en el conjunto del sector son incorpora-
das en la valoracién de la vacuna. Esto estd en contraste con los estudios de estimulaciones tradicionales que usan
una unica cepa de laboratorio del agente infeccioso, que pueden ser o no ser actuales con respecto a la situacién
epidemioldgica del sector. Por tanto, en el mantenimiento y la estimulacién tradicionales en una aproximacion de
confinamiento, es menos probable que estas variables sean representativas de la situacién del mundo real y, por tanto,
la duracién medida en laboratorio de la inmunidad puede no corresponderse con una duracién de la inmunidad en el
sector.

En una realizacién, la invencion se refiere a un procedimiento para determinar una duracién de una memoria
inmune adecuada inducida por una vacuna, para una enfermedad, en un animal, en el que el animal es un perro o un
gato, en que el procedimiento comprende:

(a) seleccionar una pluralidad de animales del estudio a partir del una o mds clinicas,

1) en que cada animal ha sido vacunado con la vacuna,

i)  en que el tiempo desde la fecha de la dltima vacunacion es de al menos aproximadamente un afo,

iii)  en que el animal ha estado viviendo en un entorno sectorial durante al menos aproximadamente un afio
después de la fecha de la dltima vacunacion,

iv)  en que cada animal tiene un registro de vacunas y sanitario, y

v)  en que cada animal ha sido evaluado en cuanto al riesgo de exposicién a dicha enfermedad;

(b) asignar a dichos animales una categoria de riesgo segtin lo siguiente:

1) los animales son considerados de riesgo elevado o riesgo bajo basados en la exposicién a otros animales
o vectores de enfermedades

(1) los animales de riesgo bajo con mantenidos en ambientes interiores y NO son expuestos a otros
animales y vectores de enfermedades,

(2) los animales de riesgo elevado son animales que no estdn mantenidos en ambientes interiores y
SI estdn expuestos a otros animales o vectores de enfermedades,

(c) asignar a cada animal un indicador de memoria inmune adecuada, en que ese indicador es un animal no inmune,
un animal del primer indicador aka, o un animal inmune, un animal del segundo indicador aka, que comprende:

i) evaluar dichos animales en cuanto a indicios clinicos de dicha enfermedad usando observaciones y dichos
registros sanitarios desde la fecha de la dltima vacunacién,

ii) identificar los animales evaluados que tienen indicios de dicha enfermedad, estos son animales no inmu-
nes, animales del primer indicador aka,

iii)  identificar dichos animales de riesgo elevado que viven en zonas de predominio de la enfermedad y que
no tienen indicios de dicha enfermedad determinados mediante registros clinicos y/o confirmacién de
laboratorio de casos de enfermedades en dicha zona de vida, estos son animales inmunes, animales del
segundo indicador aka,

iv)  evaluar una muestra de suero sanguineo a partir de cada animal que no ha mostrado indicios clinicos de la
enfermedad y que no es un animal de riesgo elevado que vive en una zona predominio de la enfermedad
y que no tiene indicios de dicha enfermedad desde la fecha de la dltima vacunacién,
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v)  identificar los animales que tienen una respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de al menos
2, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,

vi)  identificar los animales que no tienen respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de menos de
29

vii) administrar una dosis de refuerzo de la vacuna a estos animales,

viii) evaluar una muestra de suero sanguineo de cada animal que ha recibido la dosis de refuerzo 3 dias a 28
dias a continuacion de la dosis de refuerzo,

ix)  identificar los animales que tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de al menos 4
veces del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta
inmune celular, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,

x)  identificar los animales que no tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de 4 veces
del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta inmune
celular, estos son animales no inmunes, animales del primer indicador aka, y

(d) determinar la duracién de la memoria inmune adecuada para dichos animales, determinando ésta a partir de
una duracién de una ecuacidn de estimacion de la memoria inmune adecuada, siendo deducida dicha duracién de la
ecuacién de estimacion de la memoria inmune adecuada mediante un andlisis de regresioén logistica del primero y el
segundo indicador y el registro de administraciones de las vacunas.

En una realizacion, el procedimiento comprende adicionalmente: (a) asignar el primer indicador a cada animal
que ha mostrado indicios clinicos de la enfermedad desde la tdltima vacunacién o que no muestra un titulo adecuado
de anticuerpos ni un titulo celular adecuado ni una respuesta anamnéstica adecuada; (b) designar cada animal que no
ha sido asignado al primer indicador como un animal de riesgo elevado o un animal de riesgo bajo; (c) asignar cada
animal de riesgo bajo que muestra una respuesta inmune celular o que muestra el titulo adecuado de anticuerpos o la
suficiente respuesta anamnéstica, (d) asignar el segundo indicador a cada animal de riesgo elevado que no tiene un
historial de la enfermedad en cuestién y cuando hay una evidencia del predominio de la enfermedad en cuestién en la
region; y (e) asignar el segundo indicador a cada animal de riesgo elevado que no tiene un historial de la enfermedad
en cuestién, que muestra la respuesta celular inmune o el titulo adecuado de anticuerpos o la suficiente respuesta
anamnéstica.

Todavia, en otra realizacion preferida, la etapa de determinar la duracién de la memoria inmune adecuada a partir
del primero y el segundo indicadores y el registro de administracién de la vacuna, comprende:

(a) determinar una fecha de reclutamiento para cada animal, en que la fecha de reclutamiento es la del comienzo
de la evaluacién del animal para detectar el marcador de inmunidad;

(b) asignar una fecha de comienzo del estudio como la fecha de reclutamiento para un primer animal de la plurali-
dad de animales reclutados en el estudio;

(c) asignar una variable X para cada animal como un nimero de dfas entre la fecha de comienzo del estudio y la
fecha de reclutamiento del animal;

(d) asignar una variable XI para cada animal como un nimero de dias entre la fecha de la dltima vacunacién del
animal y la fecha de reclutamiento del animal;

(e) determinar la duracién de la memoria inmune adecuada a partir de una duracién de la ecuacidn de estimacién
de la memoria inmune adecuada, en que dicha duracién de la ecuacién de estimacidn de la respuesta inmune adecuada
es deducida mediante un andlisis de regresion logistica del primero y segundo indicadores y las variables X; y XI.

En una realizacidn, la duracion de la ecuacién de estimacion de la respuesta inmune adecuada estd en la forma
]Og]t(p) =B0 +ﬁlXDI +ﬁ2XCV + Ck’ en ]a Cua]:

E es un nivel deseado de eficacia;
Xpr es la duracién de la memoria inmune adecuada;
Xcvy €s un valor medio de XI;

C, es una constate que representa un efecto al azar para tener en cuenta la variacion entre las clinicas y es deducida
mediante regresion logistica; y

Bos B1, B> son constantes deducidas por regresion logistica.
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En una realizacién mds preferida del mismo, el modelo para la regresion logistica para deducir los valores Cy, £y,
B1y B, estd en la forma logit(p) = 5y + 8:X; + 5,X; + Cy en la cual:

Logit(p) es un vector que representa el estado inmune de los animales; y
C es la clinica de la que se seleccion6 cada animal.

Estas y otras caracteristicas, aspectos y ventajas de la invencién resultaran mejor comprendidas por referencia a la
siguiente descripcion detallada, ejemplos y reivindicaciones anejas.

Descripcion detallada de la invencion

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “duracidon la memoria inmune adecuada” para una
vacuna particular significa el tiempo estimado en que un animal vacunado con la vacuna exhibird un marcador de
inmunidad para la enfermedad para la cual ha sido prescrita la vacuna.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “marcador de inmunidad” significa cualquier indica-
cién de que un animal, que no ha mostrado indicios clinicos de la enfermedad en cuestion desde la fecha de la tltima
vacunacion, tiene una memoria inmunoldgica para la enfermedad. Segtin la definicién de “marcador de inmunidad”,
un animal que ha mostrado indicios clinicos de la enfermedad en cuestién desde al menos la fecha de la dltima vacu-
nacion, no tiene un marcador de inmunidad para la enfermedad. Ejemplos de marcadores de inmunidad incluyen los
detectados mediante ensayos seroldgicos, como titulos de anticuerpos en circulacion, titulos de anticuerpos secretores,
respuestas celulares (por ejemplo, actividad de células B o T), niveles de citoquinas (por ejemplo, factor de necrosis
tumoral, interferén gamma, etc.) y otros ensayos conocidos por los expertos en la técnica. Otros marcadores son de-
tectados mediante andlisis no serolégicos, por ejemplo, si en una zona de riesgo de exposicion elevado (por ejemplo,
predominio elevado de la enfermedad o la densidad de poblacion elevada), el animal no muestra los sintomas de la
enfermedad. Esto es particularmente ttil cuando los sintomas de la enfermedad son dnicos. Los marcadores adecua-
dos de inmunidad varian ampliamente con el animal y el riesgo de exposicion del animal. Un experto puede escoger
facilmente el marcador de inmunidad apropiado dependiendo de la enfermedad, el animal y los factores de riesgo.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “animal” significa cualquier animal que pueda aprove-
char la vacuna incluidos, pero sin limitacién, animales de compaififa, ganado y animales de granja, como vacas, ovejas,
cabras y cerdos; aves como pollos, pavos y patos y animales de vida salvaje como ciervos y peces. Preferentemente,
el animal es un animal de compaiiia.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “animal de compafifa” es cualquier animal adies-
trado o domesticado que es mantenido para una relacion de compafiia con seres humanos, por ejemplo, gatos, perros,
caballos, pdjaros, serpientes, hurones, hamster y similares.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, un “entorno sectorial” significa un asentamiento no es de laborato-
rio, en el que el animal vive bajo las condiciones y asentamientos tipicos para los que el animal estd adaptado o criado.
Por ejemplo, el entorno sectorial para un animal de compaiifa estd constituido por las condiciones y asentamientos
tipicos de la relacion de mascota/propietario, como el hogar, patio o granero del propietario, y similares.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “clinica” significa una agrupacién particular de mues-
tras de animales. Por ejemplo, una clinica para un estudio particular puede ser definida como una zona geogrifica
particular. Un experto en la técnica conocerd facilmente el modo de definir la clinica para un estudio de memoria
inmune adecuada, dependiendo de la enfermedad especifica y el animal sometido a evolucién. Ejemplos de clinicas
incluyen, pero sin limitacion, hospitales veterinarios, zonas de alimentacidn, granjas y graneros. El nimero alcance y
seleccidn de las clinicas para un estudio particular variardn con la naturaleza y el predominio de la enfermedad, y un
experto en la técnica conocerd el modo de seleccionar estas variables para asegurar la validez del estudio.

La invencidn es de una naturaleza general y es titil para establecer la duracién de la memoria inmune adecuada
inducida por cualquier vacuna, conocida o que vaya a ser descubierta, en cualquier animal. Por ejemplo, los animales
adecuados incluyen, pero sin limitacién, animales de granja como bovinos, equinos, porcinos, aves de corral asi como
de vida salvaje, como peces y pdjaros. La invencién esta particularmente adecuada para medir una duracién de una
vacuna de memoria inmune adecuada en animales de compafiia como perros o gatos. El tipo de vacuna puede ser
cualquiera de los conocidos en la técnica o los que vayan a ser desarrollados, por ejemplo, vacunas vivas modificadas,
vacunas inactivadas, vacunas de DNA, vacunas vectorizadas o vacunas de subunidades o cualquier otro tipo de vacuna
conocido o que vaya a ser descubierto. Ejemplos de vacunas para gatos y perros incluyen vacunas de nicleos y que no
son de nicleos. Ejemplos de vacunas de nucleos felinas incluyen vacunas eficaces para panleucopenia, rinotraqueitis
viral felina, calicivirus y rabia, mientras que las vacunas felinas que no son de nicleos incluyen vacunas para peritonitis
infecciosa, leucemia y Chlamydia psittaci. Las vacunas caninas de ndcleos incluyen vacunas disefiadas para moquillo,
parvovirus, adenovirus y rabia, mientras que las vacunas caninas que no son de nucleos incluyen vacunas contra la
parainfluenza, bordatella, borrellia y leptospira.

El procedimiento de administracion de las vacunas puede ser cualquier procedimiento conocido en la técnica, como
parenteral o intranasal. En una realizacién, la invencién proporciona un procedimiento para determinar una duracién
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de memoria inmune adecuada inducida por una vacuna para una enfermedad, en un animal, en que el animal es un
perro o un gato, y el procedimiento comprende:

(a) seleccionar una pluralidad de animales del estudio a partir del una o mds clinicas,

1)
ii)

iif)

iv)

v)

en que cada animal ha sido vacunado con la vacuna,
en que el tiempo desde la fecha de la dltima vacunacién es de al menos aproximadamente un afo,

en que el animal ha estado viviendo en un entorno sectorial durante al menos aproximadamente un afio
después de la fecha de la dltima vacunacion,

en que cada animal tiene un registro de vacunas y sanitario; y

en que cada animal ha sido evaluado en cuanto al riesgo de exposicion a dicha enfermedad;

(b) asignar a dichos animales una categoria de riesgo segtin lo siguiente:

i)

los animales son considerados de riesgo elevado o riesgo bajo basados en la exposicion a otros animales
o vectores de enfermedades

(1) los animales de riesgo bajo con mantenidos en ambiente interior y NO son expuestos a otros
animales y vectores de enfermedades,

(2)  los animales de riesgo elevado son animales que no estdn mantenidos en ambientes interiores y
SI estan expuestos a otros animales o vectores de enfermedades,

(c) asignar a cada animal un indicador de memoria inmune adecuada, en que ese indicador es un animal no inmune,
un animal del primer indicador aka o un animal inmune, un animal del segundo indicador aka que comprende:

i)

ii)

iif)

iv)

V)

vi)

vii)

viii)

iX)

evaluar dichos animales en cuanto a indicios clinicos de dicha enfermedad usando observaciones y dichos
registros sanitarios desde la fecha de la dltima vacunacién,

identificar los animales evaluados que tienen indicios de dicha enfermedad, estos son animales no inmu-
nes, animales del primer indicador aka,

identificar dichos animales de riesgo elevado que viven en zonas de predominio de la enfermedad y que
no tienen indicios de dicha enfermedad determinados mediante registros clinicos y/o confirmacién de
laboratorio de casos de enfermedades en dicha zona de vida, estos son animales inmunes, animales del
segundo indicador aka,

evaluar una muestra de suero sanguineo a partir de cada animal que no ha mostrado indicios clinicos de la
enfermedad y que no es un animal de riesgo elevado que vive en una zona predominio de la enfermedad
y que no tiene indicios de dicha enfermedad desde la fecha de la dltima vacunacion,

identificar los animales que tienen una respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de al menos
2, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,

identificar los animales que no tienen respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de menos de
2,

administrar una dosis de refuerzo de la vacuna a estos animales,

evaluar una muestra de suero sanguineo de cada animal que ha recibido la dosis de refuerzo 3 dias a 28
dias a continuacion de la dosis de refuerzo,

identificar los animales que tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de al menos 4
veces del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta
inmune celular, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,

identificar los animales que no tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de 4 veces
del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta inmune
celular, estos son animales no inmunes, animales del primer indicador aka, y
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(d) determinar la duracién de la memoria inmune adecuada para dichos animales, determinando ésta a partir de
una duracion de una ecuacion de estimacion de la memoria inmune adecuada, siendo deducida dicha duracion de la
ecuacién de estimacion de la memoria inmune adecuada mediante un andlisis de regresioén logistica del primero y el
segundo indicador y el registro de administraciones de las vacunas.

El niimero de animales empleados en el estudio debe ser estadisticamente significativo. Un experto en la técnica
puede determinar facilmente un grupo estadisticamente significativo de animales dependiendo del predominio de la
enfermedad de la zona densidad de poblacién y la enfermedad sometida a estudio, usando técnicas bien conocidas
(Steel, R.G.D. and Torrie, J.H. (1980), Principles and Procedures of Statistics: A Biometrical Approach. 2nd Edition;
y Cannon, R. M. and Roe, R.T. (1982) Livestock Disease Surveys: A Field Manual for Veterinarians, las cuales son
ambas incorporadas como referencia a la presente memoria descriptiva).

Preferentemente, al menos aproximadamente 100 animales son incluidos en el estudio, més preferentemente de
aproximadamente de 200 a aproximadamente 10.000 animales, lo més preferentemente de aproximadamente 300 a
1000 animales. En general, cuanto mayor sea el nimero, mayor serd la exactitud del estudio, aunque la dificultad para
seleccionar los animales y recoger los datos se eleva de forma proporcional.

Preferentemente, cada animal del estudio fue vacunado con la misma vacuna (es decir, preparada por el mismo fa-
bricante mediante el mismo procedimiento), por la misma via de administracion de la vacuna (por ejemplo, inyeccidn,
subcutdnea, parenteral, intramuscular o intranasal) y en el mismo sitio de vacuna. Preferentemente, los animales a los
que se administr6 inapropiadamente la vacuna (por ejemplo, no fueron seguidas las instrucciones de la etiqueta o se
administro una vacuna expirada, etc.) son excluidos del grupo de estudio.

La pluralidad de animales del estudio que comprende el grupo de estudio puede ser seleccionada a partir de clinicas
y lugares de riesgo y geograficos diferentes. Un experto en la técnica serd facilmente capaz de escoger el grupo de
estudio segtin la vacuna, enfermedad, animal, marcador de inmunidad que va a ser evaluado y el riesgo de exposicién
del animal. Cuando debido a la naturaleza del estudio, los animales son seleccionados a partir de una zona de riesgo
exposicion elevado, el marcador de inmunidad preferido carece de los indicios clinicos para la enfermedad. Preferen-
temente, estos indicios de la enfermedad serdn patogendémicos. Por otra parte, cuando los animales son seleccionados
de una zona de riesgo de exposicién bajo, el marcador de inmunidad preferido es la evidencia de una respuesta de la
vacuna (por ejemplo, ensayo sexoldgico). Estos marcadores son preferidos porque cuando los animales de estudio son
seleccionados a partir de una zona de riesgo elevado, la exposicion real a la enfermedad puede ser el origen de una me-
moria inmune serolégica en lugar de la vacuna, y por tanto los datos serolégicos no son concluyentes. Y naturalmente,
cuando los animales del estudio son seleccionados a partir de una zona de riesgo de exposicién bajo, la ausencia de
indicios clinicos no es un marcador de inmunidad Ttil.

Los factores asociados con el riesgo de exposicion a la enfermedad incluyen el medio ambiente del animal (entre
otros, el predominio de la enfermedad y la densidad de poblacién de animales en el lugar geografico particular de los
animales, el nimero de animales similares en el hogar (cuando el animal es un animal de compaiiia), si el animal es un
animal de vida interior o exterior, si el animal es periédicamente alojado en un alojamiento para animales o perreras
o si el animal tiene ocasiéon deambular libremente), la edad, estado general de salud, medicaciones actuales, sexo y
cualquier enfermedad que pueda haber contraido el animal.

Un riesgo de exposicion de los animales a una enfermedad especifica en una zona geogréfica particular es facil-
mente determinado por un experto en la técnica. Los factores de riesgo pueden ser estimados por diversos medios.
Estos procedimientos de estimacién del riesgo de enfermedades pueden incluir datos publicados, modelacién epider-
miolégica usando factores publicados, resultados de muestras de laboratorios de diagnéstico regionales/locales (es
decir, la mayoria de los laboratorios mantienen registros de depésitos y diagndsticos, haciendo posible un ciculo de
% positivo) y supervisiones clinicas.

En una realizacién preferida de la invencién, la edad minima de los animales es de 6 a 8 semanas. Esto es porque los
niveles elevados de anticuerpos maternos en animales jovenes (por debajo de aproximadamente 6 a 8 semanas de edad)
puede impedir que algunas vacunas sean eficaces. Un sistema inmune de los animales responde lo mas eficazmente
a una vacunacién después de la disminucién desaparicién de los anticuerpos maternos ((Schultz Vet. Med. 233-254,
marzo de 1998 y Serge Martinod en “Advances in Veterinary Medicine”, Vol. 41, Veterinary Vaccines and Diagnostics,
Ronald D. Schultz ed. pag. 661 (1999)).

El historial de administracién de vacunas a animales y clinico es obtenido para determinar la fecha de la dltima
vacunacidn, si el animal ha estado viviendo en un entorno sectorial durante aproximadamente un afio después de la
fecha de la dltima vacunacién y si el animal ha manifestado indicios clinicos de la enfermedad desde la fecha de la
ultima vacunacién. Preferentemente, la administracién de vacunas a los animales y el historial clinico incluye también
la guia de administracién de las vacunas y el sitio de administracidn, fabricante y lote y nimero de serie y la fecha
de expiracion. Incluso mas preferentemente, el historial de los animales incluye adicionalmente factores que indican
el riesgo de que los animales contraigan la enfermedad, por ejemplo, el medio ambiente del animal asi como la edad
del animal, estado general de salud, medicaciones actuales, sexo, raza, si el animal ha sido castrado o desovarizado y
cualesquiera enfermedades que haya contraido el animal. Los datos relativos al medio ambiente del animal incluyen
preferentemente factores como el predominio de la enfermedad en el lugar geografico particular del animal, densidad
de poblacién del animal sometido a estudio, el nimero y tipo de animales en el hogar, si el animal es un animal de vida
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exterior o interior, si el animal esta periédicamente alojado en alojamientos para animales o perreras y si el animal tiene
ocasion de deambular libremente. Naturalmente, cuanto mayor sea la incidencia de contacto del animal con un gran
nimero de otros animales similares, mayor serd el riesgo de exposicion del animal. Un estado general de salud escaso,
una edad avanzada u otras condiciones que puedan comprometer el sistema inmune planteardn también al animal un
mayor riesgo de contraer la enfermedad en cuestiéon. Ademas de ello, la incidencia anterior de la enfermedad y las
medicaciones de prescripcién actuales pueden situar también al animal en un riesgo mayor (informe de 1988 de la
American Association of Feline Practitioners and Academy of Feline Medicine Advisory Panel on Feline Vaccines J.
Am. Vet. Med. Assoc. 212, 227-241 (1998).

La administraciéon de vacunas al animal y el historial animico estdn disponibles en los registros veterinarios y
de los propietarios de los animales. Actualmente no existe ninglin sistema prescrito de mantenimiento de registro
entre veterinarios, pero estd recomendado por la comunidad de animales de compaiiia que el mantenimiento de los
registros sea meticuloso y metddico (informe de la American Association of Feline Practitioners and Academy of
Feline Medicine Advisory Panel on Feline Vaccines J. Am. Vet. Med. Assoc. 212, 227-241 (1998)). Un procedimiento
para facilitar la transferencia de registros de veterinarios y propietarios de animales de compaiia al fabricante que
realice un estudio de la duracién de la memoria inmune adecuada es el suministro de un cuestionario previamente
franqueado al veterinario para generar los datos clinicos del animal y el historial de administracién de vacunas. El
cuestionario puede tener un tiempo preferido para su cumplimentacién, después del cual el propietario del animal
de compaiiia y el veterinario pueden completarlo y remitirlo al fabricante. El desprendimiento de las etiquetas de las
vacunas que van a ser fijadas en el cuestionario puede facilitar este mantenimiento de los registros.

Una vez que el grupo de estudio ha sido seleccionado y que los historiales de clinicas y administracién de vacunas
han sido examinados y recopilados, es asignado el estado inmune para cada animal del estudio. Es asignado un primer
indicador a cada animal que no muestra un marcador de inmunidad, preferentemente el primer indicador es un 0. Un
segundo indicador es asignado a cada animal que muestra un marcador de inmunidad, preferentemente el segundo
indicador es un 1.

El marcador de inmunidad particular ensayado dependerd de la enfermedad particular para la que estd siendo
ensayada la vacuna. Para los fines de la presente invencién, cada animal que ha manifestado indicios clinicos de la
enfermedad sometida a estudio, desde la fecha de la Ultima vacunacion, no tiene un “marcador de inmunidad”. Los
marcadores de inmunidad y los procedimientos para su ensayo son bien conocidos en la técnica, y el experto ordinario
conocerd el procedimiento que hay que seleccionar dependiendo del estudio. Por ejemplo, una muestra de suero de
sangre obtenida del propietario del animal o veterinario, puede ser analizada en cuanto a la presencia de anticuerpos
en circulacién. Otro marcador de inmunidad es una respuesta anamnéstica para la enfermedad en cuestiéon (Manual of
Clinical Laboratory Immunology, Fifth Edition, Editor: Noel R. Rose et al. (1997); Manual of Clinical Microbiology,
7th Edition, Editor: Patrick R. Murray et al. (1999); Clinical Microbiology Procedures Handbook, Editor: Henry D.
Isenberg et al. (1992); S.Faine, Leptospira and Leptospirosis, Second Edition, (1994)).

Cuando la respuesta inmune primaria para una enfermedad especifica estd medida por células hay una diversidad de
ensayos que pueden ser usados para identificar animales con un marcador de inmunidad. Por ejemplo, véase (Manual
of Clinical Laboratory Immunology, Fifth Edition, Editor: Noel R. Rose ef al. (1997)). La Tabla 1 siguiente recoge
unos pocos ejemplos de marcadores de inmunidad adecuados para diversidad de vacunacones.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 1

Marcadores de inmunidad para diversas vacunas caninas

iAdenovirus

Enfermedad para Marcador Referencias

la que esta
t prescrita la

vacuna

Rabia Titulocs World Health
seroneutralizant | Organization. 1992.
es Expert Committee on

Rabies, 8th Report.
World Health
Organization,
Technical Report
Series no. 824,
Ginebra.

Moquillo canino Titulos Cooper et al.
seroneutralizant |Bulletin Mensuel de
es Ab la Societe

Veterinaire Pratique
de France 75, 13 1-
152 (1981). Auby et
al. Recueil de
Médecine Véterinaire
150, 33-36 (1974).

Parvovirus canino | Titulos Pollock et al.
seroneutralizant | Journal of the
es Ab American Veterinary

Medical Association
180, 37-43 (1979).
canino | Titulos Hartman et al.

-
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Enfermedad para Marcador Referencias o
la que esté
prescrita la
vacuna
CAV-1 seroneutralizant | Veterinary
es Ab Immunology and
Immunopathology
7,245-254 (1984).
Leptospira Titulos de IgG! Hartman et al.
canicola yineutralizantes Veterinary
icterohaemorrhagi Immunology and
ae Immunopathology
7,245-254 (1984).
Coronavirus IgA secretora Tennant et al.
canino Research in
Veterinary Science
51, 11-18(1991).
Parainfluenza IgA secretora Bemis DA. 1976.
canina de Bordetella
Bordetella bronchiseptica in
Bronchiseptical dogs:
Bacteriological
studies,
pathogenesis, immune
response and
antibiotic
treatment. Ph.D.
Thesis. Cornell
University
Panleucopenia Titulos Scott et al. Journal
seroneutralizant ! of the American
es Ab Veterinary Medical
Association 156,
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Enfermedad para Marcador Referencias

la que esta

| prescrita la

vacuna
439-453 (1970) .
Johnson et al.
Journal of the
American Veterinary
Medical Association
158, 876-884 (1971).

Rinotraqueitis Funcién de | Johnson et al.
inmunidad Journal of the
mediada por | American Veterinary
células Medical Association

186, 149-152 (1985).

Rabia Titulos World Health
seroneutralizant |Organization. 1992.
es Expert Committee on

Rabies, 8th Report.
World Health
Organization,
Technical Report
Series no. 824,
Geneva.

Calicivirus Titulos Johnson et al.
seroneutralizant ! Journal of the
es Bb American Veterinary

Medical Association
186, 149-152 (1985).
Chlamydia IgA secretora IgA Mitzel et al.
psittaci American Journal of
Veterinary Research
38, 1361-1363

(1977).
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Enfermedad para Marcador Referencias

la que esta

prescrita la

vacuna

FelV Titulos Ab Haffer et al.
seroneutralizant | Vaccine 8:12-16
es Ab (1990). Tompkins et

al. Companion Animal

Practice July: 15-26

(1988) .
Peritonitis IgA salivar Pedersen Feline
infecciosa Practice 23:7-20
(1995).

En una realizacién preferida de la invencion, es establecido un marcador de inmunidad cuando el suero de la sangre
del animal contiene un nivel de titulo de anticuerpos de suero en sangre de al menos aproximadamente 2, o si el animal
exhibe una fuerte respuesta anamnéstica tras la administracion de una dosis de refuerzo de la vacuna. Una respuesta
anamnéstica fuerte es un aumento de 4 veces del titulo de anticuerpos en suero al ser medido de 3 dias a 28 dias
a continuacién de la administracién de una dosis de refuerzo de la vacuna en cuestion. La practica convencional es
extraer una muestra de suero de sangre y seguidamente administrard la dosis de refuerzo. Seguidamente, en 3 dias
a 28 dias es tomada una segunda muestra de suero de sangre. Los sueros de la primera y de la segunda muestras de
sangre son ensayados en cuanto a anticuerpos en paralelo. En presencia de una memoria inmunolégica en un individuo
sano, los niveles de anticuerpos en la segunda muestra de suero serdn 4 veces mayores que los niveles en la primera
muestra.

Una vez que es establecido el estado inmune para cada animal como se describi6 anteriormente, serdn completados
los datos para el grupo de estudio y serdn analizados para determinar la duracién de la memoria inmune adecuada. Cada
clinica del animal (Cy), fecha de reclutamiento y fecha de la dltima vacunacién serdn registradas, y serd determinado
un valor en dias para cada uno de X; y X, en donde:

X es el tiempo en dias i del animal entre la fecha de la dltima vacunacion del animal para la enfermedad y la fecha
de reclutamiento del animal;

X; es el tiempo en dias j del animal entre la fecha de reclutamiento del animal y la fecha de comienzo del estudio.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la “fecha de reclutamiento” para cada animal es el dia en que
el animal fue evaluado en cuanto a un marcador de inmunidad. Si el animal es valorado para mds de un marcador
de inmunidad, la fecha de reclutamiento es la fecha en el que el animal fue evaluado en cuanto al primer marcador
de inmunidad. Por ejemplo, cuando el marcador de inmunidad es la deteccion de niveles de titulos de anticuerpos,
la fecha de reclutamiento es el dia en que se extrajo la primera muestra de sangre para un andlisis de los titulos de
anticuerpos. Si el andlisis de los titulos de anticuerpos en negativo, y el animal es evaluado en cuanto a un marcador
de inmunidad alternado, como una respuesta anamnéstica, la fecha de reclutamiento es todavia el dia en que se extrajo
la primera muestra de sangre para un andlisis de los titulos de anticuerpos.

En la presente memoria descriptiva, cuando se hace reverencia a la “fecha de la dltima vacunacién”, la “fecha de
vacunacion” significa el dia en que se concluye el protocolo de administracion de la vacuna prescrita. Debe apreciarse
que esta fecha no se corresponde necesariamente con la fecha en que es administrada una dosis de vacuna particular.
A menudo, la vacunacion de animales de compafiia incluye una serie de administraciones de la vacuna a intervalos
de tiempo cortos para establecer la inmunidad. Por ejemplo, puede ser necesario proporcionar dos o mas dosis de una
vacuna inactivada en un periodo de tiempo corto para conseguir la inmunidad, mientras que, en el mismo animal, las
vacunas vivas modificadas a menudo inmunizan solamente después de una administracién (informe de la American
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Association of Feline Practitioners and Academy of Feline Medicine Advisory Panel on Feline Vaccines J. Am. Vet.
Med. Assoc. 212, 227-241 (1998)). Otro ejemplo en el que la fecha de vacunacidn debe ser diferenciada de la fecha
de administracién de la vacuna es cuando a animales jovenes (menos de aproximadamente 8 a 16 semanas) les son
administradas multiples dosis de vacunas, espaciadas a intervalos de 2 a 6 semanas. Este protocolo de administracién
de la vacuna estd prescrito porque pueden estar presentes anticuerpos heredados por via maternal en el suero de la
sangre de los animales. Los anticuerpos heredados por via maternal pueden anular la vacunacién y, como se conoce
exactamente cuando se disipardn estos anticuerpos, son recomendadas multiples administraciones de la vacuna. Para
la mayoria de los animales de compaiiia, los anticuerpos heredados por via maternal desaparecen después aproximada-
mente 16 semanas de edad. Por ejemplo, el esquema recomendado de administracion de una vacuna para el moquillo
canino en mascotas es de una serie de tres inyecciones parenterales de una vacuna viva modificada (es decir, a las 6 a
8 semanas, a las 10 a 12 semanas y a las 14-16 semanas) (Council Report Journal of the American Veterinary Medical
Association 195, 314-317 (1989)). Consecuentemente, en este caso, la fecha de vacunacién es la fecha a la que es
administrada la inyeccidon de vacuna de 14-16 semanas. En la presente invencion, en los casos en que el protocolo
prescrito de administracién de la vacuna no es seguido para un animal en particular, es preferible que el animal sea
omitido del estudio.

La duracién de la memoria inmune adecuada de la vacuna es estimada mediante una duracién de una ecuacién de
prediccion de la memoria inmune adecuada, apropiada para el modelo estadistico. La ecuacién de prediccién puede
ser deducida mediante andlisis de regresion logistica de los datos de inmunidad obtenidos a partir de los animales
reclutados en el estudio. La deduccién de las ecuaciones de prediccion mediante anélisis de regresion logistica de
datos en bruto es bien conocida por los expertos en la técnica. Ejemplos de modelos pueden ser encontrados en
las siguientes referencias: Agresti (1990), Categorical Data Analysis, 84-91; Beitler et al. Biometrics, 41, 991-1000
(1985); Davidian et al. Biometrika 80, 475-488 (1993); Harville et al. Biometrics 40, 393-408 (1984); Hosmer et al.
(1989), Applied Logistic Regression; Longford Computational Statistics and Data Analysis 17, 1-15 (1994).

Una vez que es deducida la ecuacion de prediccidn para una vacuna particular, puede ser resuelta para obtener la
duracién de la memoria inmune adecuada para la vacuna sometida a estudio, imputando un nivel de eficacia deseado.
El nivel de eficacia deseado es el porcentaje de animales vacunados que no manifestarian indicios clinicos de la
enfermedad si un grupo estadisticamente significativo fuera expuesto a la enfermedad en cuestién. Dicho de otro modo,
el nivel de eficacia es la probabilidad de que un animal particular muestre manifestaciones clinicas si es expuesto a una
estimulacién virulenta de la enfermedad. La eficacia es un término relativo y ninguna vacuna inducird una inmunidad
completa para todos los animales en el sector. Para estar admitido a nivel federal, el grupo vacunado debe exhibir
una enfermedad significativamente menor que el grupo testigo no vacunado tras una estimulacién virulenta. Para la
mayoria de las enfermedades, para una aprobacién por la USDA, el nivel de eficacia debe ser de 80% (es decir, un
80% de los vacunados no deben mostrar enfermedad, Serge Martinod en Advances in Veterinary Medicine, Vol. 41,
Veterinary Vaccines and Diagnostics, Ronald D. Schultz ed. pag. 635 (1999)).

La ecuacioén de prediccidn preferida es:

Logit(E) = B, + 51 Xp1 + B Xcy + C

en la cual:
E es un nivel de eficacia deseado;
Xpr es la duracion de la memoria inmune adecuada;

Xcv es un valor medio de X; obtenido usando con programa de promedios como el procedimiento MEANS de SAS
[este valor representa una covariable apara ajustar posibles diferencias entre estaciones];

C, es una constante que representa el efecto al azar en el modelo para tener en cuenta posible variacién entre
clinicas, Cy es deducida mediante regresion logistica; y

Bo, B1 ¥ B> son constantes deducidas por regresion logistica.

El modelo estadistico preferido para la regresion logistica para deducir los valores de Cy, B, 81 v B> es:

LOglt(p) = ﬁ() + ﬂlXi +ﬁzXJ + Ck

en la que X; y X se definen con anterioridad, Cy es la clinica K (es decir, la clinica correspondiente al animal particular)
y logit(p) es un vector que representa los indicadores del estado inmune para cada animal en el grupo de estudio (por
ejemplo, un vector que consiste en ceros y unos). Por tanto, p se convierte en la probabilidad de que un animal en el
estudio exhiba un marcador de inmunidad.

Puede ser usado cualquier programa estadistico adecuado para regresion logistica. Un ejemplo de modelos adecua-
dos puede ser encontrado en el paquete de software de SAS (por ejemplo, la version 8), bien conocido por los expertos
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en la técnica. El procedimiento NLMIXED en SAS es el programa de regresion logistica preferido. Pero pueden ser
usados también los procedimientos LOGISTIC, TLOGISTIC, GENMOD o CATMOD en el paquete SAS.

Protocolos para determinar marcadores de inmunidad
Andlisis seroldgico del virus del moquillo canino

Células de rifién de perro de los laboratorios Norden con un intervalo de paso de 126-143 son dispuestas en
placas a 16.000 células por pocillo de la placa en medio esencial minimo de Eagle/10% de suero bovino fetal. Las
placas son incubadas a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado durante 24 horas hasta que se consigue la
confluencia deseada de 20-30%. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros de testigos positivos y testigos
negativos son diluidas en serie 2 veces hasta los niveles apropiados en medio esencial minimo de Eagle. Cada pocillo
del ensayo del suero diluido es combinado con un volumen igual de suspension de virus que contiene 100-316 dosis
infecciosas de cultivos de tejidos de 50% (TCIDs,) de virus del moquillo canino. Normalmente, se puede usar un
virus no citopdtico. La mezcla de suero/virus es incubada durante 1 hora para permitir la neutralizacién del virus por
un anticuerpo especifico. El virus de estimulacién es titulado para verificar la cantidad de virus usado en el ensayo
(retrotitulacidn). A continuacién de la incubacidn, el contenido de fluido de las placas es retirado y las placas son
inoculadas con la muestra de suero/virus, cuatro repeticiones por dilucién de suero. Las placas son incubadas durante
6 + 1 dias a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado. Las placas son seguidamente fijadas con acetona al
80%, aclaradas y tefiidas con anticuerpo policlonal anti-CDV directo marcado con isotiocianato de fluoresceina. A
continuacién del procedimiento de tefiido, las placas son leidas en cuanto a la presencia o ausencia de fluorescencia
especifica viral. Los pocillos que no exhiben fluorescencia (“FA”) son valorados como un “+”, indicando la presencia
de anticuerpos neutralizantes. Los pocillos que contienen FA son valorados como “-” indicando la falta de anticuerpos
neutralizantes. El titulo neutralizante en suero es calculado mediante el procedimiento de Spearman-Karber. Un ensayo
debe completar los siguientes criterios para ser considerado valido: 1. El nuevo titulo debe estar en el intervalo de 100-
316 TCIDs, 2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo establecido (normalmente, es 36-145). 3. El
suero testigo negativo debe tener un titulo de < 2.

Andlisis serologico de adenovirus canino tipo 2

Células de rifién de perro de los laboratorios Norden con un intervalo de paso de 126-143 son dispuestas en
placas a 16.000 células por pocillo de la placa en medio esencial minimo de Eagle/10% de suero bovino fetal. Las
placas son incubadas a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado durante 3-5 dias hasta que se consigue la
confluencia deseada de 85-95%. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros de testigos positivos y testigos
negativos son diluidas en serie 2 veces hasta los niveles apropiados en medio esencial minimo de Eagle. Cada pocillo
del ensayo del suero diluido es combinado con un volumen igual de suspensién de virus que contiene 100-316 dosis
infecciosas de cultivo de tejido al 50% (TCIDs,) de adenovirus canino de tipo 2. Normalmente, se puede usar un
virus no citopatico. La mezcla de suero/virus es incubada durante 1 hora para permitir la neutralizacién del virus por
el anticuerpo especifico. El virus de estimulacién es titulado para verificar la cantidad de virus usada en el ensayo
(retrotitulacion). A continuacién de la incubacidn, es retirado el contenido de fluido de las placas es retirado y las
placas son inoculadas con la mezcla de suero/virus, cuatro repeticiones por dilucién de suero. Las placas son incubadas
durante 7+1 dias a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado. Las placas son seguidamente fijadas con acetona
al 80%, aclaradas y tefiidas con anticuerpo policlonal directo anti-CAV marcado con isotiocianato de fluoresceina. A
continuacién del procedimiento de tefiido, las placas son leidas en cuanto a la presencia o ausencia de fluorescencia
especifica viral. Los pocillos que no exhiben (“FA”) son valorados como “+” indicando la presencia de anticuerpos
neutralizantes. Los pocillos que contienen FA son valorados como “-” indicando la falta de anticuerpos neutralizantes.
El titulo neutralizacion de suero es calculado mediante el procedimiento de Spearman-Karber. Un ensayo debe cumplir
los siguientes criterios para ser considerado valido: 1. El nuevo titulo debe estar en el intervalo de 100-316 TCIDs,
2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo establecido (normalmente, es 25-99). 3. El suero testigo
negativo debe tener un titulo de < 2.

Andlisis seroldgico de virus de parainfluenza canino

Células de rifién de perro de los laboratorios Norden, con un intervalo de paso de 126-143, son dispuestas en placas
a 16.000 células por pocillo de la placa en medio esencial minimo de Eagle/10% de suero bovino fetal. Las placas
son incubadas a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado durante 24 horas hasta que se consigue la confluencia
deseada de 20-30%. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros testigos positivos y testigos negativos son
diluidas en serie 2 veces hasta los niveles apropiados en medio esencial minimo de Eagle. Cada pocillo del ensayo del
suero diluido es combinado con un volumen igual de suspensién de virus que contiene 100-316 dosis infecciosas de
cultivo de tejidos al 50% (TCIDs,) de virus parainfluenza canino. Normalmente, se puede usar un virus no citopatico.
La mezcla de suero/virus es incubada durante 1 hora para permitir la neutralizacién del virus por el anticuerpo espe-
cifico. El virus de estimulacion es titulado para verificar la cantidad de virus usada en el ensayo (retrotitulacién). A
continuacién de la incubacidn, es retirado el contenido de fluido de las placas y las placas son inoculadas con la mezcla
de suero/virus, cuatro repeticiones por dilucion de suero. Las placas son incubadas durante 6 + 1 dias a 37°C, 5% de
CO, en un ambiente humidificado. Las placas son seguidamente fijadas con acetona al 80%, aclaradas y tefiidas con
anticuerpo policlonal directo anti-CDV marcado con isotiocianato de fluoresceina. A continuacién del procedimiento
de tefiido, las placas son leidas en cuanto a la presencia o ausencia de fluorescencia especifica viral. Los pocillos que
no exhiben FA son valorados como “+” indicando la presencia de anticuerpos neutralizantes. Los pocillos que con-
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tienen FA son valorados como “-” indicando la falta de anticuerpos neutralizantes. El titulo neutralizante en suero es
calculado mediante el procedimiento de Spearman-Karber. Un ensayo debe cumplir los siguientes criterios para ser
considerado valido: 1. El nuevo titulo debe estar en el intervalo de 100-316 TCIDs, 2. El suero testigo positivo debe
estar dentro del intervalo establecido (normalmente, es 32-82). 3. El suero testigo negativo debe tener un titulo de < 2.

Andlisis serologico de parvovirus

Células de rifién de perro de los laboratorios Norden, con un intervalo de paso de 126-143, son dispuestas en placas
a 16.000 células por pocillo de la placa en medio esencial minimo de Eagle/10% de suero bovino fetal. Las placas
son incubadas a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado durante 24 horas hasta que se consigue la confluencia
deseada de 20-30%. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros testigos positivos y testigos negativos son
diluidas en serie 2 veces hasta los niveles apropiados en medio esencial minimo de Eagle. Cada pocillo del ensayo del
suero diluido es combinado con un volumen igual de suspension de virus que contiene 100-316 dosis infecciosas de
cultivo de tejido al 50% (TCIDs,) de parvovirus canino. Normalmente, se puede usar un virus no citopatico. La mezcla
de suero/virus es incubada durante 1 hora para permitir la neutralizacién del virus por el anticuerpo especifico. El virus
de estimulacion es titulado para verificar la cantidad de virus usada en el ensayo (retrotitulacién). A continuacién de
la incubacién, es retirado el contenido de fluido de las placas y las placas son inoculadas con la mezcla de suero/virus,
cuatro repeticiones por dilucién de suero. Las placas son incubadas durante 3-4 dias a 37°C, 5% de CO, en un ambiente
humidificado. Las placas son seguidamente fijadas con acetona al 80%, aclaradas y tefiidas con anticuerpo policlonal
directo anti-CDV marcado con isotiocianato de fluoresceina. A continuacién del procedimiento de tefiido, las placas
son leidas en cuanto a la presencia o ausencia de fluorescencia especifica viral. Los pocillos que no exhiben FA son
valorados como “+” indicando la presencia de anticuerpos neutralizantes. Los pocillos que contienen FA son valorados
como “-” indicando la falta de anticuerpos neutralizantes. El titulo neutralizante en suero es calculado mediante el
procedimiento de Spearman-Karber. Un ensayo debe cumplir los siguientes criterios para ser considerado vdlido: 1.
El nuevo titulo debe estar en el intervalo de 100-316 TCIDs, 2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo
establecido (normalmente, 88-352). 3. El suero testigo negativo debe tener un titulo de < 2.

Andlisis serologico de coronavirus canino

Células de rifién de felino de los laboratorios Norden con un intervalo de paso de 85-92 son dispuestas en placas a
50.000 células por pocillo de la placa en medio esencial minimo de Eagle/10% de suero bovino fetal. Las placas son
incubadas a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado durante 3 + 1 dias hasta que se consigue la confluencia
deseada de 100%. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros testigo positivo y testigo negativo son
diluidas en serie 2 veces hasta niveles apropiados en BME + N-(2-hidroxietil)-piperazino-N’-(4cido 2-etanosulfénico)
10 mM + 4 pg/ml de polibreno. Cada pocillo del ensayo del suero diluido es combinado con un volumen igual de
suspension de virus que contiene 100-316 dosis infecciosas de cultivo de tejidos al 50% (TCIDs,) de coronavirus
canino. La mezcla de suero/virus es mezclada e incuba durante 1 hora para permitir la neutralizacién del virus por
el anticuerpo especifico. El virus de estimulacién es titulado para verificar la cantidad de virus usada en el ensayo
(retrotitulacidn). A continuacién de la incubacion, es retirado el contenido de fluido de las placas y las placas son
inoculadas con la mezcla de suero/virus, cuatro repeticiones por dilucién de suero. Las placas son incubadas durante
5 + 1 dias a 37°C, 5% de CO, en un ambiente humidificado. Los pocillos son seguidamente leidos en cuanto a
la presencia de virus mediante el efecto citopatico (CPE). Los pocillos que no exhiben CPE son valorados como
“+” indicando la presencia de anticuerpos neutralizantes. Los pocillos que contienen CPE son valorados como “-”
indicando la falta de anticuerpos neutralizantes. El titulo neutralizante en suero es calculado mediante el procedimiento
de Spearman-Karber. Un ensayo debe cumplir los siguientes criterios para ser considerado valido: 1. El nuevo titulo
debe estar en el intervalo de 100-316 TCIDs, 2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo establecido
(normalmente, 27-108). 3. El suero testigo negativo debe tener un titulo de < 2.

Andlisis serologico de Leptospira canicola

Son usados para este ensayo cultivos de fases vivas logaritmicas tardias o estacionaria temprana de Leptospira
canicola. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros testigos positivos y testigos negativos son diluidos
en serie 2 veces hasta niveles apropiados en un diluyente. Es afiadido un volumen igual de cultivo al suero diluido. La
mezcla de suero/bacterias es mezclada e incubada durante 2 a 4 horas para permitir la aglutinacién de bacterias por
anticuerpos especificos. La suspension en cada pocillo es microscopicamente examinada en cuanto a la aglutinacién.
El punto final es el pocillo més elevado en el que es registrada una aglutinacién de 50%, medida mediante comparacién
de la densidad de leptospiras sin aglutinar con una suspension testigo. Un ensayo debe cumplir los siguientes criterios
para ser considerado vélido: 1. El nimero de bacterias que debe ser usado para estimular cada pocillo debe ser entre 2
x 108 y 1 x 10° ml. 2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo establecido. 3. El suero testigo negativo
debe tener un titulo de < 2.

Andlisis serologico de Leptospira icterohaemorrhagiae

Son usados cultivos vivos de fase logaritmicas tardia o estacionaria temprana de Leptospira icterohaemorrhagiae
para el ensayo. Muestras de suero canino inactivadas con calor, sueros testigos positivos y testigos negativos son
diluidas en serie 2 veces hasta niveles apropiados en un diluyente. Es afiadido un volumen igual de cultivo al suero
diluido. La mezcla de suero/bacterias es mezclada e incubada durante 2 a 4 horas para permitir la aglutinacién de
bacterias por anticuerpos especificos. La suspensién en cada pocillo es microscépicamente examinada en cuanto a la
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aglutinacién. El punto final es el pocillo mas elevado en el que es registrada una aglutinacién de 50% medida mediante
la comparacién de la densidad de leptospiras sin aglutinar con una suspension testigo. Un ensayo debe cumplir los
siguientes criterios para ser considerado vélido: 1. El nimero de bacterias que debe ser usado para estimular cada
pocillo debe ser entre 2 x 10° y 1 x 10° ml. 2. El suero testigo positivo debe estar dentro del intervalo establecido. 3.
El suero testigo negativo debe tener un titulo de < 2.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos ilustran adicionalmente los procedimientos de la presente invencién. Debe entenderse que
la presentes invencion no esta limitada a los detalles especificos de los ejemplos proporcionados a continuacién.

Ejemplo 1
Un estudio retrospectivo para determinar la duracién de la memoria inmune adecuada de diversos componentes
virales y bacterianos de vacunas Vanguard® 5/L o Vanguard Plus® 5/L en perros midiendo los titulos de anticuerpos y

la respuesta de los anticuerpos a una revacunacion.

1. Vacuna

Nombre genérico: Moquillo canino, adenovirus tipo 2,
parvovirus, vacuna de para influenza,
vacuna de virus modificado (MLV) vy
bacterina de Leptospira canicola-
icterohaemorrhagiae (cultivos completos
inactivados)

Marca registrada: Vanguard Plus® 5/L (cdédigo de producto
APHIS 4639.22) . n° de Licencia
veterinaria de EE.UU.: 189

Formulacién: Vacuna comercial

2. Animales del estudio

Especie Canina Tipo: Perros mixtos y de

pura rxaza

Raza/cepa: Cualqguiera Sexo:- M vy F (intactos o
castrados)

Descripcién: Adultos

Origen: Pacientes veterinarios de propiedad privada

Edad inicial: Minimo: 2 Maximo: Unidades: afos

ninguno

Pescs: Minimo: Maximo: Unidades: libras

ninguno ninguno
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3. Tratamiento

a. Especificaciones del sitio

Este estudio es un estudio clinico controlado realizado en multiples sitios sobre regiones geograficas diversas en
los Estados Unidos y Canad4. Se usé un protocolo comtn para todos los sitios. Aproximadamente 40-60 practicas
veterinarias participardn en el estudio. Cada sitio de estudio individual se espera que reclute un minimo de 5 perros.

Los sitios son précticas veterinarias de animales pequefios cuya clientela, mantenimiento de registros y nivel de
cumplimiento proporcionardn una proporcidn elevada de pacientes reclutados. Las practicas deben tener al menos un
veterinario (el director del estudio o veterinario examinador designado por el director del estudio) que esté experi-
mentado en la (gréctica veterinaria general y medicina. Las pricticas tendran un historial de uso de Vanguard® 5/L o
Vanguard Plus® 5/L durante los tltimos 5 afios. Los propietarios de los perros reclutados en el estudio deben estar
dispuestos a participar en el estudio hasta que se completen todas las observaciones y se recojan todas las muestras.

b. Tratamiento previo

El tratamiento médico seguird una préctica clinica normal y aceptada para cada animal de estudio. No serdn usados
los tratamientos recogidos bajo los “criterios de exclusion” y serd registrado el uso de otras medicaciones concomi-
tantes.

c¢. Procedimiento de identificacion

Identificacion individual de animales proporcionada por los propietarios y nimeros tinicos de informe de los casos.
d. Alojamiento

Los perros son mantenidos en ambientes domésticos normales y pueden ser albergados en la casa del cliente o en

una acomodacion separada para animales. Los perros pueden ser albergados con o sin otros animales.

e. Procedimientos de alimentacion y suministro de agua

Practica normal.

4. Diseiio del estudio

N° Descripcidén Tiempo Via Animales/tratamie
del desde nto
tratamiento Ultima

vacunacién

T1 Vanguard® 212 meses Subcutéane Aprox. 500-1000
Plus 5/L a

5. Procedimientos

Los perros son seleccionados para el estudio a partir de animales presentados a cada sitio. Los registros médicos
de cada sitio son examinados para identificar perros adultos que han recibido una serie de vacunaciones de cebado,
pero que no han sido vacunados durante 12 meses o mds. La vacuna mds recientemente administrada es Vanguard®
5/L o Vanguard® Plus5/L. Se hace un intento de identificar una gama de animales que no han sido vacunados en 12 o
48 meses (0 mds), de forma que el estado inmune pueda ser valorado durante un periodo prolongado desde la tltima
vacunacién. La duracién de la memoria inmune adecuada de los componentes individuales de la vacuna Vanguard® se
determina en los perros seleccionados basandose en los titulos de anticuerpos en suero y/o una respuesta anamnéstica
a la revacunacién Vanguard® Plus 5/L.
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La informacién general para todos los casos candidatos identificados es registrada y valorada en cuando a la
admisibilidad. Solamente los animales que satisfacen todos los criterios de inclusién, y para los cuales no son de
aplicacién ninguno de los criterios de exclusidn, son seleccionados para el reclutamiento del estudio.

Perros sanos de 2 afios de edad o mds, que no han sido vacunados en los dltimos 12 meses o mas, son admisibles
para el reclutamiento. Se llama por teléfono a los propietarios de estos animales y se les pide que participen en el
estudio. Seran registradas las razones para la no participacion en el estudio.

a. Criterios de inclusion
1. Cualquier raza, sexo o peso de perro.
2. Perros sanos, 2 afios de edad o mas.

3. El perro no debe haber recibido una vacuna mono- o poli-valente que contenga adenovirus del moquillo canino
de tipo 2, parvovirus, vacuna de parainfluenza, vacuna de virus vivos modificados; bacterina de Leptospira canico-
la-icterohaemorrhagiae en los ultimos 12 meses o mds. (Los perros pueden haber recibido vacunaciones de rabia,
Bordetella, Borrelia o Giardia).

4. El perro debe tener un historial de vacunacién documentado con al menos dos dosis de vacuna polivalente (que
contiene moquillo canino, adenovirus de tipo 2, parvovirus, vacuna de parainfluenza, vacuna de virus vivos modifica-
dos, bacterina de Leptospira canicola-icterohaemorrhagiae, de cualquier fabricante) como una dosis de cebado (serie
de vacunaciones a cachorros o inicial), siendo proporcionada la dltima dosis es cuando el animal tenfa 12 semanas de
edad o maés.

5. El perro debe haber recibido al menos una vacuna polivalente adicional 9-14 meses después de la serie de cebado
inicial.

6. La vacuna mds reciente administrada debe ser Vanguard® 5/L o Vanguard Plus® 5/L.

7. El agente propietario/autorizado be estar de acuerdo en hacer volver el animal de estudio a la practica veterinaria
para una evaluacién en los momento requeridos.

8. El agente propietario/autorizado debe proporcionar un consentimiento informado escrito para que el animal
participe en el estudio.

9. El propietario debe completar el cuestionario de valoracién de estilo de vida y riesgo de enfermedades del
animal.

b. Criterios de exclusion
1. Perros con un historial de intolerancia/alergia a vacunaciones.
2. Animales prefiados.

3. Perros con enfermedad sistémica grave, ya sea 0 no una amenaza constante para la vida (fallo renal, fallo
hepatico, neoplasia terminal).

4. Perros tratados con cualquier farmaco inmunosupresor (corticoides que incluyen prednisolona y dexametaso-
na u otros inmunosupresores como ciclofosfamida, azatioprina, y tiomalato de oro-sodio, etc.) en los 10 ultimos
dias.

5. Perros tratados con farmacos anti-inflamatorios respiratorios (por ejemplo, acetato de metil-prednisolona) en los
dltimos 30 dias.

c. Examen de pre-vacunacion. Recogida y tratamiento de sangre

En la fecha de reclutamiento todos lo perros recibirdn un examen fisico para determinar el estado de salud general
de los perros. El propietario completard un cuestionario para documentar el estilo de vida y riesgo de enfermedades a
los que estd expuesto su perro.

En la fecha de reclutamiento (una vez que se confirma que el perro cumple los criterios de inclusion), se obtienen
seguidamente aproximadamente 10 ml de sangre de la vena yugular (u otra vena periférica) antes de la vacunacién. La
sangre es recogida en un tubo separador de suero de 12 ml y se permite que coagule. La sangre es centrifugada, el suero
es separado y dividido en parte alicuotas en dos tubos de transporte de plastico (repeticiones A y B). Las muestras de
suero son almacenadas en congelacién antes del transporte. Los tubos de plastico son etiquetados con el nimero de
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identificacién del animal, ID repeticién y la fecha de recogida. Los impresos de envio del laboratorio (suministrados
por el laboratorio) y los impresos de custodia de la cadena son completados para cada envio de muestras. Las muestras
congeladas (repeticién A) son transportadas sobre hielo semanalmente, hasta un laboratorio predeterminado. Tras
recibir la confirmacion de la muestra primaria, las muestras de seguridad (repeticion B) serdn también transportadas
sobre hielo hasta el laboratorio colaborador. El laboratorio es ocultado en el historial de vacunacién del animal. Son
registradas las fechas de recogida de muestras de sangre y vacunacion.

Se identifica un laboratorio para analizar todas las muestras seroldgicas. Se pide al laboratorio que estandarice y
valide todos los ensayos con el fin de cumplir los requisitos reguladores.

d. Administracion del tratamiento

En el dia 0, después de la recogica de muestras de suero previas a la vacunacién, se administra a los perros una
dosis (1 ml) de Vanguard Plus® 5/L como direcciones por etiqueta.

e. Recogida y tratamiento de sangre posteriores a la vacunacion

De 3 a 7 dias (dias del estudio 4-6) después de la vacunacion, el perro es nuevamente examinado y es obtenida y
tratada una segunda muestra de sangre (como se describié anteriormente para las muestras previas a la vacunacion)
y es registradas Una vez que es recogida la muestra posterior a la vacunacién, el perro es considerado fuera del
estudio.

f. Titulos serologicos

Los siguientes titulos de anticuerpos son determinados para cada muestra de suero. Titulo neutralizante en suero
(““SN”) del virus del moquillo canino; titulo SN de parvovirus canino; titulo SN de adenovirus canino tipo 1; titulo SN
de adenovirus canino tipo 2; titulo SN de virus de parainfluenza canino; titulo de aglutinacién microscépica (“MA”)
de Leptospira interrogans ser. icterohaemorrhagiae; titulo MA de Leptospira interrogans ser. Canicola.

La prioridad para el andlisis de las muestras es como sigue:

1. Titulo SN de virus del moquillo canino;

2. Titulo SN de parvovirus canino;

3. Titulo SN de adenovirus canino tipo 1;

4. Titulo SN de adenovirus canino tipo 1;

5. Titulo MA de Leptospira interrogans ser. icterohaemorrhagiae;

6. Titulo MA de Leptospira interrogans ser. Canicola;

7. Titulo SN de virus de parainfluenza canino.

g. Recogida y tratamiento de sangre

1. Se recogen aproximadamente 10 ml de sangre en un tubo para vacunas (parte superior roja) separador de suero.
La sangre puede ser recogida mediante jeringuilla, o directamente en el tubo para vacunas.

2. Se permite que la sangre coagule un minimo de 20 minutos pero no mas de 40 minutos.

3. Se centrifuga la sangre coagulada durante un minimo de 5 minutos a la velocidad apropiada.

4. Se retira el tap6n de caucho rojo del tubo separador y se vierte o se pipetea cuidadosamente suero en dos partes
alicuotas aproximadamente iguales en dos tubos de transporte de plastico. Se cierran los tubos de transporte de plastico
con el tapén proporcionado y se aplican etiquetas con el nombre del animal, nimero de identificacién del animal y
fecha de recogida. Se congelan las muestras a aproximadamente -20°C. Si es usada una pipeta para transferir suero,

debe ser usada una nueva pipeta para cada muestra.

5. La sangre debe ser tratada y congelada en dos horas desde su recogida.
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h. Enfermedad/medicacion concurrente

Si se estiman necesarios procedimientos de medicacién, médicos o quirtirgicos, entonces se siguen procedimientos
estdndar de la prictica veterinaria. No estdn permitidas medicaciones concurrentes (distintas de las medicaciones
concurrentes permisibles definidas), procedimientos médicos o quirtdrgicos sin el previo consentimiento del director
de estudio, con la excepcion de emergencias extremas, cuando incluso retrasos cortos serfan una amenaza para la vida
o provocarian un sufrimiento excesivo. Los animales pueden ser retirados del estudio si estd recomendado.

Los perros pueden ser tratados con las siguientes medicaciones durante el transcurso del estudio, con un uso
documentado para incluir fairmaco, dosificacién, duracién y razén para el uso:

1. Preventivo diario o mensual del parasito del corazén (por ejemplo, selamectina, dietilcarbamazina, ivermectina,
milbemicina).

2. Preventivo de pulgas mensualmente por via oral (por ejemplo, lufenuron).

3. Tratamiento tépico de pulgas (por ejemplo, selamectina, imidacloprid, organofosfato o pulverizaciones, gotas o
polvos basados en piretroides).

4. Dietas de prescripcion.

5. Antihelminticos orales (por ejemplo, pyrantel, albendazol, fenbendazol)

6. Medicaciones para regular trastornos médicos subyacentes (por ejemplo, antimicrobianos o complementos de
tiroides) pueden ser usados si el uso estd documentado para identificar fAirmaco, dosificacién, duracidn, fechas y razén
para su uso.

6. Tratamiento de datos y andlisis estadistico

Los animales son divididos en categorias en forma de grupos basados en el periodo de tiempo entre su tltima
vacunacidn y su entrada en el estudio como sigue:

12-18 meses
19-24 meses
25-30 meses, etc.

Un animal es colocado en una de las 4 categorias de riesgo basadas en el cuestionario de estilo de vida y riesgos
expuestos. La categorias son de exposicién baja a otros perros y exposicion baja a otros vectores de enfermedades
(baja-baja), exposicion baja a otros perros y exposicion elevada a otros vectores de enfermedades (baja-elevada),
exposicion elevada a otros perros y exposicién baja a otros vectores de enfermedades (elevada-baja) y exposicién
elevada a otros perros y exposicion elevada a otros vectores de enfermedades (elevada-elevada).

En estd aplicacion, la expresion “animal de riesgo elevado”, ya sea aplicado a perros, a gatos u otro animal, se aplica
a cualquier animal que cumpla los criterios para su inclusién en cualquiera de las categorias elevada-baja o elevada-
elevada, mientras que la expresion “animal de riesgo bajo” se aplica a cualquier animal que cumpla los criterios para
su inclusién en cualquiera de la categoria baja-baja o baja-elevada.

a. Cuestionario de estilo de vida y exposicion a riesgos

—_—

1. ¢Cudl de lo siguiente describe mejor la zona en que
viven usted y su perro? (marque una)

0 ciudad

O suburbio

0O poblacidn, pueblo o caserio
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O granja o rancho

2. En anos, ¢Cuanto tiempo ha vivido usted en su domicilio

actual?

3. En total, ¢Cuadntos perros hay en su hogar? (si hay

solamente un perro en su hogar, pase a la pregunta 4)

3a. ;Cudntos de estos perros tienen un afioc o mds de edad?

3b. ¢Cuantos de estos perros tienen menos de un afo de

edad?

3c. ¢Han sido adquiridos perros nuevos durante el ultimo

ano?

4. Durante el ultimo afio ¢;llevdé a su perro fuera de hogar
para practicar ejercicio, orinar o defecar? Si 1la
respuesta es negativa pase a la pregunta 5.

0O si

O no

Cuando usted lleva/deja que su perro salga fuera:

4a. ;Confina su perro en una perrera, Aarea vallada o
patio?

g si

O no

4b. :Ata su perro a para pasear a una correa, arbol, poste
o estaca?
O si

‘D no

4c. (Saca a pasear a su perro con correa-?
0O si

O no

4d. cPermite que su perro deambule libremente con
supervisidén (es decir, estd su perro visible en todo
momento) ?

d si

O no

de. cPermite que su perro deambule libremente sin

[supervisién?
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O si

C no

4f. :Pasea o hace ejercicio su perro en un parque, campo u
otra zona en que pasean o hacen ejercicio otros perros?
0O si

0 no

Durante el ultimo afio, cuando su perro estuvo en el
exterior:

4g. ¢Pased o hizo ejercicio o jugd con otros perros en su
hogar?

0 si

0 no

4h. ;Pased o hizo ejercicio o jugd con otros perros fuera
de su hogar?
0O si

O no

4i. :Alguna vez luchdé, matd o compartié cuencos de
alimentos o agua con un animal salvaje?
0O si

O no

4j. :Alguna vez bebidé de charcos de agua, estanques,
corrientes, rios o lagos?
0O si

0O no

4k. :Alguna vez nadd en estanques, corrientes, rio o
lagos?
O si

O no

41. ;Alguna vez comié basura, desechos, huesos de animales
o desperdicios?
O si

J no

4m. ;Alguna vez comid las heces de otro perro?

O si
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0 no
5. ¢Alguna vez llevd a su perro a un espectaculo canino o

pruebas en el campo?
g si

d no

6. ¢Llevd alguna vez a su perro a clases de
adiestramiento?
O si

O no

7. ¢Alguna vez llevdé a su perro a una residencia para
perros?
a si

O no

8. ¢Alguna vez fue amaestrado su perro por un adiestrador
profesional?

O si
O no

Un animal es clasificado como bajo-elevado si la respuesta a la pregunta 3 es “1”, la respuesta a la pregunta 4 es
“si”, la respuesta al menos una de las preguntas 4a, 4b o 4c es “si”, las respuestas a las preguntas 4d y 4e son “no”, la
respuesta a la pregunta 4f es “si”, las respuestas a las preguntas 4g y 4h, son “no”, la respuesta al menos a una de las

[T3P21]

preguntas 41, 4j, 4k, 41 y 4m es “si”’ y las respuestas a las preguntas 5, 6, 7y 8 son “no”.

Un animal es colocado en la categoria elevada-baja si la respuesta a la pregunta 3 es “1”, la respuesta a la pregunta

4 es “no”, las respuestas al menos a una de las preguntas 5, 6, 7 6 8 es “si”, o si la respuesta a la pregunta 3 es “>1, la

respuesta a la pregunta 4 es “si”’, la respuesta al menos a una de las preguntas 4a, 4b o 4c es “si’”, las respuestas a las
[IPel]

preguntas 4d, 4e y 4f son “no”, la respuesta al menos a una de las preguntas 4g, 4h, 5, 6,7 o 8 es “si”’ y las respuestas
a las preguntas 4i, 4j, 4k, 41 y 4m son “no”.

El animal es clasificado como elevado-elevado si la respuesta a la pregunta 3 es “>1", la respuesta a la pregunta 4
es “si”, la respuesta al menos a una de las preguntas 4d y 4e es “si”’, la respuesta a la pregunta 4f es “si”, la respuesta
al menos a una de las preguntas 4g, 4h, 5,6, 7y 8 es “s{” y la respuesta al menos a una de las preguntas 4i, 4j, 4k, 4l y

293

4m es “si”.
7. Determinacion de si un animal es inmune

En las zonas en las que los registros clinicos indican el predominio de una enfermedad activa (o los datos de labo-
ratorio de diagndstico local confirman casos de enfermedades activas), los animales que son clasificados a un riesgo
distinto bajo y que no tienen un historial de la enfermedad de interés, deben ser considerados también inmunes (siendo
considerado esto una evidencia de inmunidad por cuanto permanecen sanos incluso cuando son expuestos a la enfer-
medad en el medio ambiente). En zonas de predominio baja (o cero) de la enfermedad, los animales de cualquier nivel
de riesgo seran asignados al estado inmune/no inmune basandose en los titulos de anticuerpos residuales posteriores a
la vacunacion y las respuestas anamnésticas.

Un animal es considerado inmune a una enfermedad especifica si el nidal tiene niveles de anticuerpos que indican
una respuesta inmune continuada para esa enfermedad en el momento de la entrada en el estudio y/o una respuesta
anamnéstica para esa enfermedad en 3-7 dias posteriores a la vacunacién y el animal no tiene un historial previo de
tener esa enfermedad. Los titulos de anticuerpos que indican una respuesta inmune continuada son definidos como
sigue:

a) Titulo SN de virus del moquillo canino > 1:16

b) Titulo SN de parvovirus canino > 1:16
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c¢) Titulo SN de adenovirus canino, tipo 1 > 1:16

d) Titulo SN de adenovirus canino, tipo 2 > 1:16

e) Titulo SN de virus de parainfluenza canino > 1:14

f) Titulo MA de Leptospira interrogans ser. icterohaemorrhagiae > 1:18
g) Titulo MA de Leptospira interrogans ser. Canicola > 1:18.

Una respuesta anamnéstica es definida como un aumento en los titulos de anticuerpos de dos o mds diluciones
dobladas (aumento de cuatro veces) entre la muestra de sangre obtenida antes de la revacunacién y la muestra de
sangre obtenida 3-7 dias después de la revacunacion.

La relacién entre el tiempo previo a la vacunacién y el estado inmune/no inmune es usado para valorar la dura-
ci6n de la memoria inmune adecuada para cada enfermedad, usando el modelo de regresion logistica anteriormente
expuesto. Solamente los animales con la primera y la segunda muestras de sangre son incluidos en el andlisis. Las
estimaciones del modelo de regresion logistica son usadas para determinar la duracién de la memoria inmune adecua-
da para cada antigeno, definida como el valor del tiempo previo a la vacunacidn previsto para el que el porcentaje de
animales inmunes es > 80%.

8. Informe de experiencias adversas

Todos los perros admitidos en el estudio y a los que se administr6 la vacuna son observados por el veterinario y
el propietario de la mascota en cuanto a la aparicién de cualesquiera indicios clinicos anormales durante los 10 dias
siguientes.

El director del estudio documentard cualesquiera informes telefénicos de indicios clinicos inesperados o anormales
hechos por el propietario/agentes y, basdndose en un criterio profesional, determinar4 si los indicios clinicos anormales
observados aconsejan un examen fuera de programa del animal.

En el caso improbable de que un animal muera por cualquier razén durante el transcurso del estudio, debe ser
realizada una necropsia por un veterinario o un patélogo veterinario, para determinar la causa de la muerte.

Ejemplo 2

Un estudio prospectivo para determinar la duracién de la memoria inmune adecuada de diversos componentes
virales y bacterianos de Felocell® CVR (nombre genérico: herpesvirus-calicivirus de panleucopenia felina, vacuna
modificada de virus vivos) en gatos midiendo titulos de anticuerpos, incidencia de la enfermedad y valoracién del
riesgo de exposicion a la enfermedad durante el tiempo.

1. Animales del estudio

Especie Felina Tipo: Cualguiera

Raza/Cepa Cualquiera Sexo: Macho o) hembra
(intacto o
castrado}

Descripcidé Adultos

n:

Origen: Pacientes de veterinarios de propiedad
privada

Edad Min: 2 Max: 3 Unidades: Afios

inicial:

Pesos: Min: ninguno Max: Unidades: libras

ninguno
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2. Tratamiento
a. Especificaciones del lugar

Este estudio es un ensayo clinico controlado realizado en multiples lugares de diversas regiones geograficas de
los Estados Unidos y Canada. Es usado un protocolo comun para todos los sitios. Participardn aproximadamente 80-
100 practicas veterinarias en el ensayo. Cada sitio de estudio individual se espera que reclute un minimo de 25 a 30
gatos.

Los sitios son centros de practicas veterinarias de animales pequefios cuya clientela, mantenimiento de registros y
cumplimiento de las normas proporcionardn una elevada proporcién de animales de estudio reclutados que completen
satisfactoriamente el estudio. Los propietarios de los gatos deben estar dispuestos a participar en el estudio hasta com-
pletar todas las observaciones y que se recojan todas las muestras. Las practicas deben tener al menos un veterinario
(el director del estudio o veterinario examinador designado por el director del estudio) que esté experimentado en la
préctica veterinaria y médica general.

Las practicas tendran un historial del uso de Felocell® CVR durante al menos tres afios.

b. Tratamiento previo

El tratamiento médico seguird la practica clinica normal aceptada para cada animal del estudio. Es registrado el
uso de las medicaciones concomitantes.

c¢. Procedimiento de identificacion

La identificacion individual de los animales es proporcionada por los propietarios y los nimeros unicos de los
informes de los casos.

d. Alojamiento

Los gatos son mantenidos en ambientes domésticos normales y pueden ser albergados en la casa del cliente o en
una acomodacién separada para animales. Los gatos pueden ser albergados con o sin otros animales.

e. Procedimientos de alimentacion y suministro de agua

Practica normal.

3. Grupos de estudio

Los gatos son seleccionados para el estudio entre animales presentados a cada prictica veterinaria de forma que
estén representados diferentes grupos de riesgo. Los registros médicos de cada sitio son examinados para identificar
gatos adultos que satisfagan todos los criterios de inclusién y para los que no sean de aplicacién ninguno de los criterios
de exclusion.

Los animales son asignados de estudio TO1 o T02. Los animales seleccionados para el grupo de estudio TO1
servirdn como testigos gositivos y recibirdn vacunaciones anualmente basadas en las actuales recomendaciones de las
etiquetas para Felocell® CVR. Los animales seleccionados para el grupo de estudio TO2 no serdn revacunados, pero
los titulos de los anticuerpos y la incidencia de la enfermedad seran verificados durante todo el estudio. En el dia 0,
son registrados el historial de la enfermedad y el andlisis de riesgos de la enfermedad y es realizado un examen fisico
completo de cada animal. También en el dia 0, a los gatos en TO1 se les administra una dosis de Felocell® CVR por
via subcutdnea como se indica en las instrucciones de la etiqueta.

N° Tiempo desde la Via Sistema de Animales

ultima vacunacidn vacunacidn

TOl Aprox. 12-24 meses Subcutédnea Anualmente Aprox. 500

T02 Aprox. 12-24 meses N/A N/A Aprox. 1000
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a. Criterios de inclusion para el grupo de estudio TO1
1. Cualquier raza, sexo o peso de gato.
2. Gatos sanos, de 2-3 afios de edad.

3. El gato ha sido vacunado con Felocell® CVR en los dltimos 11-13 meses. Los gatos pueden haber recibido
vacunaciones para la rabia, leucemia felina, peritonitis infecciosa felina o Bordetella en los tltimos 12 meses.

4. El gato debe tener un historial de vacunacién con un minimo de dos dosis Felocell® CVR proporcionadas como
un empaste en forma de una dosis de cebado y la dltima dosis es administrada cuando el animal tiene 12-16 semanas
de edad o mas.

5. El gato debe haber recibido al menos una dosis adiciona de Felocell® CVR a los 9-14 meses después de la serie
de cebado inicial.

6. El nombre, tipos de producto y nimeros de serie de las vacunas Felocell® CVR usadas y las fechas de vacunacién
deben ser registrados en el registro médico del animal de estudio.

7. El propietario/agente autorizado debe estar de acuerdo con hacer volver el animal de estudio a la practica
veterinaria para una evaluacion y recogida de muestras en los momentos requeridos.

8. El propietario/agente autorizado debe proporcionar un consentimiento informado escrito para que el animal
participe en el estudio.

9. El propietario debe completar el cuestionario de historial de enfermedades y andlisis de riesgo de enfermedades
en cualquier visita programa o por teléfono (Apéndice IV, impreso 7).

b. Criterios de inclusion para el grupo de estudio TO2

1. Cualquier raza, sexo o peso de gato.

2. Gatos sanos, de 2-3 afios de edad.

3. El gato no tiene que haber sido vacunado con Felocell® CVR en los dltimos 12-24 meses. Los gatos pueden haber
recibido una vacuna mono- o poli-valente que contenga herpesvirus-calicivirus de panleucopenia felina y Chlamydia
psittaci en los ultimos 11-25 meses. Los gatos pueden haber recibido vacunaciones de rabia, leucemia felina, peritonitis
infecciosa felina o Bordetella en los tltimos 12 meses.

4. El gato debe tener un historial de vacunacién con un minimo de dos dosis de Felocell® CVR proporcionadas
como un empaste en forma de una dosis de cebado, y la dltima dosis es administrada cuando el animal tiene 12-16

semanas de edad o mas.

5. El gato debe haber recibido al menos una dosis adicional de Felocell® CVR a los 9-14 meses después de la serie
de cebado inicial.

6. El nombre, tipos de producto y nimeros de serie de las vacunas Felocell® CVR usadas y las fechas de vacunacién
deben ser registrados en el registro médico del animal de estudio.

7. El propietario/agente autorizado debe estar de acuerdo con hacer volver el animal de estudio a la practica
veterinaria para una evaluacién y recogida de muestras en los momentos requeridos.

8. El propietario/agente autorizado debe proporcionar un consentimiento informado escrito para que el animal
participe en el estudio.

9. El propietario debe completar el cuestionario de andlisis de riesgo en cada visita programa o por teléfono.

c. Criterios de exclusion para todos los gatos

1. Los gatos con un historial de intolerancia/alergia a vacunaciones.

2. Animales prefiados.

3. Gatos con una enfermedad sistémica grave, tanto si es una amenaza constante para la vida como si no lo es (fallo

renal, fallo hepdtico, neoplasia terminal).
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4. Gatos tratados con cualquier firmaco inmunosupresores (corticoesteroides que incluyen prednisolona y dexa-
metasona u otros inmunosupresores como ciclofosfamida, azatioprina, y tiomalato de oro-sodio, etc.) en los 10 dltimos
dias.

5. Gatos tratados con farmacos anti-inflamatorios respiratorios (por ejemplo, acetato de metil-prednisolona) en los
ultimos 30 dias.

6. Gatos que son FeLV o FIV positivos en un ensayo ELISA.
4. Cuestionario de andlisis de riesgos

Los animales son colocados en una de dos categorias de riesgos basadas en el estilo de vida y enfermedades segin
las siguientes preguntas contestadas por el propietario de la mascota.

1. (Cué&l de los que sigue describe mejor la zona en que
viven usted y su gato? (marque una)

O ciudad

O suburbio

0O poblacién, pueblo o caserio

O granja o rancho

2. En anos, ¢cudnto tiempo ha vivido usted en su hogar

actual?

3. En total, :cudntos gatos hay en su hogar? (si hay

solamente un gato en su hogar, pase a la pregunta 4)
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3a. ¢Cuadntos de estos gatos tienen un ano de edad o mas?

3b. ¢Cuédntos de estos gatos tienen menos de un ano de

edad?

i 3c. ¢Han sido adquiridos gatos nuevos durante el uGltimo

ano??

4. :Cudl de lo que sigue describe mejor el alojamiento de
su{s) gato(s)? {(marque uno)

O Todos los gatos estan en el interior un 100% del tiempo
O Uno o mas gatos salen fuera pero no todos los dias

O Uno o mé&s gatos salen fuera todos los dias

0O Uno o mas gatos estadn en el exterior un 100% del tiempo

5. ¢(Cudl de lo gque sigue describe mejor el alojamiento del
gato aqui en la actualidad? (margque uno)

O Todos los gatos estan en el interior un 100% del tiempo
O Uno o mas gatos salen fuera pero no todos los dias

O Unoc o mas gatos salen fuera todos los dias

O Uno o mas gatos estan en el exterior un 100% del tiempo

6. ¢Mandé a su gato a un alojamiento para animales en
algin momento durante el UGltimo afo? (marque uno)
O si

O no

7. ¢Se escapd alguna vez su gato de la casa y estuvo
perdido o deslocalizado durante mads de 24 horas? (marque
uno)
O si

O no

8. ¢Ha llevado a su gato a espectaculos de gatos? (marque
uno)

O si

O no

Un animal es situado en la categoria de riesgo bajo si a respuesta a la pregunta 3 es “1”, la respuesta a la pregunta 5
es “100% en el interior” y las respuestas a las preguntas 6, 7'y 8 son “no” o si la respuesta a la pregunta 3 es “2” 6 “3”,
la respuesta a la pregunta “3c”, las respuestas 4 y 5 son “100% en el interior” y las respuestas a las preguntas 6, 7y 8
son “no”. En otro caso el animal es situado en la categoria de riesgo elevado. La categoria de riesgo es determinada
para cada momento en que es completado un cuestionario. Para fines de andlisis estadisticos, una vez que el animal es
situado en una categoria elevada en cuanto a exposicion a otros gatos o exposicion a otros vectores de enfermedades,
puede volver a ser clasificado en esa categoria como bajo.
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5. Procedimientos
a. Exdmenes, recogida de suero y vacunacion para el grupo de estudio TOI

A continuacién del examen inicial de la fecha de reclutamiento, los propietarios de gatos en el grupo de estudio
TO1 son entrevistados personalmente o por teléfono a intervalos de 6 meses (26+2 semanas) de duracion del estudio
para determinar el historial de la enfermedad y llevar a cabo un andlisis de riesgos de enfermedades. El historial
de enfermedades y el andlisis de riesgos de enfermedades se produciran personalmente en los primeros 6 meses de
examen y nuevamente al cabo de 1 afio, porque es necesario que los gatos visiten la clinica participante para la recogida
de muestras de sangre, para determinar los titulos de anticuerpos en suero. Las muestras de sangre no serdn recogidas
mis alld de un afio para los gatos de TO1. A los gatos se les administra una dosis de Felocell® Plus® 5/L por via
subcutdnea como en las indicaciones de la etiqueta cada intervalo de 12 meses (52+2 semanas) durante el periodo del
estudio.

b. Exdmenes y recogida de suero para el grupo de estudio T02

Para los gatos en el grupo de estudio T02, en la fecha de reclutamiento, son registrados el historial de la enfer-
medad y el andlisis de riesgos de enfermedades y es realizado un examen fisico para cada animal. También en la
fecha de reclutamiento (una vez que se ha confirmado que el gato cumple los criterios de admisién), son obtenidos
aproximadamente cinco (5) ml de sangre completa de la vena yugular (u otra periférica).

Los gatos en el grupo de estudio TO2 son nuevamente examinados a intervalos de 6 meses (26+2 semanas) a
continuacién del examen inicial durante el periodo del estudio. En la visita de cada 6 meses, serd registrado el historial
de enfermedades y el andlisis de riesgo de enfermedades, se realizara un examen fisico y se recogeran muestras de
sangre para la determinacién de los titulos de anticuerpos en suero. Cuando los titulos de anticuerpos en suero caigan
por debajo de niveles definidos para un antigeno cualquiera, el animal recibird una vacuna monovalente que contenga
solamente ese antigeno.

c. Tratamiento de las muestras de suero

En la fecha de reclutamiento, son obtenidos aproximadamente cinco (5) ml de sangre de la yugular (u otra vena
periférica) antes de la vacunacién. Es usada una mitad (0,5) ml de sangre completa para ensayar en cuanto a la
presencia de antigeno de FELV y anticuerpo de FIV usando un estuche de ensayo ELISA de combinacién estandar,
y los resultados son registrados en el impreso del examen fisico del animal. El resto de la sangre es recogido en un
tubo separador de suero de 7 ml (parte superior roja) y se permite que coagule. Si los resultados del ensayo ELISA
de FELV y FIV son negativos y se confirma que el gato cumple los criterios de inclusién, entonces las muestras de
sangre son centrifugadas y seguidamente el suero es separado y dividido en partes alicuotas en dos tubos de transporte
de plastico (repeticiones A y B). Todas las muestras de suero son almacenadas congeladas antes del transporte. Los
tubos de pléstico son etiquetados con el nimero de identificacién del animal, la ID repetida y la fecha de recogida.
Son completados los impresos de envio del laboratorio (suministrados por el laboratorio) y los impresos de cadena de
custodia para cada envio de muestra.

Las muestras congeladas (repeticién A) son transportadas, sobre hielo seco, semanalmente, a un laboratorio pre-
determinado. Tras la confirmacion de la recepcién de la muestra primaria, serdn transportadas también sobre hielo
muestras de seguridad (repeticién B) al laboratorio participante. El laboratorio es ocultado en el historial de vacuna-
cion del animal. Son registradas las fechas de recogida de muestras de sangre y vacunacién son registradas.

Es identificado un laboratorio para analizar todas las muestra seroldgicas. El laboratorio estandarizard y validara
todos los ensayos para que cumplan los requisitos reguladores antes del inicio del andlisis de muestras.

d. Recogida y tratamiento de muestras

1. Se recogen aproximadamente 5 ml de sangre en un tubo de vacunacién separador de suero (parte superior roja).
La sangre puede ser recogida mediante jeringuilla o directamente en el tubo de vacunacién.

2. Se permite que la sangre coagule un minimo de 20 minutos, pero no mas de 40 minutos.

3. Se centrifuga la sangre coagulada durante un minimo de 5 minutos a una velocidad apropiada.

4. Se separa el tapdén de caucho rojo del tubo separador y se vierte cuidadamente suero en un tubo de transporte de
pléstico. Se cierra el tubo de transporte de pléstico con el tapon proporcionado, y se aplica una etiqueta con el nombre
del animal, ndmero de identificacién del animal y fecha de recogida. Se congela la muestra. Si es usada un pipeta para
transferir suero, debe ser usada una nueva pipeta para cada muestra.

5. La sangre debe ser tratada y congelada en las dos horas siguientes a la recogida.
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e. Titulos seroldgicos

Son determinados los siguientes titulos de anticuerpos para cada muestra de suero: titulo neutralizante en suero
(SN) de virus de panleucupenia felina; titulo SN de herpesvirus felino; titulo SN de calicivirus felino; titulo de aglu-
tinacién microscopica (MA) de Chlamydia psittaci. El laboratorio retendra todos los sueros restantes hasta que haya
tenido noticias del seguimiento del estudio.

La prioridad para el andlisis de muestras es como sigue:
1. Titulo SN de virus de panleucopenia felina;

2. Titulo SN de virus de herpesvirus felino;

3. Titulo SN de calicivirus felino;

4. Titulo MA de Chlamydia psittaci.

f. Revacunacion de gatos T02

Los resultados de laboratorio de los titulos en suero para cada uno estdn disponibles para el veterinario a los 7-10
dias de trabajo a continuacién de la vacunacion. Los niveles de anticuerpos en suero son usados para determinar si es
necesario administrar vacunas adicionales. Cuando el titulo de anticuerpos en suero para un antigeno viral o bacteriano
disminuye por debajo del nivel minimo, que indica una respuesta inmune, se llama por teléfono al propietario y se le
advierte que su gato tiene que ser revacunado. El propietario hara regresar el gato para que sea revacunado con una
vacuna monovalente que contenga ese antigeno particular. Una vez que haya sido revacunado, el gato permanecerd en
el estudio, y los posteriores titulos de anticuerpos en suero, medidos para el antigeno revacunado, seran incluidos en
el andlisis.

g. Enfermedad/medicacion concurrente

Los gatos pueden ser tratados con las siguientes medicaciones durante el transcurso del estudio, con un uso docu-
mentado para el farmaco incluido, dosificacion, duracién y razén de uso:

1. Mensual preventivo del pardasito del corazén (por ejemplo, selamectina, ivermectina)
2. Mensual preventiva de pulgas por via oral (por ejemplo, lufenuron)

3. Tratamiento tépico de pulgas (por ejemplo, selamectina, imidacloprid o pulverizaciones, gotas o polvos basados
en piretroides)

4. Dietas de prescripcion
5. Antihelminticos orales (por ejemplo, pirantel, albendazol, fenbendazol)

6. Medicamentos para regular trastornos médicos subyacentes (por ejemplo, antimicrobianos, insulina, metimazol)
pueden ser usados si su uso estd documentado para identificar el formaco, dosificacion, duracion, fechas y razén para
el uso.

h. Terminacion de recogida de datos

Los animales en los grupos de estudio TO1 y TO2 son sometidos a seguimiento durante aproximadamente 4 afios
después de acceder al estudio. La recogida de datos es terminada para un antigeno particular cuando un 80% de
la poblacién del estudio TO2 ya no mantiene titulos de anticuerpos que sugieran una respuesta inmune activa. La
terminacion temprana del estudio se producird cuando un 80% de la poblacién del estudio TO2 ya no mantenga titulos
de anticuerpos que indiquen una respuesta inmune activa contra el virus de la panleucopenia felina.

6. Informe de experiencias adversas

Todos los gatos que accedieron al estudio y les fue administrada una vacuna fueron observados por el veterinario
y el propietario de la mascota en cuanto a la aparicién de cualesquiera indicios clinicos anormales durante los 10 dias
siguientes.

El director del estudio documentara cualesquiera informes de indicios clinicos inesperados o anormales hechos por
el propietario/agentes y, basdndose en un criterio profesional, determinard si los indicios clinicos anormales observados
aconsejan un examen del animal fuera de programa.
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En el caso de que un animal muera por cualquier razén durante el trascurso del estudio, debe ser realizada
una necropsia por un veterinario o un patélogo veterinario, para determinar la causa de la muerte si es posible
cuando sea apropiado a la discrecién del patélogo veterinario, son recogidas muestras para un examen histopato-
16gico y/o microbioldgico y se completa y se redacta un informe a fondo de los descubrimientos macroscopicos y
microscopicos.

7. Tratamiento de datos y andlisis estadistico

En las zonas en las que los registros clinicos indican un predominio activo de la enfermedad (o los datos de los
laboratorios de diagndstico locales confirman casos activos de la enfermedad) los animales que son clasificados con
un riesgo distinto de bajo y que no tienen un historial de la enfermedad especifica de interés, deben ser considerados
también inmunes (siendo considerado esto una evidencia de inmunidad por cuanto permanecen sanos incluso cuando
son expuestos a la enfermedad especifica en el medio ambiente). En la zonas con un predominio bajo (o cero) de la
enfermedad, los animales de cualquier nivel de riesgo seran asignados a un estado inmune/no inmune basandose en
los titulos y respuestas de anticuerpos.

Un animal se considera que es inmune a una enfermedad especifica si el animal tiene niveles detectables de an-
ticuerpos para esa enfermedad en el momento de tomar muestras de sangre y no tiene un historial previo de tener
esa enfermedad. En otro caso, el animal es considerado en una categoria no inmune. Preferentemente, los titulos de
anticuerpos que indican una respuesta inmune continuada son como sigue:

a) Titulo SN de virus de panleucopenia felina > 1:16;

b) Titulo SN de virus de herpesvirus felino > 1:2;

¢) Titulo SN de galicivirus felino > 1:2;

d) Titulo MA de Chlamydia psittaci > 1:8.

Si un animal permanece inmune durante todo el estudio o es inmune aunque permanezca en el estudio es registrado
como censado, y el tiempo hasta que ya no es inmune es registrado como su ultimo valor de tiempo disponible. La

duracién de una memoria inmune adecuada es estimada mediante una duracién de una ecuacién de prediccion de
memoria inmune adecuada como se describié anteriormente.

(Esquema pasa a pagina siguiente)
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Esquema de operaciones

Gatos de estudio no vacunados TO1

SEMANA DE
ESTUDIO
0

71842

104%*2

130+2

156+2

182+2

208¢+2

ACONTECIMIENTO/ACTIVIDAD

Examen fisico, muestra de sangre, vacuna,
historial de enfermedades, evaluacién de
riesgos

Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

Examen fisico, muestra de sangre, vacuna,

historial de enfermedades, evaluaciodn de
riesgos
Examen fisico, historial de enfermedades,

evaluacién de riesgos

Examen fisico, vacuna, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

Examen fisico, historial de enfermedades,
evaluacidén de riesgos

Examen fisico, vacuna, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

Examen fisico, historial de enfermedades,
evaluacién de riesgos

Examen fisico, vacuna, historial de

enfermedades, evaluacidn de riesgos
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23412 Examen fisico, historial de enfermedades,

evaluacién de riesgos
Gatos de estudio no vacunadoes TO02

SEMANA DE ACONTECIMIENTO/ACTIVIDAD

ESTUDIO

0 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

262 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

52%2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacién de riesgos

7812 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

104+2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacién de riesgos

130+2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

156+2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

18242 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacién de riesgos

208+%2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de
enfermedades, evaluacidén de riesgos

234%2 Examen fisico, muestra de sangre, historial de

enfermedades, evaluacidén de riesgos
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para determinar una duracién de una memoria inmune adecuada inducida por una vacuna
para una enfermedad en un animal, en el que el animal es un perro o un gato, en el que el procedimiento com-

prende:

(a) seleccionar una pluralidad de animales del estudio a partir del una o mas clinicas,

i)
ii)

iif)

iv)

V)

en que cada animal ha sido vacunado con la vacuna,
en que el tiempo desde la fecha de la dltima vacunacién es de al menos aproximadamente un afio,

en que el animal ha estado viviendo en un entorno sectorial durante al menos aproximadamente un afio
después de la fecha de la dltima vacunacion,

en que cada animal tiene un registro de vacunas y sanitario; y

en que cada animal ha sido evaluado en cuanto al riesgo de exposicion a dicha enfermedad;

(b) asignar a dichos animales una categorfa de riesgo segtin lo siguiente:

i)

los animales son considerados de riesgo elevado o riesgo bajo basados en la exposicion a otros animales
o vectores de enfermedades

(1)  los animales de riesgo bajo con mantenidos en ambiente interior y NO son expuestos a otros
animales y vectores de enfermedades,

(2)  los animales de riesgo elevado son animales que no estdn mantenidos en ambientes interiores y
SI estdn expuestos a otros animales o vectores de enfermedades,

(c) asignar a cada animal un indicador de memoria inmune adecuada, en que ese indicador es un animal no inmune,
un animal del primer indicador aka, o un animal inmune, un animal del segundo indicador aka, que comprende:

i)

ii)

iif)

iv)

vi)

vii)

viii)

iX)

evaluar dichos animales en cuanto a indicios clinicos de dicha enfermedad usando observaciones y dichos
registros sanitarios desde la fecha de la dltima vacunacién,

identificar los animales evaluados que tienen indicios de dicha enfermedad, estos son animales no inmu-
nes, animales del primer indicador aka,

identificar dichos animales de riesgo elevado que viven en zonas de predominio de la enfermedad y que
no tienen indicios de dicha enfermedad determinados mediante registros clinicos y/o confirmacién de
laboratorio de casos de enfermedades en dicha zona de vida, estos son animales inmunes, animales del
segundo indicador aka,

evaluar una muestra de suero sanguineo a partir de cada animal que no ha mostrado indicios clinicos de la
enfermedad y que no es un animal de riesgo elevado que vive en una zona predominio de la enfermedad
y que no tiene indicios de dicha enfermedad desde la fecha de la dltima vacunacion,

identificar los animales que tienen una respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de al menos
2, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,

identificar los animales que no tienen respuesta inmune celular y/o un titulo de anticuerpos de menos de
2,

administrar una dosis de refuerzo de la vacuna a estos animales,

evaluar una muestra de suero sanguineo de cada animal que ha recibido la dosis de refuerzo 3 dias a 28
dias a continuacion de la dosis de refuerzo,

identificar los animales que tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de al menos 4

veces del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta
inmune celular, estos son animales inmunes, animales del segundo indicador aka,
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x)  identificar los animales que no tienen una respuesta anamnéstica adecuada de un aumento de 4 veces
del titulo de anticuerpos en suero, o un aumento estadisticamente significativo de la respuesta inmune
celular, estos son animales no inmunes, animales del primer indicador aka, y
(d) determinar la duracién de la memoria inmune adecuada para dichos animales, determinando ésta a partir de
una duracion de una ecuacion de estimacion de la memoria inmune adecuada, siendo deducida dicha duracion de la
ecuacién de estimacion de la memoria inmune adecuada mediante un andlisis de regresion logistica del primero y el
segundo indicador y el registro de administraciones de las vacunas.

2. Un procedimiento segtn el procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la etapa final de la reivindicacién 1,
etapa d, comprende:

(a) determinar una fecha de reclutamiento para cada animal, en que la fecha de reclutamiento es la del comienzo
de la evaluacion del animal para detectar el marcador de inmunidad;

(b) asignar una fecha de comienzo del estudio como la fecha de reclutamiento para un primer animal de la plurali-
dad de animales reclutados en el estudio;

(c) asignar una variable X para cada animal como un nimero de dias entre la fecha de comienzo del estudio y la
fecha de reclutamiento del animal;

(d) asignar una variable XI para cada animal como un nimero de dias entre la fecha de la dltima vacunacion del
animal y la fecha de reclutamiento del animal;

(e) determinar la duracién de la memoria inmune adecuada a partir de una duracién de la ecuacion de estimacion
de la memoria inmune adecuada, en que dicha duracién de la ecuacién de estimacion de la respuesta inmune adecuada
es deducida mediante un andlisis de regresion logistica del primero y segundo indicadores y las variables X; y XI.

3. Un procedimiento segin el procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la etapa final de determinacién de la
etapa (e) comprende una ecuacion de estimacién de la memoria en la forma logit(E) = 8, + 8, Xp; + 5:Xcv + Ci en la
cual:

E es un nivel de eficacia deseado;

Xpr es la duracién de la memoria inmune adecuada;

Xcv s un valor medio de X;

C, es una constante que representa el efecto al azar en el modelo para tener en cuenta posible variacion entre
clinicas y es deducida mediante regresion logistica; y

Bo, B1 Y B> son constantes deducidas por regresion logistica.

4. El procedimiento segtin el procedimiento de la reivindicacién 3, en el que un modelo para la regresion logistica
para deducir los valores de Cy, By, 81 y B, es en la forma logit(p) = 8, + 8, X; + 5, X; + Cy, en la cual:

logit(p) es un vector que representa el estado inmune de los animales; y
C; es la clinica de la que se seleccion6 cada animal.

5. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual

(a) el animal es un gato, y

(b) los gatos son considerados de riesgo elevado o riesgo bajo basdndose en cuestionarios sobre exposicién otros
gatos o vectores de enfermedades.

6. El procedimiento de la reivindicacién 5, en el cual

(a) los animales de riesgo elevado en estas zonas son considerados inmunes si no son observados indicios clinicos
de la enfermedad,;

(b) todos los demds animales son considerados inmunes si:
(i) los titulos Ab determinados a través de neutralizacién de suero son:

> 1:16 para de virus de panleucopenia felina,
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> 1:2 para el herpesvirus felino,
> 1:4 para el galicivirus felino,

(i1) los titulos Ab determinados a través de aglutinacién microscépica son:
1:8 para el virus Chlamydia psittaci,

(c) cuando un 80% de los animales ya no son inmunes a dicho agente de enfermedad, este valor del tiempo es
usado como el tiempo para el final de la inmunidad para el andlisis de regresion logistica (duracién de la ecuacién de
prediccion de la memoria inmune adecuada) o duracién de la memoria inmune adecuada.

7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el cual

(a) dicho animal es un perro, y

(b) dichos perros son seleccionados entre un diversidad de clinicas veterinarias en distintas regiones geograficas.
Los perros seleccionados serdn vacunados al menos dos veces con la vacuna Vanguard o una vacuna competidora que

tenga los mismos antigenos,

(c) a dichos perros se les proporcionara una dosis de refuerzo de la vacuna Vanguard aproximadamente a los 12
(9-14) meses,

(d) dicha clinica mantendra registros adecuados para cada perro, y los registros documentaran la fecha de la vacu-
nacion inicial y cualesquiera casos de enfermedades y diagndsticos asociados,

(e) tras seleccionar una pluralidad de animales del estudio a partir de una o mds clinicas de reclutamiento, es relle-
nado cuestionario por el propietario del perro describiendo el estilo de vida del perro (es decir, riesgo de enfermedades
elevado a bajo),

(f) a dichos perros se les asigna una categoria de riesgo definida por la frecuencia de exposicién a otros perros o
vectores de enfermedades,

(g) tras recoger dicha sangre del reclutamiento, la primera muestra de sangre, son determinados los titulos de anti-
cuerpos para todos los perros en cuanto a los antigenos de vacunas en Vanguard (CDV, CAV-2, CPI, CPV, leptospira
canicola e icterohaemorrhagiae),

(h) después de que dicha sangre es recogida, el perro es revacunado (reforzado) y 3-7 dias después es nuevamente
sangrado para recoger una segunda muestra de sangre,

(i) dicha segunda muestra de sangre serd analizada de forma idéntica a dicha primera muestra de sangre para
cuantificar los niveles de anticuerpos,

(j) el estado inmune es determinado segtin cualquiera de los siguientes apartados:

(i)  los animales clasificados como algo por encima del riesgo bajo de exposicién a la enfermedad (es decir,
en categorias de riesgo superior a bajo) y que hayan permanecido sanos son considerados inmunes,
animales del segundo indicador aka,

(i) los animales que son clasificados en categorias de riesgo de enfermedades bajo o cero y que han retenido
titulos de anticuerpos residuales (véase con posterioridad) o que han respondido al refuerzo en 3-7 dias y
no tienen un historial de enfermedades (véase con posterioridad) serdn considerados inmunes, animales
del segundo indicador aka,

(iii) los niveles de anticuerpos que indican una inmunidad continuada, animales del segundo indicador aka,
son descritos también como sigue:

(H

(2) CDVSN>1:16
(3) CPVSN > 1:16
(4) CAV-1SN > 1:16
(5) CAV-2SN > 1:16
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(6) CPISN=> 14
(7)  Lepto. ictero > 1:8

(8) Lepto. canicol > 1:8

(k) es usada una regresion logistica para determinar la duracién de la inmunidad relacionando el tiempo de vacu-

nacion con el estado inmune o no inmune.
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