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PETITORIO

SUPERTIUSTRIR ¥ CuREXCIL - N
foat® Radicacion : B3110A7 NN Falios: 19
s, Fachs (AMD)) 2M-1E-31 1330S
. - . Tramite 1 OLL FCT-PATENM 379 FNSE WCT 411 IS ciOn
Industria y Comercio Mepemdmncias 268 BIVIGHIN B MW R ACUMES
SUPERINTENDENCIA 03 113787 00 |_
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
’ 6 SOLICITUD DE :
Patente de Invencion Patente de Modelo de Utilidad
|:| Capltulo 1. [x ] Capituloll.
@ Nombre: PFIZER PRODUCTS INC
SOLICITANTE IDENTIFICACION
{T1) Direccién:  Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340,
i ¥ Estados Unidos de América. ce. [ ] N ]
Nacionalidad o Domicillo:
Lugar de Consthucion: ~ ESTADOUNIDENSE cee [ ] om [ ]
Talafono: Fax: Cual
E-Mall Namero
-@ Nombre: CARLOS R. OLARTE IDENTIFICACION
REPRESENTANTE | Dirsccion: World Trade Center Torre C, Calle 100No. 8A-S5Piso10.  [cC.  [x] N7 [ ]
O APODERADO
cee [_] om []
Teléfono: 6386200 Fax: 6386201 Cual
E-Mall:  filings@olarternisbeck.com Nimero 79.782.747Bm TP 74.29%
)@ Nombre: ROBIN LEE KEICH, DAVID ROSS McGAVIN, ROBERT JOHN YANCEY

‘ :'lnvsnn'on (ES) | Direccion: Eastern Point Road, Groton, Connecticut 06340, Estados Unidos de América.
12)

Naclonglidad o Domicilio; ESTADOUNIDENSE, AUSTRALIA, ESTADOUNIDENSE.

E PCT (85)

Sollcitud Internacional No. PCT/1IB02/02514 Fecha _Junio 27, 2002
Publicacién Internecional No. WO 0370040352 . . Fecha Enero 16, 2003

(©) Tuio(54)  VACUNA DEMYCOPLASMA BOVIS Y METODOS PARA REDUCIR LA NEUMONIA EN ANIMALES.

@ Clasificacién Intermacional (81) AL O,/K 3_}/0 2

(® Priorided (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Nomero de Salicitud
us Julio 2, 2001 60302,638
s[x] wo '
| _(?) Comprobants de pago No. 58624, 84514.15.18.17.18, 69852 Fecha 22-08-03, 20-11-03, 22-08-03

L Instrucciones para e! diligenciamianto del presents formulario, ver reverso de sata pagine




( ® ANEXOS h
[X7] comprobants de pago de la tasa de pressmiacion de la solicitud

D Documento que acredita la existencia y reprasentaciin legal cuando el solicitante sea persona juridica
[[X7] Poderce, sl fuere el caso

(7] pocumento de cesin del inventor ai solicitants o a su causants

D Daclaraclones

[x] Copia de ta solicitud Intamacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

m Traduccién de la sclicitud intemaclonal al castellano. (Resumen, deacripcion, relvindicaciones, dibulos}

E Copla dal examen preliminar intemacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen preliminar (IPEA)
D Traduccién del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

D De ser ol casg, copla del contrato de acceso

D De ser ¢l caso, documento que acredite Ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos tadicionales de las comunidades
indigenas
De ser ol caso, certificado de depdsiio del material bloldgico

’ ] Ao finel 12x 12

[] De er el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o tituios abtenidos en el extranjer por ol mismo tular o su

causante, relacionadas parcial o totaiments con la Invancién de esta sollchud
™Y ] De ser el caso, modificaciones efectuadas a la salicitud intemaclonal.

[x] otos:  Basqueda Intemacional

(1) FIGURA CARATERISTICA

r N

_ y

] @ soliotaconcesion dola peteri,
NOMBRE: _CARLOS R OLARTE

i Fl

.782.747deBd = T.P. 742905

Instrucciones para la presantacion de los anexos, ver reverso de esta pégina J
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SUPERINIUSIRIA Y CURRCIO -
NIT : B00176089-2 Redicarion 3 BILL37E7 EbbwINND Yotios: 149
Focha (M) : PONR-12-31 L0i2hdS

Tramdte & O11 PCT-PMIER 379 FRSE WKL 411 MESENAC
Depondonciaz 20 HVISIUN B MIEWS OEACINGS

RECIDO OFICIAL DE CAJA : 03 - 59,432
FECHA ! AGOSTD 22 BE 2003
gk CONSIGNACTION il
PEPOSTTANTE TIPD PABO DANCD CUENTA No. PAED FECHA P50 ¥r. PABD
JORGE LUIG BONEL CONSIGMACION  BANCD POPULAR  050-00110-6 121193 22/08/2003 12,950,000,
iy C 0O NCEFPT D Kitis
CANT. RENTISTICD CONCEPTO TOTAL CONCEFTD
1 50003-01-08 PRORROGA DE TERMINDS 31 PRORROGA DE TERMINDS 60,000.00

TOTAL $ 0,000,

SOM:  SESENTA MIL PESOS

—

RECIBO DE CAJA APLICADD AL EXPEBIENTE Ma. .




SELOUNIKIA ¥ i1y
Radicacion » SHAE7 A Falies: 1™
Facha (NW)1 EMMD-1-3) 13:00E%
. Trasite 3 WL PRI JP9 FAGE WICE 413 RS
HIT & 8001760892 Sepenisaciar Bt DIVIGLUN 3 MEWS CRACIES

RECIBO OFICIAL DE CAJA 1 03 - 84,514
FECHA ! ROVIEMBRE 20 DE 2003

121t CORSIGNACION 3siet

DEPOSITANTE Tird PAGO BANCA CUENTA Ho. PAGOD FECHA PO Yr. PAGO

FREBERICK YORRES CORSIGNACION  BANCD POPULAR  030-00110-4 13594215 2071172003 2,500,000.00

I C 0 W CEPTOD il

CANT. RENTISTICD CONCEPTO TOTAL CONCEFTO
10 50005-01-09 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD i 20 FOTOCOPIAS {CADA HOJA) 1,000.00
TOTAL 1 $ 1,000.00
SON: NIL PES0S
RESPOHSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Ho.
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-

— -— - ERRERE YRR
Radicacion 1 EG115/T MMM Folios: 1M

Fecka (A)3 BII3-18-01 13129s8 ——
i §i1 WIHMBR 3y P L Al Wk
m 259 SIVIS(OE S IEWE CREACIONES

NIT : 600175089-2

RECIBG OFICIAL DE CAJA : 03 - B4,315
FECHA 1 HOVIEMBRE 20 DE 2003

st CONSIGNACIOR n

DEPOSITANTE TiPQ PAGD BANCD CUENTA No. PAGD FECHA PEO Vr. PAGD

FREDERICK TCRRED CONSIGNACION  DANCD POPULAR  050-00110-4 13594215  20/11/2003 2,500,000.00

e C O NCEPTO ing

CANT. RENTISTICD CONCEPTD TOTAL CONCEPTD
10 50005-01-09 DTROS EERVICIDS DE PROPIEDAD I 20 FOTOCOPIAS {CADA HOJA) 1,000,00
TOTAL & ' 1,000.00
60M:  MIL PESOS
RESPONSABLE : y 4

RECIBD DE CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE Ho.




A

'_."_"mm VIREN -~ — —
Kadicaiow 1 031i3767 Wbiiiibl hwae.  son

Fechn (s} : 031231 1hd5hes

ramite @ B0 PC-WIENT 579 R LD Al i .
Depmbmcta: 267 WIVTSTON W wiﬁq!,l FaCER

NIT : 800175089-2

RECIBD OFICIAL DE CAJA : 03 - 84,316
FECHA : NOVIENBRE 20 DE 2003

et CORSIGNACION shne

DEPGSITAKTE TIPO PAGD BANCD CUENTA ¥o. PAGO FECHA PGO Yr. PAGO

FREDERICX TORRES CORSIGHACION  BANCO POPULAR  050-00L10-4 13598215 2071172003 24300,000.00

It CORCEPTO sty

CAMT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
10 30005-01-0% OTROS SERVICIOE DE PROPIEDAD 1 20 FOTOCOPIAS (CADA HOIA) 1,000,00
TOTAL : ¢ 1,000,00
M  NIL PESOS
RESPONGABLE :

RECIBO OE CAIA APLICADD AL EXPEDIENTE No.
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SPERMSUSTRIA Y CUNERC(D i
Radicacion 1 03113707 insisioine tolios: 1w
Focha (AN9): BNI-12-11 13220

Tramite 3 811 PUT-MOVENT 379 HGE MICD ALD MasHOAL
Dependencian 2000 MVISION B¢ MRS OREACINS

NIT : B800175089-2

RECIBO OFICIAL DE CAJA 63 - 84,517

FECHA NOVIEMBRE 20 DE 2003
$tit CONSIGNACION thise
DEPOSITANTE TIFD PAED BANED CUENTA No. PAED FECHA PSD ¥r. PRED
FREDERICK TORRES CONSIGMACION  BANCD POPULAR  030-00110-b 13994215 2071172063 2,500,000.00
i C 0O NCEPTOD 308
CANT. RENTISTICD CONCEPTO TOTAL CONCEPTD
10 50005-01-0% OTROS SERVICIOS BE PROPIEDAR I 20 FOTOCOPIAS ICADA HOJA) 1,000.00

TOTAL s 1,000.00
SOR:  WIL PESOS

RESPONSABLE 1 L.

RECIEG DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE Ro.




RECIRD OFICIAL DE CAJA
FECHA

3

AT T THARTIETRIR ¥ (R0 -
Radicacion ) W3113747 eiabba iuilee: 1ew

becha (B} PWGFIZ-X 13:83:85
framite ¢ O ACFMMENT 379 £ WL o e maid
Depemiencias POCH DIVIEIUH Bk MRS LabilToned

HIT : B800175089-2

3 - 04,5i8
NIVIEMBRE 20 DE 2003

thtst CONSIGSNACION 812

DEPOSITANTE TIPD PAGO Bauca CUENTA Na. PAGO FECHA PBO Ur. PASO
FREDERICK TORREG CONSIGNACION  BANCO POPLAR  050-00110-6 13594215 20/11/2003 2,100,000.00
ik C O R CEPT Dttt
CANT., RENTISTICD CORCEPTO TOTAL CONCEPTO
10 005-01-07 OTROS SERVICIOS DE PROPIEDAD I 20 FOTOCOPTAS (CADA HOJA) 1,000,

TOTAL : $ 1,000,
S NIL PESOS

RESPOMSABLE v __ £~

RECIBO BE CAJA APLICADD AL EXIPEDIENTE Na.




1

grtinian ¥ oS0

NIT : B800174089-2

fadicacion : W11T/S) NN

Fecha GIBD DO-1E-D1 LSS
frasits 3 W11 PCI-PRIEN

polios: W

£1 VR W ATL PRESEN

Pepemenciar 28 DIVISIN IE NAWS UGALIGRS

RECTBO OFICIAL DE CAJA : O3 - 59,64
FECHA : AGOSTD 22 DE 2003
He CONSIGNACION
DEPOSITANTE TIFD PABD BANCD CUENTA ¥o. PRBO FECHA PEO Vr. PAGO
JORGE LUIS BOMEZ CONSIGNACION  BANCD POPULAR  050-00110-4 MY 2270872003 12,930,000.00
#5e C O N C EP T O dhbnx
CANT. RENTISTICO CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
i 50003-01-01 SOLICITUDES 85 EXAMEN DE PATENTABILIDAD DE INVEN 313,000.00
TOTAL : 333,000.00

SON:  TRESCIENTOS TREINTA ¥ CINCO MIL PESOS

RESPONSARLE : _L“‘/‘C/

. RECIBD DE CAJA APLICADO AL EXPEDIENTE No.



Traduccién oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién
2117 del Ministerio de Justicia de Colombia

APOSTILLA EN PODER DE REPRESENTACION DE
PFIZER PRODUCTS INC.
Bilingle inglés- aespafiol otorgado en Nueva York, Estados Unidos el 14 de julio
de 2003 y firmado por J. Trevor Lumb, Vicepresidente de Pfizer Products Inc.
CERTIFICACION NOTARIAL
Bilingle inglés- espaiiol, el 14 de julic de 2003 el suscrito notario Kenneth
Greenwood certifica que J. Trevor Lumb ejercia funciones de Vicepresidente de 1a

Compafiia Pfizer Products Inc., con sede en Groton, Connecticut, Estados Unidos.

Firma del notario

Sello notarial: certificado, verificado y autenticado en 1a Localidad de Egham
en Surrey, 14 julio, 2003 por el Notario Kenneth Greenwood-Horne Engall & Freeman

Sello Notario Pdblico en alto relieve rojo.
APOSTILLA

REINO UNIDO DE GRAN BRETANA E IRLANDA DEL NORTE
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafia e Irlanda del Norte
Este documento Pdblico
2. ha sido firmado por K, Greenwood
3. ejerce funciones de Notario Pibliceo
4, Lleva el sello de dicho Notario Pdblico
CERTIFICADO
En Londres 6. E1 17 de julio de 2003
7. Por el Secretario de Estado Principal de su
exteriores y de 1a mancomunidad
8. No. G210435 : o DG
8. Sello del Secretario de Estado Principal de su H-iq:‘:.'13‘.-‘
exteriores y de 1a mancomunidad 7
10. Firma de R. Bawden - Por Secretario de Estado

$1 ol documento sa usa es ua pais qua no o8 perte de la convencién de 1a Haya del 5 de octubra 1981, debe
presentarss en seccida consular de Ja wisidn que represents el pais.

Es traduccién fiel del inglés, con copia )jarchiyo para
confrontacién. Bogotd 25 de julio-2003. \l: ﬁ ‘ C;’
Marlen Nei -
MARLEN NEIRA CASTRO
Troductor e intérprate Oficial
Inglés - Espafiol - Inglés
Resolucibn No. 2117 del 7 Oct 1987




OLARTERAISBECK [[

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CALLE 100 No. BAS5S Piso 10
BOGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 63686200
FAX: +57-1 6386201

www.olarteralsbaeck com
Power of Attorney Poder
The undersigned, El suscrito,
Pfizer Products Inc.
domiciled in domiciliado en

Eastern Point Road, Groton, Comnecticut 06340 UsA

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, J. Ian Raisbeck and Ana
Maria Frier] full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
coforce any and all of the company*s Paients,
Utility Models and Industrial Designs in the
Republic of Colombia, to which end it empowers
them to take ell steps necessary before sny
administrative or judicial anthority of any class for
the objects stated, to file petitions, appeals, replies
and cppositions, pay taxes and annuities, request
testimonies, receive documents and securities,
sbandon applications and collect refunds. Sufficient
power is hereby gramted to receive notifications on
behalf of the Company, to confer powers on those
who exe to represent the company judicially and
extrajudicially, to answer in court in the matter of all
claims and demands that may be presented in
connection with the objects stated, giving them

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, J. Ian Raisbeck y Ana Maria
Frierl poder especial, amplio y suficiente para
presentar, tramitar, obtener, defender y hacer
respetar todas y cuslquiers de Patentes, Modelos
de Utllidad y Disefios Industriales de la
compafiis en 1a Repriblica de Colombia, a cuyo
efecto los faculta para dar todos los pasos
necegarios ante cualquier sminridad administrativa
o judicial de cualquier jerarquia pars cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respucstas y oposicionss, pagar impuestos y
erunalidades, solicitar testimonios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
cancede poder bastante pera recibir notificaciones
o nombre de la compafila, otorgar poderes a
quiznes vayan s representar & 1a compafiia judicial
y extrajudicialmente, respander en juicio s todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de

likewise power to substitute these presents and Io encomendado se presentaren, dindoles
revoke such substitutions. wmnmoﬁculudpnnmmelptumtey o
Signature/Firma: w

Date/Fecha: July 14, 2003

City,Country/Ciudad,Pafs: New York, USA
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OLARTERAISBECK

OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
- LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER— TORRE C
CaLLE 100 NO. BA-S5 Pi1so 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE: +57-1 §38-6200
FAX +57-1 6386201

www .olarteralsbecic.com

Notarial Certification Certificacién Notarial
On this date, En esta fecha,
July 14, 2003
The undersigned Notary Public certifics: el Notario Piblico suscrito certifica:
1, That \MM Zongt 1. Que

J. Trevor Lumb

of legal age and domiciled in mayor de edad y domiciliado

Ans YR, S  New York
signed the foregoing document. suscribié el documento que antecede,
2. That the grantor hes executed the foregoing 2. Que ¢l otorganie ha suacrito el referida
document as Vice President documento en su caricter de
of Pfizer Products Inc. de
3. That Pfizer Products Inc., 4, Que
having its principal place of business located in con sede principal ubicada en

Groton, Connecticut, U.S.A.

is duly incorporated, is currently in existence, and
that the purposes for which the Power of Attorney is
gramted are within the scope of ity corporate
purposes.

4. That the grantor has the authority to execute the
Power of Attomey and that his/her representation is
legal.

5. The foundation for my certifications contained in
points 2, 3 and 4 was the exhibition of the following
authentic document(s):

NOTARY PUBLIC (Signature):

esti legahmente constituida, que tiene existencia
legal vigente y que los propdsitos para los cuales
s¢ otorga el poder se encuentru dentro de los que
comprenden s objeto socizl.

4. Que el otorgante tiene ln representacién pam
suscribir ¢l poder, y que ésta es legitima.

5. El fundamento de mis certificaciones
contenidas en los puntos 2, 3 y 4 fue Ia exhibicién
de los (del) siguiente(s) documento(s) auténtica(s):




APOSTILLE
{Hague Convention of § Octobar 1961 / Conventlon de Ls Hays du § octobre 1961)
UNITED KINGDOM OF GREAT RRITAIN AND NORTHERN IRELAND
1. Country: United Kipgdom of Great Britain and Narthern Ireland
Pays: Roysume-Unl de Grande-Bretegne et 4"friande du Nond
This public document / Le prisent acte public

4 Hes been signed by K Greeuwood

a éok pignd par
1. Acing inthe capacity of Nutary Publie

agissmnt en quatité de
4. Betrthoscalianmp of  The Bald Notary Fublie

est revitu du seeautimbre de

Centified/Attestd

3. = Londoo/h Londres 6. thefle 17 Joly 2003

7. by Hexr Majesty’s Principal Secretary of State for Foreign and Commoowealth Affairs /
par Io Scoritalre d'Etat Principal de Sa Mxjesté anx Affhjres Etrangérey et du Commonwealth.

8. Numbersous No G210435

10. Signature: R, Bawden

For e Secretary of Siuss - Four s Scrdivivn o 'Exn

If this document is to be used in a country which is not party t the Hague Convention of 5 Ocinber 1961,
it should be presented to the consutar section of the mission representing that country.




Traduccién oficial del Inglés por Marlén Neira Castro, resolucién 2117 del
Ministerio de Justicia de Colombia PC23038/700048

CESION A PFIZER PRODUCTS INC. co-1
Por una contraprestacion valiosa pagada a nosotros, por PFIZER PRODUCTS INC., una
compafiia organizada bajo 1as leyes del Estado de Connecticut, Estados Unidos de
América, cuya direccién postal completa es Eastern Point Road, Groton,
Connecticut 068340, Estados Unidos de América, por el presente vendemos y cedemos
a la mencionada PFIZER PRODUCTS INC., todos nuestros derechos, titulo e interés
en y referente a nuestra invencidn para una mejora nueva y Util en VACUNAS BOVIS
MICOPLASMA Y METODOS PARA REDUCIR LA NEUMONIA EN ANIMALES (Mycoplasma Bovis
vaccine and methods for reducing pneumonia in animals), en cuantc a 1a Repiblica
de Colombia, tan totalmente como se describe en la especificacidén, y por el
presente nosotros avtorizamos y solicitamos al Comisionado de patentes de
Colombia que expida tal patente a 1a mencionada PFIZER PRODUCTS INC., de acuerdo
con esta cesiodn.
En testimonio de 1o anterior, firmamos en estas fechas y Lugares

Robin Lee Keich Groton, Connecticut, t5 mayo -~ 2002
David Rosas McGavin- Groton, Comneécticut, 15 mayo ~ 2002
Robert John Yancey- Groton, Connecticut, 15 mayo -~ 2002

Sello notarial: Certificado, verificado y autenticado en 1a Localidad de Eghanm
In Surrey, el 12 de junio de 2002. por el Notario Kenneth Greenwood-

Horne Engall & Freeman. Sello Notario Piblico en alto relieve.

En el reverso APOSTILLA
(Convencién de 1a Haya del 5 de octubre de 19861)
1. Pais :Reino Unido de Gran Bretafa e Irlanda del Norte
Este documento Publico 2. ha sido firmado por K. Greenwood
3. ejerce funciones Notario Poblico
4, Lleva el sello de tal Notario Piblico
CERTIFICADD 5. En Londres
El 12 de junio de 2002
7. Por el Secretario de Estado Principal de su Majeatad para Asuntos
exteriores y de Ta mancomunidad. )
8. No. H0368109
8. Sello del Secretario de Estado Principal de su Majestad para Asuntos
exteriores y de 1a mancomunidad
10. Firma de S. Jireland - Por Secretario de Eatado
Es traduccidén conforme con copia para confrontar- Bogota~ 1F(12 20Q3

a

. MARLEN NEIRA CASTRO
raductor g Intdrprgig Oficial
I:'lghs - Espaitol - Inglds
lucién No. 2} 17 del 7 Oct 1987
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APOSTILLE I

(Hague Conveation of 5§ Ociober (961 7 Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United Kingdom of Great Hritgin and Northemn Ireland
Pays: Royaume-Uni de Grande-Bretagne et d'Irlande da Nord
This public document / Le présent octe public

Has hecn signed by K Grecawoed
s &¢é signé par

Acting in the capacily of Notary Publlc
agissant en qualité de

Bears the seaVstampof  The Sald Netary Public
est revitu du sceau/timbre de
Coenified/Atestd

at Londond Londrey 6. the/le 12 June 2002

by Her Majesty's Principal Secretary of State for Foreign sod Comnxmwealth Affairs /
par Ic Scerétaire d'Btat Principal de Sa Majestf aux Affaires Etrangires et du Commonwealth.

Numbehausvo  HI036109

. _ 10. Signature: jirelnnd

Fir the Servotary of Baste / Posr le Secriire &' Bxe



- PC23039/700048 \g
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ASSIGNMENT

For valuable consideration paid to me (us) by PFIZER PRODUCTS INC. a corporation organized under the
laws of the State of Connecticut, United States of America whose full post office address is Eastern Point
Road, Groton, Connecticut 06340, United States of America, I (we) do hereby sell and assign to the said
PFIZER PRODUCTS INC., all my (our) right, title and interest in and to my (our) invention for a new and
useful Improvement in MYCOPLASMA BOVIS VACCINE AND METHODS OF REDUCING
PNEUMONIA IN ANIMALS so far as the Republic of Colombia is concerned, as fully set forth and described
in the specification, and [ (we) do hereby authorize and request the Commissioner of Patents of Colombia to

issue said pateat to the said PFIZER PRODUCTS INC. in accordance with this assignment.

In witness whereof I (we) have hereunto set my (our) hand(s) this

—~ 15 May 2002

, Gate and signature - Lee Keich Groton, Connecticut, USA
. c
and s Y — 15 May 2002 .
a te signature - cUavin Groton, Connecticut, USA
15 May 2002
, date and signa ‘yaocey Groton, Connecticut, USA

EXECUTION
Certified Verified and Authenticated
In The Town Of Egham In Surrey

This /,7 j.zbfc

KENNETH WO0O0D
NOTARY PUBLIC e
HORNE ENGALL AND FREEMAN ol

p’ovl"\oo

§o
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(12) INTERNATIQONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY {FCT)

(19) World Intellectunl Property. Organization
Intemational Burciu

{43) International Publication Date - (10) Internationul Publication Number

16 January 2003 (16.01.2003) PCT WO 03/004052 Al

£
(51) Interustional Putent Classification”™  A61K I9M12. / arxl Development, Hustern Paint Road, Grotun, CT' 06340
AGLIP 314, CI2N 120/ (CI12N 1720, C12R 1:35) {US).

rCTAReyuIS14 ) Agents: LUMB, Trevor, J. i al.; c/s Simpson, Alison,
PCTARNG Urquhart-Dykes & Lord, 30 Webock Street, London WIG
RI3R (GB).

(21) international Application Number:

(22) International Filing Date: 27 Junc 2002 (27.06.2002) '/

{81) Designated States inational): AL, AG, Al.. AM. AT, Al
(25) Filing Language: linglish A7, BA. BB, BG. BR. BY, BZ CA, CII, CN, CO, CR, CU,
CZ, DR DK, DM, DZ, EC, 13li, B8, 41, GB, GD, GE, GH,
GM, HR, HU, ID, 11, IN, IS, JP. KE. KG, KP. KR, KZ, LC,
LK. LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK. MN, MW,
MX. MZ. NO. NZ, OM, Pi1, P1., PT, RO. R1}, SD, SL, SG.

(26) Publication Language: Linglish

(30) Priority Data: / ShSK.SL. 1), TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ,
GO/302.638 2 July 2001 (02.07.200]) US VN, YU. ZA, 7M, ZW.
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MYCOPLASMA BOVIS VACCINE AND METHODS
OF REDUCING PNEUMONIA IN ANIMALS

FIELD OF THE INVENTION
This invention relates to Mycoplasma bovis vaccine formulations and methods for
treating or preventing a disease or disorder in an animal caused by infection by Mycoplasma
bovis. The Mycoplasma bovis vaccine can be a whole or partial cell ifactivaled or modified
live preparation, a subunit vaccine or a nucleic acid or DNA vaccine. The Mycoplasma bovis
vaccine administered in accordence with the present invention can be synthesized or

recombinantly produced.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Mycoplasma bows is an important global bovme pelhogen |n housed or intensively
reared beef and dairy catﬂe . The most frequently reporled cllmcel manifestation is
pneumonia of calves, which is oﬂen accompamed by arthritis, also known as prneumonia-
arthritis syndrome. Its etlological role has also been associated with mastitis, otitis, and
reproduetwe dlsease or disorders of cows and bulls. Slgmfcant economic Iosses are linked
wnth M. bows mdueed respiratory disease, since M. bovis has bean assoclaled with up to 36%
of the mortallty due to bovine resplratory disease (BRD). In order to reduce morlal:ty,
entlbrotlc therapy |s often used since no fully licensed vacclnes ene eurrenﬂy available
Prevenhon of M. bovrs disease may also reduce pl'edISPOSlthn of the animal io other
resplretory dlseases Therefore a M. bovis bacterin thet is highly efficaclous and safe for
young calves would be very valuable to the cattle industry.

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides Mycoplasma bovis vaccines ‘and methods of treahrlg
or preventing a disease or disorder caused by infection wnth Mycoplasma bov:s by
admlmste_nng to an animal an effective ar_nounf of a Mycop!asme bovis vaeclne_ and a
phemaoeqticelly 'eccepteble carrier. The vaccines of the present invention are provided |n an
amount su:ﬂicient to elicit or incroase Mycoplasma bovis specific cellular or humoral primary
and secondary irrlmune responses. In one aspect, the animal Is a_celf'. The present method
of vaccin'all_on provides protection to calves against challenge with M. bovis. Furthermore, the
present -melhod of vaccination using a Mycoplasma bovis veccihe provides increased
immunocompetence to calves and thereby increased resiatance to other BRd palhdgens
e.g., decreased predisposition to infection and disease causaed by, but nol hmrted lo, bul not
limited to, bovine herpesvirus type 1 {BHV-1), bovine viral diarrhea virus (BVDV) bovme
raspiratory syncitial virus (BRSV), parainfluenza virus (Pl3), Pasleurells mullocida,
Hasemophilus somnus, Mycoplasma mycoides, Mycopla.-.:ma agalacliae, Mycoplasma

PCT/IBI2M12514 ,{’é/
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califomnicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma canis, and Manheimia
haemolytica. The prasent method also provides Mycoplasma bovis vaccines and methods of
eradicating Mycoplasma bovis from infected herds by administering to an animal an effective
amount of a Mycoplasma bovis vaccine and a pharmaceutically acceptable carrier.

The Mycoplasma bovis vaccine administered in accordance with the present
invention may Include additional components, such as an adjuvant and optionally a second or
more antigens for use in a combinalion vaccing. A second antigen is selected from the
following, including but not limited to bovine herpesvirus type 1 (BHV-1 ), bovine virel diarhea
virus (BVDV), bovine respiratory syncitial virus (BRSV), perainfiuenza virus (P13), Pasteursiia
multocide, Haemophilus somnus, Mycoplasma mycoides, Mycoplasma agelacilae,
Mycoplasme californicurn, Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma canis,
end Menhermre haemolytica.

The Inventlon also provides a method for the preparatlon of a Myaaplesme bows
vaoane whlch oompnses growlng a isolate of Myooplesme bov!e in culture in a euttable
medmm. treatmg the Mycoplasma bowe with blnary ethelenerntne to mactwete the
Mchplesme bovrs and admixing the inactivated Myaoplasme bovis with a suliable
phermeoeutlcelly acceptable carrier so asto formulete a bacterin.

The present Imrentlon further provtdes kils oompnslng Myooplesme bovis end an
adjuvant and ophonelly an enttgen setected from the' followmg. moludlng but not Iumtted to.
bovme herpewm.ls type 1 (BI-N-1) bavine vrral dlarrhee virus (BVDV) bovme resplratmy
synolttal virus (BRSV), parainfluenza virus (PI3) Pasteurette multoctda. Heemopht‘lus
somnus. Myooplasma myoordes, Mycoplasma agalectrae. Mycoplesma ca(rfomrcum.
Myt:oplasme bovrrmms Myeoplesme drsper Mycoplasme canis, and Menhermre haemolytrce

. BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Flgure 1 |s a graph showmg group mean body temperature |mmedtetely prtor to and
followrng expenmenlel M. bows challenge Calves veocmeted with two doses of the M. bows
baotenn (Group A) had srgniﬁeently lower mean body temperatures on days 4-8, daye 10-18
and dey 20 when compared to the placebo vacclnated animals (Group B)

Flgure 2 is a graph showing group mean body temperalure immediately prior to and
foliawing experimental M. bovis challenge. Calves vacctnated with two doses of the M. bovis
baclerm (Groups A B and C) had significantly lower mean- body temperatures on deys 7-17

when compared to the plaoebo vaccinated animals {(Group D).
Figure 3 is a graph showing group mean body temperature immediately prior to and

following experimental M. bovis challenge. Calves vaccinated with two doses of the M. bovis
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bacterin (Treatment Groups 2, 3, 4, and §) had significartly lower mean body temperatures
on days 5-20 when compared to the placebo vaccinated animals {Treatment Group 1).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

The present invention encompasses a vaccine and method of treating or preventing a
disease or disorder in an animal caused by infection with Mycoplasma bovis comprising
administering to the animal an effective amount of an inactivated Mycoplasma bovis vaccine
and a pharmaceutically acceptable carrier. The invention encompasses m-ethods of preparing
M. bovis vaccines and M. bovis vaccine kits. Examples of Mycoplesma bovis strains are
ATCC 25025 (deposited by R. G. Wittler on October 8, 1968), 25523 (deposited by R. G.
Wittler on October 22, 1869) and 27368 (deposited by R. G. Wittler on July 5, 1972), all of
which deposils were made with the American Type Culture Collection, 1801 Unjversity
Boulevard Manassas VA 20110-2209. In a preferred embodiment, the Mycoplasma bovis
solate of the bacterin compnses one or more of the following slralns 2300 3625 16150, -
20518 or 5063

The present invention contemplates that any mactlvated Mycqolasma bovis isolate
may be fon'nulated into an effective bacterin. Ina prefened ambodrment lhe Mycoplasma
bovis isolates mactrvaled with binary ethylenelmlne (BEI), may be fonnulated into an effective
bacterin. A deposit of the Mycoplasma bovis isolate strains 2300, 3625, 16150, 20518 or
5063 was made pursuant to the Budapest Treaty on the Intemahonal Recogmtron of the '

eposit of Mlcroorganlsms for the Purpose of Patent Prooedure. with the American Type

Cultura Collectlon 10801 University Boulevard, Manassas, VA 201 10—2209 and deslgnatad
as strams PTA-3558 -3559 -3560, -3561 and -3585 respectlvely

In cartaln ambodlments the vacclnes usod in the mathod of the present mventron
compnse a partlal or whola eell M. bovis inactivated preparalron {baclerin) or modrﬁed live
vaccine and a phannaceutlcally acceplable carrier, or partlal or whole cell M. bovls inactivated
preparatlon (bactenn) ot 'modifled live vaccine and an adjuvant.

Fo_r clarity of disclosure, and not by way of limitation, the delailed description of the
invention is divided mto tha following subsections which describé or illustrate certain features,
embodiments or applications of the invention.

. DEFINITIONS AND ABBREVIATIONS
The abbreviation M., preceding the name of a species, refers to the genus
Mycoplasma. ' '
The term "“trealing c;r preventing” with respect o a Mycoplasma bovis infection as
used hereirr means to inhibit the replication of Mycoplasma bovis bacleria, 10 inhibit
Mycoplasma bovis shedding or iransmission, or 1o prevent Mycoplasma bovis from
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establishing itself in its host, and to slleviate the symptoms of the diseases or disorders
caused by Mycoplasma bovis infection or to accelerate the clearance of M. bovis from the
animal. The trestment is considered therapeutic if there is a reduction in bacterial load,
decrease in pulmonary infections, reduction In lung lesions, reduced rectal lemperatures
and/or increase in waight gain and/or growth. The method of the present invention is, for
example, effective in preventing or reducing pneumonia, respiratory infections and lung
leslons, reducing the level of M. bovis in the lung, reducing temperstures, and increasing
weight gains In animals and especially cattie.

The term “M. bovis vaccine” as used herein refers to a vaccine useful in prevention or
treating a disorder or disaase caused by infection by M. bovis. M. bovis vaccine can include
any vaccine effective In treeting or preventing infection in caitle by vinilent M. bovis. The M.
bovis vaccine that may be used In the present invention can include, for example, a whole or
part|al M. bows cell preperatlon Inactwated or modified live vaccines, a eubunlt vaccine
havrng one or more M bows derived polypsptldes or prolelns. or |mmunogen|c fragments of
such protelns or polypeplldes. or one or more M. bovis genes or nuclelic acu:ls eneodmg for
one or mme M bows derived polypephdes or protelns or |mmunogenlc fragmenls 1hereof
and whlch genes or nucleic acids are capable of belng expressed in vivo In eatlle The M.
bows polypeplldes prptelns mmunogenlc fragments of such polypeptides and protems or
M. bovls genes or nuclerc adds can be syntheslzed or recombmantly produced uslng
tet:hmquee known in the art. Preferebly the M. bovis vaccine used in the method of the
present tnventron is a bactenn

The term lmmunogenlc l’ragment as used herern refers tos fragment of a protem from
M. bovis, which Is capeble of lnduang an immune response in & host animal. The |mmune
response may sompnse wrthout llmllatlon. rnductlon of cellular ‘and/or humoral lmmunrty
) The term “animal* as used herein refers to all non-human animals, lneludmg
mammals. .

’ The term cattle 8s used herein refers to bovine: anurnals mdudmg but not I|m|ted to
steer. bulls, cows, and calves. Preferably, the method of the present mventlon is appllod to
an animal which is a non-human mammal mosi preferably. a calf .

The term “bacterin” as used herein refers to @ preparation of inactivated whole or
pertial M. bovis cells suitable for use as a vaccine. ' . '

The term “immunclogically effective amount” refers to an amount of M. bovis veccine
suﬂjcient_lo elicit an immune response In the subject to which it is administered. The immune
TGS.POT\SE may comprise, without limitation, induction Pf cellular and/or humoral immunity. An
effective amot_rnt of M. bovis vaccine means, for example. that the bacterin prevents or
red_uces Ihe severity of mycoplasmal pneumonia.

. The term "adjuvant® as used herein, is a potenliator of the immune response.
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The term “pharmaceuticelly acceptable carrier” refers to a carrier medium that does
not interfere with the effectiveness of the biological activity of the aclive ingredient, is
chamicelly inert and is not toxic to the subject to whom il is administered.

Inactivated {Partlal or Whole Cell) and Modified Live Vaccines

The invention provides a Mycoplasma bovis vaccine and a method for tha preparation
of a Mycoplasma bovis vaccine which comprises growing a isolale of Mycoplasma bovis in
oultur_e in @ suitable medium; treating the Mycoplasma bovis with binary 'ethyleneimine o
inactivate the Mycoplasma bovis, and admixing the inactivated Mycoplasma bovis with
suilable pharmacseutically eooeptable carier so as o formulate a bacterin. In one
embodiment _Myoophsme bovis is isolated from lung tissue. In another embodiment,
Mycoplasma bovis is isolated from lymph node tissue. A variety of such carriers are well
known in the art and inciude distilled or deionlzed water, saline, or mineral oil. In addition to
inactivated bactenal |solates a bacterin product can elso mclude an eppropnate amount of
one or rnore oommonly used edjuvants Sulteble adjuvants may Include but are not Iln';lted
to rnlneral gels. e. g elumrnum hydm:ude, eurfaoe actlve eubstenoes auch as lysol'ec'rllhln
glycoﬂdes eg saponln and saponln derlvallves luch es Qull A or GPI—O100 cationic
surfeclants e. g DDA (quatemary hydrooerbon ammonlum halogemdes. pluronlc polyols
polyemens and polyatom:c lons; polyaoryllc eclds. non-ionic block polymers eg. Pluronic F-
127 (B AS F., USA) Avndlne and Rantldme. peptldes. reoomblnant mutant Ial:ule to:uns &g.
leukotoxln (LT) or cholera  toxin (CT). chemlcally bound or close proxlmlty moleouler
transporters. mmeral olls. e. a. Montanlde ISA-50 (Sepplc. Pens. France) carbopol Amph|gen
(Hydromee USA) Omaha NE USA. Alhydrogel (Superl'os Blosector Fredenk.ssund
Denm'ark)- oil emulsnns e g. en emulslon of mlneral onl such as BayolFIArlaoel A end water.
or en emulsmn of vegetable OII water and an emulsrﬁer such as leolthln. elum cholesterol
cytolunes and oombmatlons ot ad]uvante Polyatomnc |ons can also functlon es dlspersmg.
lhnckemng and antualnng agents whloh allow the veoolne to be resuspended as" a
mondlaperse suspenmon- after a prolonger period of: eettlhg The adjuvant oomblnatlons may
be presented in aqueous encapsulated (controlled or delayed release) or mlcroencapsulated
forl_ns._ The |mmunogen may also be moorporated into I|posomes. or conjugated to
polysaccharldes and/or other polymers for use In a vaccine formulation. Addlt|onal
substanoes that can be moluded in a baclenn product for use in the present methods include,
e. g one or more preservatwes suoh as dlsodnum or telresodlum selt of Ethylene-Dlamme
Tetra Acetic acid (EDTA) merthrolate. and the llke Vacclnes are l‘ormulated as liquid dosage
or presanted in 2 solid dosage with'the maklng up a soluble oomponent or a mlcropartlculate
that is resuspended in a Pharmaceutloally acceptable d|luenl prior to use. Melhods of
preparing soluble components or microparticulates lnclude but are " not. llmlled fo,

biacervation, congelgation, spray drying, bubble srying, preclpltatlon. supercritical

%W



|
WO 03/004052 PCT/IBO2/02514 /%

6 . ‘/l/,l/

soviation/encapsulation and lyophilization. In a preferred embodiment, the Mycoplasma bovis
isolate designated 2300 is used in formulating the bacterin. In a further preferred
embodiment, the adjuvant combination of Quil A, Amphigen, and cholesterol is used in
formulating the bacterin.

5 The precise conditions under which the isolale is grown may vary depending upon
the precise composition of the medium and the specific isolate being grown. However the
isolate is typically grown from about 24 hours to sbout 72 hours, measured from the time of
incubation 1o the time of harvest. The virulent Mycoplasme bovis isolate so grown is then
treated with binary ethyleneimine (BEl) to Inactivate the Mycoplasma bovis as described in

10  U.S. Patent No. 5,565,205, or inactivated with formalin, glutaraldehyde, heat, iradiation, BPL
or other inactivants knowri to the art. For example, where the isolate is treated with BEI, the
culture of the isolate may be contacted with BEI at a concentration of about 2 to about 10 mM.
The culture is then mcubated under ccndlhcns affective tc Inactivate Mycoplesme bovis e.g.,
for at Ieeet about 24 hours at about 37degrees C. The BEI culture is Ihen neulrellzed by

15 addmg ecdlum thlesulfate at an effectwe neutrellzlng concentratlen e.g. 2 to 10 rnM

The resulllng. Inacﬂvated Mchplesme bovis mey be concentreted Verlous methods
are known m the ert for cencentretmg such crgemsme For example the ergamsms may be
concenb'ated by centrlfugetlon. e.g. ultracentrlfugehen or by ﬁliretlcn e.g. ulafirstion.

' 111e concentraled Inactivated, Myccplesme bovis whlch result are then recovered

20 'uslng melhods well known in the art. Finally, the resuiting concentreled maclwated
Myceplasme l?ows so recovered is, admlxed wrth a sulteble pharrnaceutlcelly acceptable
carrier sc as Io formulate the bectenn The beclenn may else be produced by any ef several
modrﬁcatlone to the preceding method which ere reedlly known o the skilled erhsan o

M bovls |so|eles can also be ebtelned dlrectly I'rem mfec!ed cettle Iung lesnens usmg

25 Ir.newn technlques M. bows isolates can also be ebtelned dlrectly from infected cattle Iymph
nede trseue uslng known lechn:ques -M. bevis |soletes cen also be oblained dlrecuy from
mfecled cattie Iymph node tlssue usmg kncwn Iechmquec The presenl invention elsc
contemplates preperallen of modified llve M. bovis vacclnes such as by ettenuetlon ef
wmlenl strains by passage , which techmque is known in the art. '

30 Sunteble preparations cf the vaccines of the present ‘invention incdude mjeclebles.
aither as Ilqmd solutlcns or suspenslone solld forms suitabie for solutlon in, or suspenswn in,
liquid pnor to m;ectlen mey also be prepared The preperetlon mey atso be emulsified.

Inactlvaled Mycoplasma bows lsolates can elsc be combined with the following
bactene and viruses, mcludmg but not Ilmlted to, bovine herpesvnrus type 1 (BHV-1), bovine

35 wral diarrhea virus (BVDV) bcvme resplratory syncltlel virus (BRSV) parelnﬂuenza virus
(PI3) Pasteurelia multocrda Heemophilus somnus Mycoplasme mycmdes Mycoplasma
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agalactiae, Mycoplasma califomicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycopiasma dispar,
Mycoplasma canis, and Manheimia haemolylica.

Subunit Vaccines _

The method of the present invention can be practiced using subunit vaccines having
purified M. bovis immunogenic proteins, polypeplides and immunogenic fragments of such
proteins and polypeptrdes Such proteins and polypeptides can be prepared using techniques
known in the art, for exemple exiracts prepared using surface action sgents, or thermal,
chemical and mechanical extracts. Further, methods which are well known to those skilled in
the art can be used fo qeterr'nine protein purity or homogeneity, such as polyacrylamide gel
electrophorasis of a eeh1p|e. followed by visualizing a single polypeptide band on a staining
gel. Higher resolution may be dstermined using HPLC or other similar methods well known in

the art.

o3

ln a speclﬁc embodlment me vaccine used in the present mvenﬂen eompnses at
least one proteln "of M. bovis such as, but not limited to P13, P18, P21, P25-26, P33-34, P39-
40, P45-46, P50, P54-58, P77, P82, PB7-89 P97 and P1 75

In olher embedrmenls the subunit vaccine of the present lnvenuon compnses at least
one olher mmunogemc or antlgemc molecule whlch ls not a M. bovrs preleln polypeptlde or
|mmunogemc fragment ihereof and is preferably e vnral or bectenal antlgen In 8 preferred
embodlment the enugen is bovme herpeswms ‘Iype 1 (BHV-1 ) bovme vnral dlenhea wrus
(BVDV). bovnne resplralory syncmal virus (BRSV) paralnl'luenza virus (Pla) Pasreurella
mul!odda Haemophﬂus somnus Mycoplasme mycddes. Mycoplasma agelectrae.
Mycoplasma calrfomlcum. Myeoplesma bovirhinis, Myooplasme d:sper. Mycoplesma cams or
Manhermle haemolytlce Such a oomposmon Is beneﬁclal as a combmetlon vaeclne The
eubumf veocines and comblnellon vaccines of the present invention can be employed |n the
melhods of the present invention lo treat or prevent diseases or disorders caused by M. bovis
lnfectlon o t ‘ - ._ ) '
In a further specific embodlment the lmmunegemc fragments of such protelns or
polypeplldes have a sequence compnsmg al least 10 at Ieest 20, at leasl 30, at least 40, at
Ieest 50 or at least 100 eontlguous amino acids of Ihe mmunogeruc protelns and polypeptldes
used in the method of lhe present mvenuon mcludrng but not hmrted o P13 P1B P21, P25-
26, P33- 34 P39-40, P45-48, P50, P54-58 P77. P82 PB?-BB P97 and P175

Further the M. bovis . prolelns for use |n vaccines are substantlally pure or
homogeneous The method of the presenl invention uses protelns or polypeptides which are
lyplcelly purified from host cells expressing recombinant nucleolide sequences encodmg
these protelns Such proteun purrﬁcallon can be accomplished by a variety of melhods well
Kknown in the art. See, for example, the techniques described in "Methods In Enzymology~

PCTABO2M2S14 ﬁ
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1980, Academic Press, inc., San Diego, "Protein Purification: Principles and practice”, 1982,

Springer-Verlag, New York.
Purified M. bovis polypeptides and proteins and immunogenic fragments thereof can

also be prepared using known synthelic methods.

M. bovis polypeptides and proteins and immunogenic fragments thereof can also be
expressed and delivered using live recombinant viral and bacterial vectors such as
adenovirus or Saimonelia. The actual vectors are also known and readily available within the
art or can be construcled by one skified in the art using well-known methodology.

Gene and Nucleic Acld Vaccines -

The method of the present invention can be practiced using M. bovis genes or nucleic
eerds enoodrng for immunogenic proteins, polypeptldes and i |mmunogenu: fragments of such
proterns end potypeptrdes Such genes and nucieic ‘acids can be expreesed in vao and can
be prepered uelng technlques known i the ert §

. In e speorﬁc embodrment. the veocrne used in the present tnventron oomprtses et
Ieast one gene ar nuclelc ‘acid enoodrng for a protern of M. bovis such as, but not limited to,
P13 P18 P21 P25-28 P33-34 P39-40 P45-46 P50 P54-58 P77 PBZ PBT-BQ P97, and

P1 75

) In e further sper:lﬁr: embodrment the genes or nuetero acrds used in the method of the
present |nventron encode for the mmunogenic fragments of the M. bovis proteins or
polypeptides and have a sequence comprising at least 10, at least 20, at least 30, at least 40,
at least 50 or al least 100 oonlrguous emno ecrds of the immunogenic proteins and
polypeptrdes used rn tha method of the present rnvent:on Inoludrng but not Irmlted io P13
P18 P21 P25-26 P33-34 P39-40 P45-48 P50, P5'4-58 P77 PB2 PBT-GQ P97 and P175

in other embodrments of the method of the present rnventron the gene or nuclelc
er:rds used ere edmtntstered by known methods. such as, for example, by use of a gene gun
or other needle-tree delrvery devices.

In yet other embodiments of the method of the present invention, the gene or nuclerc
eerds used are DNA vaccines. Further the nudeic acld or genes can be present in
essoclatlon with lippsomes or other transfection facilitating agents, as are known in the ar.

Methods for the preparation and delrvery of DNA vaccines are known in the art. See,
for exemple Krishnan, B. R, - Current Slatus of DNA -vaccrnes in velerinary medicine”,

Advanoed Drug Delivery Revrews Eisevier Scrence (2000)
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Dosing, Modés of Administration and Treatment

According to the present invention, at least one dose of an effective amount of a M.
bovis vaccine administered 1o an animal and preferably a calf of approximately one to tens
weeks of age provides effective inmunity against a later challenge of M. bovis. Preferably,
the M. bovis vaccine is administered at about 7 to 28 and again at about 28 to 48 days of age.
The effective amount of a M. bovis bacterin vaccine contains about 1x10° to about 5x10™
colony forming unils (CFU) per dose. Prelerably, a M. bovis bacterin vaccine that provides
effective immunity contains sbout 1x10° to about 5x10"™ CFU/dosé and more preferably,
about 5x10° to about 5x10"° CFU/dose.

According to the presént invention, the effective amount of M. bovis bacterin vaccine
for administration is about 0.5 to about 5.0 ml, preferably about 1.5 mi to about 2.5 mi, and
more prefarably, about 2 mi.

The amount of a M bows vaccine which is a subumt vaccine oompnsmg one or more
proteins or polypeptrdes or rrnmunogemc fragments of such proteins or po'lypeptldes eﬂ'ectlve
in the method ofthe pmsent lrrventlon is from about 0. Otpg o about 200 M.

. The amount of e M. bovts vecclne whlch Is a vecctne oomprIslng one or more M.
bovrs genes or nuclerc acrds (preferebly DNA) encodlng for |mrnun09enlc protelns or
polypeptrdes or |mmunogen|c fragments of such protelns or polypephdes effectnre |n the
method of the present rnvenllon is from about 0. 1ug to about 200 mg. ‘in eooordenoe wrth
the present invention, admlnlstretlon can be achleved by known routes, moludlng the oral
m_tr:anesal mucosal, topjcal, fransdermat, and parenteral {e.g., Intravenous. mtrepentoneal
intraden'nel subcutaneous, or intremusculer) Admjnistmtion can also be. echleved uslng
needte free delivery devlces .Administration can be achieved usrng a combfnatron of routes.
eg., first edrnlnlstratlon using a parental route and subsequent edmlmstretron using a
mucosal, route A_: preferred route .of administration is subct_ltaneous or intramuscular
edmlmstratlon . _-‘ . ' .

: The present mventlon also contemplates a smgle dose vaccrnatron method which
eltmlnetes the necessrty of administration of addltronal doses to calves |n order to generate
endlor maintain immunity agemst M. bovis.

Acoordlng to the present invention, the admlnustretron of an effectwe emount of a
Mycoplasma bovis bactenn admrmstered lo calves at epproxrmately three and six weeks of
age provides effective |mmunrty agalnst respiratory mfectrons lnoludlng pneumoma reduces
lung lesions, reduces the levet-of M. bovis in the lung reduces temperatures, and increases
weight gains.

The present invention provides a method of rmmuntzrng a calf agernst infection by
Mycoplasma bovis' tmrﬂlitrlsmg admlmstenng lo the caif al least ‘one dose, and preferably two
doses of the bacterin so as to immunize lhe calf against Mycoplasma bovis |r_tfect|on Ina

4
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preferred embodiment, the baclerin is administered subcutaneously. Moreover, it is preferred
that the bacterin dose comprise about 2mi of the bacterin, each mt containing about 2.5 X 10°
Mycoplasma bovis colony forming units. The bacterin is desirably administered twice to the
calf; once at about three weeks, and once at about six weeks, efter the birth of the calf.

The present invention also contemplates thal the administration of an effective
amount of a Mycoplasma bovis bacterin administered to animals, and preferably cattle to treat
or prevent disorders including pneumonia, arthritis, mastitis, ofitis and reproductive disorders

in such animals. ) .

- VACCINE KITS

The invention also provides a pharmaceutical kit comprising one or more containers
comprising one or more of the ingredients of the vacclne formulations of the Invention., The
present invention thus provides a method of immunizing an animal, or treating or preventing
vanous dtseeses or dlsorders In an ammal compnslng admlmslenng to the ammal an
elfecttve ll'l'll'l'luanlng dose ofa vacine of the present invention. In a preferred embod|ment
the krl compnses tn a contalner a inactivated Mycoplasms bov:s tsolate and an adjuvant
selected lrom Qui A or GPI-O100 DDA. sapontn. cholestetol. ,alumlnum gel carbopol
Amphtgen Alhydrogel ol in water. water in ol, cylokmes or comhmahons of adjuvents. In
another embodtment lhe lut of the present mventton optlonally comprlses. in the same
contatner or in a secend contalner anttgens selected fnom the followmg. hcludlng but nol
ltrntled to bo\nne herpeswrus lype 1 (BHV—1) bovme viral dlanhea virus (BVDV) bovme
resplratory syncmal vius (BRSV), paralnfluenza virus (PI3), Pasteursila mullocida,
Heemophtlus somnus, Myeoplasme mycordes, Mycoplasma agalacttee. Mycoplasma
caltfomlcum Mycoplasme bowrhmrs Mycoplasma dlspar Mycoplesma cams. or Menhelmre

heemolyltca

.. PACKAGING . - .
The vaccme composlltons may, If desired, be presented ina peck or dlspenser

dewce. whlch may contaln one or more untt dosage forms contalmng the active tngredlenl
The pack mey for example compnse metal or plastlc foll suches a bllster pack. The pack or
dlspenser dewce may be accompanied by mstructtons for admtmstratton Compostttons
compnstng a compound of the invention formulated na compettble phermeceutlcal carrier
may also be prepared placed i in an appropriate container, and labeled for treatment of an
indicated condition.
The present invention is further illustrated by the followr,ng examples
EXAMPLE 1
MATERIALS AND METHODS

Animals

o
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Healthy crossbred dairy calves at approximately fourteen days of age were obtained
for vaccination. Calves were acclimatized for seven days prior to the initiation of the study.
All calves received a concentrated non-medicaled diet daily, free of any known contaminants

or pesticides and had free access to water.

Vaccines

The bacterins contained a BE! inactivated whole cell M. bovis bacteria at an appropriate
concentration per dose. In aeddition, each vaccine preparation contained phosphate buffered
10  saline (PBS) and an appropriate adjuvant. The placebo contained aither PBS or PBS and an oil

15

20

25

30

35

in water adjuvant.

Challenge Method

) Each calf reoelved e:ther 10 or 12 ml of a fresh M bom oullure [approxlmately 1 x
10' Io 1 X 10"’ colony forrmng units (CFUImI)] by the mtranasal route on three oonsooutlve
days A \uablo oounl (CFUImI) of the ohallenge inocutum was determined shortly aﬂor tho

oompleuon of aaeh expenrnental challenge.

Exoeﬁrninhl Procedure

A unlque ear tag number |dent|ﬁed each calf. Ammals were randomly assrgned by
age into pans and treatment groups )
' Ammnls were vacanaled wuth 2 ml of the appropriate vaccine or plaoebo by the
'suboutaneous route on day 0 (left neck) and on day 21 (right neck).
. [All animals were welghed at 1 day prior to challenge, 7 days following challenge, 14
days foliowing chajlenge, and al approximately 3 weeks following challenge.
Reptal temperatures were measured each -mormng 1:day "prior,*to challen‘ge.
|mmed|ately prior {o challenga, and for 20 days-following challenge. ) : -
A blood sample was collected from each caif from the jugutar vein. Calves were bled
at approximaialy 1" day prior to first vaccination, 1 day prior to second vaccination, 1 day prior
to challenge {approximately 3 weeks post-second vaccinalion), 7 days following challenge, 14
days following challenge, and at necropsy (approximately 3 weeks post-challenge). Serum
from each blood sample was stored at -20°C until evalualed by a M. bovis ELISA kit {Chekit
M. ‘bovis Sero) prepared by Bommeli AG {Hoechst Rousse! Vel Dlagnosucs Llebefeld-Bem
Switzerland). The ELISA plates were read using a Mulliscan reader at a wavelength of 405
nm. Optical density (OD) values were translated 1o a percentage relating to the OD value of
the positive control serum, using the following formula: percentage = (Sample OD-Negative
serum OD)/(positive serum bD-Neative serum. oD) ;1_00. Values lower than 60% were
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considered negative. Sera having percentages beiween 60 and 80% were considered
suspect, while sera showing OD greater than 80% were accepted as positive.

All animals wera nacropsied at approximately 3 weeks following the experimental M.
bovis challenge. Calves were euthanized and all major organs, excluding the central nervous

5 system, were examined grossly.

Lungs were removed and evaluated grossly for characteristic lesions atiributable to a
M. bovis infection. Lesions were sketched on a standard lung diagram. Percent gross
_involvement per aach lung lobe was weighted using the following ratios of individual lung

lobes to tolal lung mass.

Lung Lobe "Percentage of Lung

Left Apical
Right Apical
L(Middle T C
[TohCardme . | ..
[ RightCardiac, . .|. .. -
' . -1 . | Accessory .
LeﬂT)laphrggmatlc
. .. [Right Diaphrggmatic - |
10 .. . ' -, S .
The weighted lung lobe values. were then summed. in order to determine. the
percentage of total lung with gross lesions (Pointon et al, 1892). In addition the following
formula was used to calculate the percent reduction. : .

100 - Mean Percent.Lung Damage of Treatment Group = Per;:enl Reduction
15 Mean Percent Lung Damage of Control Group

Q Bl.a| N | | &} en

In addition, each-lung was lavaged with 50 mi of PBS. Attempts were made to isolate
and determine the Viabje M. bovis counts from the bronchiat lavage fluid. The M. bovis viable
count {CFU/mi) :g\ias- determined by preparing gpprop'riate serial dilutions of bronchial lavage

20 fiuid and plating samples onto an appropriate agar medium. .
EXAMPLE 2

In this example, the efficacy of a M. bovis bacterin was evaluated in young calves.

Twenty-four, healthy crossbred ca_lves. were randomly assigned by age.
Animals were vaccinated with 2 ml of either the vaccine or . placebo, -by the

25 subcutaneous route on day O (left neck) and on day 21 (right neck). The experimental

{reatment groups and vaccines used are shown in.Table 1.
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Table 1.
Experimental Treatment Groups

Treatmaent
Group Experimental Vaccines (2 ml dose) Number of Animals
A M. bovis (5 X 10" CFU) + Amphigen 11
B ~Placebo (PBS + Amphigen) 3
5 Caives were chéllenged as described above at 3 weeks following second vaccination.
Each calf received 10 ml of ‘a fresh ‘M. bovis culture by the infranasal route on three
consecutive days.

A viable count (CFU/mi) of each challenge inoculum was determined within one hour after
the completion of the M. bovis experimental challenge. Results are shown in Table 2.

10
' Table2.  © ° -
] Viable Count {CFU/ml) of Mycoplasma bovis Challenge Inoculum
i Coe .
- Challénge Culture . - CFUImI ,
Day.1 - . 50X 10"
Day 2 1.0X10°
Day3 1.2X10°
15 .= All animais'were weighed-at 1 day prior-to challenje, 7 days following challenge, 14
days. following challenge, and approximately -3 weaks following experimental M. bovis
challenge.. ‘Resulis ' are: summarized in Table 3. ‘Calves .that: were ‘administered the
experimental - M. bovis baclerin (Treatment Group A)- hed increased weight igains when
compared to the placebo vaccinated group (Treatment Group B).

20 .

' : " Table 3. '
Summary of Body Welghts Following Experimental Mycoplasma bovis Challenge

** Mean Body Weight (kg) + Standard Deviation

4 .. .. 1 Weak 2 w«;iks' . IWeeks
Treatment | Prior to' _ Post- __ Post- .. Post- Walght
Group Challenge Challenge Challenge ' Challenge Gain
“A 948 987 1073 1146 19.8
: 129 [ 138 | x138 | 2124 '
B 1040 1068 1058 1130 Y
£156 1147 £141 | 147 '
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Reclal temperatures were measured each morning 1-day prior to chaillenge,
immedietely prior 10 challenge, and for 20 days following experimental M. bovis challenge.
Rasults are summarized in Figure 1. Calves vaccinated with the M. bovis bacterin (Treatment

5 Group A) had lower mean body temperatures on days 4 through 8, days 10 through 18 and
day 20 when compared to the placebo vaccinated animals (Treatment Group B).

M. bovis specific serum antbody responses (IgG) are summarized in Table 4. Serum
samples with mean percentage optical density (bD) values > B0% of the positive control
serum were considered positive for M. bovis. All calves were M. bovis negative prior to

10 vaccination. Calves that received the experimental M. bovis bacterin (Treatment Group A)
were seropositive 1o M. bovis prior to second vaccination and remained seropositive
throughout the study. Animals in Treatment Group B (placebo vaccinated animals) were
seronegative until 2 weeks following the experimental M. bovis challenge.

LI P

15 _ Table 4.
Surnmary of Mycaopiasina bov/s Serimn Antibody {IgG)' = = *~ -
Mean Peicentage of Opticai Density Values to Positive Control Serum’
' - + Standard Deviation ° T i
“Prior to TWesk | 2 Weeks T Weeks
Treatment |  Pre- | Sécond | Prorto |- Post ‘|  Post Post-
Group - | Vaccination | Vaccination | Challenge | Challengs | Challenge | Chailenge
A [T 24 | 202 | W48 | 9426 3925 3854
R B PP [ k2s |7 13 $132
B | ®35 | 714 240 775 Z50.7 32656
't305 | +e48 | 2422 | 2555 797 150.0

20
. All animals were.necropsied-at approximately 3 weeks following the experimental M.
bovis challenge. :Lungs- were removed and evaluated. grossly- for. characterislic. lesions
attributable to a M. bovis infection. Pereent lung damage scores and percent reduction of
iung lesions are summarized in Table 5. Calves that were administered the experimental M.
25  bovis bacterin (Treatment Group A) had a 71.2 percent reduction in lung damage scores
when compared to the placebo vaocipated animals (Treatment Group B). These resulls
demonstrate that.two doses of the experimental .M. bovis bacterin was capable of inducing .

profection in calves following experimental challenge.
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Tabie 5.
Summary of Percent Lung Damage Scores
Mean Weighted Percentage + Standard Deviation

[ Treatment
Group Percent Lung Damage Percent Reduction
-A 1.80+3.04 71.2
B : 6.25+6.73 - —

Each lung was lavaged with 50 ml of PBS. Resulis of the isolation of M. bovis from
bronchial lavage samples approximately twenty- one days following the experimental M. bovis
chailenge are summarized in Table 6. Calves that were administered the experimental M.
bovis bacterin (Treatment Group A) had a reduced incidence and level of viable M. bovis in

10  lung lavage samples when compared to the placebo vaccinated calves (Treatment Group B).

P

" Table 6.
Summary of Mycoplasma bovis Isolations from Lung Lavage Fluid

Treatment Group | -Number of Animals M. bovis Positive | - GFU/mI.
A R TIE | 327 X107
B T C1ai3 . 241X 100

15
In condusion, calves recsiving the expérimental -AMf. bovis bacterin (Treatment Group

A) developed less fung lesions, ‘had reduced:rectal temperatures, increased weight gain, and
ah approximately 4 log reduction in the level of viable M. bovis iisolated from lung lavage
$amples when: compared to the placebo administered: animals (Treatment Group B). The
20 resulis show that:two doses of the M. bovis.bacterin was' capable of inducing a serological

response and protection from a M. bovis e:ipelimental challende.
EXAMPLE3
_— . 3 a-
In this: example, the efficacy of varigus- M. bows baetenns was evaluated in young

25 calves. Flﬂy—elght healthy crossbred calves were.randomly assigned by age.
Animals were vaccmated with. 2 mi of- lhe appropriate vaccine or. plaeebo by the
subcutaneous roule on day 0 (left neck) and on .day 21.(right neck). The experimentai

treatmeqt groups and vaccines used are shown _|n Table 1.
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Table 1.
Experimental Treatment Groups

Treatment Number of
Group Experimental Vaccines (2 ml dose) Animals
A M. bovis (5 X 10° CFU) + Amphigen + Alhydrogel 14
) M. bovis (5 X 10° CFU) + Amphigen + QuiA/Cholesteral - 14
C M. bovis (5 X 10° CFU) + Amphigen 15
D Placebo (PBS) : - 15
5 Calves were challenged as described abov-e at 3 weeks following second vaccination.

Each calf received 12 ml of a fresh M. bovis culture by the intranasal route on three

consecutive days.
A viable count (CFUIml) of each challenge moculum was detsrmined within one hour after

the completion of the M. bovis expenmental challenge Rasults are shown in Table 2.

10 ! . . . . . - . . .. l...
Table 2.
V'able Count (cFUIml) of Mycoplasma bovis Challenge lnoculum
"7+ " [ :Chalienge Culture - | - . - ~CFUImI= .
_ : T - - Daydl. 22X10°
E“ S [T v Day.2 3.2X 107
- Day 3 1.7X10°
1§ ° . .Al animals were weighed at 1 day prior to challenge, 7 daysfollowing challenge,14

days. foflowing challengs, and approximately 3 weeks following experimental M. bovis
challenge. -.Resulls- are- summarized in Table 3. Calves: that- were administered the.
experimental:M. bovis bacterins.(Treatment Groups A, B.-énd C) had Increased weight gains
' when compared 1o the placebo vaccinated group (Treatment Group D).
20
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Table 3.
Summary of Body Weights Following Experimental Mycoplasma bovis Challenge
Mean Body Welght (kg) + Standard Deviation
1 Week 2 Weeks 3 Weeks
Treatment Prior to Post- Post- Post- Welght
Group Challenge Challenge Challenge Challenge Gain
A 79.79 88.00 98.43 103.71 23.92
+1229 +13.86 | 1235 +10.76 +5.99
B 7821 86,93 98.25 10529 37,00
+9.50 +9.90 +8.47 1+9.32 +6.23
c 76.07 86.60 98.00 104.00 2593
+16.78 17141 | +20.92 121.58 +8.80
D - -7683 '|: . 88.60 . 9443 -96.93 - * 18:00
+19.16 +2044 .:..22001: | "120.89
5

Rectal temperatures were measured each -morning 1-day prior fo challenge,
ummodrately prior to challenge, and for 20 days following expenmonisl M. bovis challange.
Results are summarized In Figure 2. Calves administered.two dosos-of the M. bovis vaccines
(T reatment Groups A, B, and C) had lowsr mean body. Iemporatures 'on days 7 through 17

10 when compared o the placebo vacclnaled-nnlmals (Treatment Group D):
. " M. bovis; specific serum'antibody responses{IgG) dre summarized in Table 4. Sorum
samples with mean percentage optical density (OD). values.> 80% of the positive contro]
serum ‘were considered pooltiv'e- for. M- bovis. All calves were M. bovis negative :prior to
vaccination. Calves that received the experimental M. bovis baclerrns (T roatment Groups A,

15 B and - C) werg sergposrlwe to M bows pnor to second vaccrnatlon and romarnod
soroposuive Ihroughout the study. Ammals in Treaiment Group D (plaoebo vaccinated
animals) were seronegative until 3 weeks followmg the expenmental M. bows challenge.
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Summary of Mycoplasma bovis Serum Antibody (IgG})

Mean Percentage of Optical Density Values to Positive Control Serum

+ Standard Deviation

1

5
Prior to 1 Week 2 Weeks 3 Weeks
Treatment Pre- ‘Second Prior to * Post- " ‘Post- Post-
Group Vaccination | Vaccination | Challenge Challenge '} Challenge Challenge
A Negative “2443 ~ 314.7 ~ 1349 1155 1425
+66.0 +10.5 +7.4 +8.0 +8.9
—B Negaiive 562.1 3009 | 1395 1749 1350
+856.9 1336 75 75 +4.1
C Negative 184.5 2922 1411 1189 1404
o--. 808 £837 +91 . +75 +77
0 Negative 369 37:2. T 374 532 |+ 1005
+£70.6 +81.0 7 1278 +394 +99.6
X . All animals were necropsled at approximaely 3 weeks following the experimental M.
+. bovis chalienge. . Lung';s' were removed and evaluated grossly for charecteristic iesions -
" - attributablé to a :M. :bovis infection. Percent lung damage- stores and percent reductioh of
10 -lung lesions are summarized.in Table 5. Calves that were adiinistered the experimental M.
bovis bacterins (Treatmient Groups A, B, and C) had lower percent Iunb damage scores when .
".&ompared ‘to ,the placebo vaccinated ariifals” (Treatment™ Group™ D). -. These’ resuils;
demonsfrate that two doses of the experimental M. bovis bacterins were capable of nducing _
protection in calves follt;wing experimental challenge. .
15 ) —_— . '

20

' _Table 5.

.Summary of Percent Lung Damage Scores

Mean Welghted Percentage i Standard Deviation

]'._—Troqin:lont ]

Group _ P.ell't.:_'e_nt Lung Damage Pel_'c.en_t Reduptic::_l.l
Y o 17z . mE L.

s B. - 1.49+3.23 80.4

~C 3.6126.17 525

~ D 7.60% 15.93 —
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Each lung was lavaged with 50 mi of PBS. Resulis of the isolation of M. bovis from
bronchial lavage samples approximately twenty- one days following the experimental M. bovis
challenge are summarized in Table 6. Calves that were administered the experimental M.
bovis baclerins (Treatment Groups A, B, and C) had a reduced incidence and lavel of viable

5 M. bovis in lung lavage samples when compared to the placebo vaccinated calves (Treatment
Group D).

Table 6.
Summary of Mycopllsml bovrs isolatlons from Lung Lavage Filuld

10

Number of Animals-.

[ Treatment Gr_oup
M. bovis Posltive

CFU/ml

A

5114

193X 10°

1714

42.9

os

T34X10°

15

25

30

.9 o] o

BN FHXI" |

. In concluslon calves reoelvmg lhe axpenmental M. bows bactenns (T raatmont
Groups A B ‘and C) doveloped less lung lesions, had reduced rectal ternperalures. mcreased
werghl gain, and a reduced level of viable M. bovis isolaled from lung lavage samples when
compsred to the placebo administered animals (Treatment Group D). The results show that
two doses of.the. . bovjs. bacterins were capable of inducing a_serological response and
protection from a M. bovrs oxpenmental ohallenge
A R Mys . mS e i

In thls examplo, the efficacy: of various ‘M. bovrs bacterin formulatlons was evaluated
in young oalVes followmg either -a-homologous or ‘heterologous challenge . Eighty-three,
heaithy crossbred calves, were randomly assigned by age. .. .. .

Anrrnals were vaccinated with 2 ml of the approprlate vacc:ne or placebo by the
subcuianeous roule on day 0 (Iaft neck) and on day 21 (nght neck) The expenmental

troatmenl groups and vaccines used are shown in Table 1
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Table 1.
Experimental Treatment Groups

[ Treatment - Number of
Group Experimental Vaccines (2 ml doses) Anlmals
1 Placebo (PBS) 16
2 | M. bovis strain 2300 (5 X 10° CFU) + Amphigen + QuiA/Cholesterol 17
3 M. bovis strain 3625 (5 X 10" CFU) + Amphigen + GPI-0100/Cholesterol 16
4 M. bovis strain 3625 (5 X 10° CFU) + Amphigen + QuilA/Cholesterol 17
5 M. bovis strain 5063 (5 X 10° CFU) + Amphigen + QuilA/Cholesterol 17
5 Calves were challenged as described above at approximately 4 weeks following

second vaccination. Each calf received 12 mi (8 mi per nostril) of a fresh M. bovis strain 5083
culture by the intranasal route on three consocutrve days
A viable count (CFU/ml) of sach challenge lnoculum was determined within one hour after

+ 1 the completion of the M. bovis experimental challenge.
10 . All animals were welghed at 1 day. prior to challenge and approximately 3 weeks

followhg.expanmental_y. bovis challenge. Resulls of the average daily weigh} gains are
summarized in Table 2. Calves that were administered-the :_e_x@me_ntq!; M. bovis bacterins
(Treatment Groups 2, 3, 4, and 5) had increased-average daily weight g_@!r_ts when compare_d .

" - tothe placebo: vaccinated group (Treatment Group-1). - N -

15 -
Table 2 .
Summary of Average Daily Weight Galns
Followmg Experimental Mycoplasma bovis Challenge ’
"* Average Dally Welght Gain (kg) .
20 ' o .
" Treatment Group Aver:ge Dalfly Weight Gain -
A A ' 03
" P 05" '
N ; = - e
a 06 '
5 09

Reclal temperatures were measured each morning immediataly' prior 10
challenge (déy 47) and for 20 days following experimental M. bovis challenge. Results are
summarized in Figure 3. Calves administered two dosés of lhe M. bovis vaccines (Treatment
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Groups 2, 3, 4 and 5) had lower mean body temperalures on days 52 through 67 when
compared to the placebo vaccinated animals (Treatment Group 1).

M. bovis specific serum antibody responses (IgG) are summarized in Table 3. Serum
samples with mean percentage optical densily (OD) values > 0.8080% of the positive control
serum were considered positive for M. bovis. All celves were M. bovis negative prior 1o
vaccination. Calves that recelved the experimental M. bovis baclering (Treatment Groups 2,
3, 4, and 5) showed an antibody response following vaccination. Animals in Treatment Group
1 (placabo vaccinated anlmals) were semnegatwe untll 3 weeks followsng the experimental M.
bows challenge.

Table 3.
Summary of Mycopl/asma bovls Serum Antlbody (IgG)

Moan Porcentage of Optical Denslity Values to Poslitive Contml Serum

20

25

30

wie T e e :I:Slandardbwn‘ﬂon
@ ] Priorto
‘Treatmeént |' = Pre-- -$econd Priorto’ © | '3 Weeks Poit-" |
Group" | Vacciriation { Vaccination *{ 'Challénge | -Challénge
“ 1 ] 70431360 | 28.142 3158 | 5.3325204 | 18387 25132 |
2 277 1047 | 71969£71.35 | 49.76£ 3401 | 2047532932 |
5 74031320 | 9821210230 | 6977£2744 | 296202143 |
& | 83427400 | 67.15£56.70 | G5A3 L4081 | 2054712650 |
5 554 % 10.02 | 6240£72.18 | 68.31 £20.88 | 300.13x22.81 |
Lo All animals -were necropsled at.approximately 3 weeks, following the

experimental M. bovis' challenge. Lungs .were:.removed and "evaluated grossly for
characleristic lesions attributable to a M. bovis infection. Least 3quare meen (LSM) percent
lung; damage’ scores "and ‘percent reduction of lung lesions ‘are summiarized in Table 4.
Calves that-were administered the experimental M. bovis bacterins (Treatment Groups 2, 3, 4,
and:5) had lower LSM.percent lung damage scores when compared.to. the. placebo
vaccinated animals- {Treatment Group 1), ‘These results demonslrale that iwo doses of the
experimental - M. bovis bacterins -were- capable of inducing, protection in calves. following

experimental chailenge. -

Table 4.
Summlry of LSM Percent Lung Damage Scores
Mean Weighted Percentage

.—70(
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[ Treatment
Group LSM Percent Lung Damage Percent Reduction
1 6.5 —
2 0.7 89.23
3 08 86.15
4 28 56.92
5 29 55.38

Each lung was lavaged with 50 ml of PBS. Results of the presence of M. bovis in

bronchial lavage samples. by PCR approximnately twenty- one days following the experimental

M. bovis challenge sre summarized in Table 5. Calves that were edministered the

5 exparimental M. bovis bactering (Treatment Groups 2, 3, 4, and 5) had a reduced incidence
M. bovis in‘lung lavage samples by PCR when compared to the placebo vaccinated calves

(Treatment Group 1).
, Table 5. '
10 ) 8ummary of the Presence of Mycoplasma bov!s by PGR
In Lung Lavaga Fluld
[~ Treatment Group Number of Animals Percent
M. bovis Poslitive Positive
1 ] 14/18 87.5
w2 - . 6T 0 -
.3 412 . 250 !
4 215 118
5 i 1116 - 5.9

15

20

" In_conclusien, calves recelving the experimental M. bovis bacterins (Treatment
Groups 2, 3, 4, and 5) developed less lung lesions, had reduced rectsl temperatures,
increased average dally weight gain, and a reduced incidence of M. bovis in lung lavage
sampies when compared to the placebo admlmstarad animals (Treatmant Group 1). The
results showed that two doses of the M. bovis bacterins were capable of Inducing a
serological response and protection from a M. bovis-experimental challenge. In addition, the
results revealed a vaccine coniaining a sihglé M. bovis strain is capable of pmtectiﬁg calves
following exparimental challenge with a distinctly different sirain.
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CLAIMS

1. A vaccine formulation for immunization of an animal comprising an
immunalogically effective amount of an inactivated, whole or partiat Mycoplasma bovis cell
and a pharmmaceutically acceptable camier.

2. The vaccine formulation according to Claim 1, further comprising an adjuvant.

3. The vaccine formulation of Claim 1, wherein the effective amount of the M.
bovis vaccine contains from about 1x10 to about 5x10" colony forming units (CFU) per dose.

4. The vaccine formulation according to claim 1 wherein the Mycoplasma bovis
vaccina further comprises a viral or bacterial respiratory, enteric, or reproductive pathogen
antigens. .
5. A method of treating or preventing a disease or disorder in en animal caused
by infection with Mycoplasma bovis, comprising administering to the animal, an effective
amount of a Mycoplasma bovis vaccine.

6. The method aooordmg to ctalm 13, wherein the effective amount of the M.
bovfs vacaine oontalna from about 1x10° to about sxi 0"’ colony formlng units (CFU) per dose.

- 7." _ The mathod aooordmg to clalm 13 whersin the ‘amount of said vaccine
admlmslerad is frpm about 0.5t0 about 50ml.

8. The method aooordlng to Claim 13 wheram the amount of sald vaoclna
admlnlsterod Is fmm about 1.5mito about 2.5 ml.

9. The method oooordmg to olalm 27 whoroln about two mlll'hlers of Iho vaoclna
aro admlmstorod t\mce to the calf.

10. A method of preparing a Myooplasmo bovis vaccine oompnsung gromng a
|solato of Myooplasma bovis in culture in a suitable medium; treating tha Mycoplasma bovis
with binary alholonolmlne to mactlvate the Mycoplasma bovls and admlxlng the inactwatad
Myooplaama bov!s with a suttable phannaoautloalty aooeptabla ‘carier.

1. A klt oompnshg in at least one container 8 Mycoplasma bovis bacterin and
an_agljuﬁnt . :

120 A bactarln oompnstng an inactivated Myooplasma bovis |solate in an amount
of about 5::10' oolony formrng umts por dose of bacterin, in a phannaooutlcally acceptable
carrier. . _ .
13. The bacterin according to claim 12, further comprising an adjuvant.
adjuvants

14. Tho method according to claim 13 wherein the effectiva amount of a
Mycoplasma bovis vaocine is administered in & smglo dose.

15. A vaccine fonnulat:on for immunizalion of an anlmal comprising an
lmmunologloally effactive amount of an Inactivated, whole or partlal Myooplasma bovis cell,
QuiIA Amphlgen and cholestanol
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VACUNA DE MYCOPLASMA BOVIS Y METODQ§
PARA REDUCIR 1A NEL!MONfA EN ANIMALES
Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a formulaciones de
vacuna de Mycoplasma bovig y a los métodos para tratar o
prevenir enfermedades o desbSrdenes en animales causados por
infecciones por Mycoplasma bovig. La vacuna de Mycoplasma
bovis puede ser una preparacién de células inactivadas o
vivas modificadas completas o© parciales, una vacuna de
subunidades ¢ una vacuna de 4cido nucleico o ADN. La vacuna
de Mycoplasma bovis administrada de acuerdo con esta
invencién se puede producir de manera sintética o

recombinante.

Antecedentes de la invencién

El Mycoplasma bovis es un patégeno bovino de gran
importancia en ganado vacuno de aptitud cé@rnica y lechera
estabulado o criado intensivamente. La manifestacién clinica
mds frecuente es la neumonia de los ternercs, que a veces se
presenta acompafiada de artritis, también conocida como
sindrome de artritis neuménica. Su papel etiolégico también
se ha relacicnado con mastitis, otitis, enfermedades y
trastornos reproductivos de vacas y toros. La enfermedad
respiratoria inducida por el M. bovipg estd ligada a pérdidas

econbmicas significativas, pues se ha asociado con hasta el




10

15

20

25

2
36% de la mortalidad debida a enfermedades bovinas
respiratorias (BRD). Para reducir la mortalidad, se han
seguido con frecuencia terapias antibiéticas ya que no se
dispone actualmente de vacunas plenamente autorizadas. La
prevencién de la enfermedad por M. bovis también puede
reducir la predisposicién del animal a otras enfermedades
respiratorias. Por consiquiente, seria una vacuna muy valiosa
para la industria ganadera una vacuna para el M. bovis que
sea altamente eficaz y segura para los terneros jévenes.
Sumario de la invencifn

La presente invencién proporciona vacunas de Mycoplasgma
bovis y procedimientos de tratamiento © prevencién de
enfermedades © trastornos causados por la infeccibn con
Mycoplasma bovis administrando al animal una cantidad
efectiva de una vacuna de Myccplasma bovis y un vehiculo
aceptable farmacéuticamente. Las vacunas de la presente
invencién se proporcionan en una cantidad suficiente para
ocbtener o aumentar la respuesta inmune especifica celular o
humoral, primaria y secundaria, al Mycoplasma bovis. En un
aspecto el animal es un ternero. El presente procedimiento
de vacunacién proporciona a los terneros proteccién frente
a la exposicién al M. bovis. Ademds, el presente
procedimiento de vacunacién, que utiliza una vacuna de
Mycoplasma bovis proporciona una inmunocompetencia aumentada

a los terneroes y con ello mayor resistencia a otros patégenos
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BRD, por ejemplo una menor predisposicién a la infeccibén y
enfermedad causadas por, pero sin limitacién, el virus del
herpes bovino tipo 1 (BHV-1), virus de la diarrea virica
bovina (BVDV), virus sincitial respiratorio bovino (BRSV),
virus parainfluenza (PI3), Pasteurella multocida, Haemophilus
somnus, Mycoplasma  mycoides, Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycolasma
dispar, Mycoplasma canis y Manheimia haemolytica. El presente
procedimiento también proporciona vacunas de Mycoplasma bovis
Yy procedimientos para la erradicacién del Mycoplasma bovis
de los rebafios infectados administrando a los animales una
cantidad efectiva de vacuna de Mycoplasma bovis y un vehiculo

aceptable farmacéuticamente.

La vacuna de Mycoplasma bovis administrada de acuerdo
con la presente invencién puede incluir componentes
adicionales, como un coadyuvante y opcionalmente un segundo
o mds antigenos para su uso en una vacuna de combinacién. El
sequndo antigeno se selecciona, pero sin limitacién, entre
virus del herpes bovino tipo 1 (BHV-1), virus de la diarrea
virica bovina (BVDV), virus sincitial respiratorio bovino
(BRSV), virus parainfluenza (PI3), Pasteurella multocida,
Haemophilus somnus, Mycoplasma  mycoides, Mycoplasma
agalactiae, Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovirhinis,

Mycoplasma dispar, Mycoplasma canis y Manheimia haemolytica.
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La invencién también proporciona un procedimiento para

la preparacién de una vacuna de Mycoplasma bovie que

comprende hacer crecer un aislado dge opl ovis en
cultivo en un medio adecuado; tratar el Mycoplasma bovis con

una etelenimina binaria para inactivar el Mycoplasma bovis,
y mezclar el Mycoplasma bovis inactivado con un vehiculo

aceptable farmacéuticamente para formular una bacterina.

La presente invencién proporciona ademds kits que
comprenden Mycoplasma bovis y un coadyuvante y opcionalmente
un antigeno seleccionado de entre los siguientes, pero sin
limitacién, virus del herpes bovino tipo 1 (BHV-1), virus de
la diarrea virica bovina (BVDV}, virus sincitial respiratorio
bovino (BRSV), virus parainfluenza (PI3), Pasteurella
multocida, Haemophilus somnus, Mycoplasma  mycoides,
Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma californicum, Mycoplasma
bovirhinis, Mycoplasma dispar, Mycoplasma canis y Manheimia

haemolytica.

Breve descripcibén de lag figuras

La Figura 1 es un grifico que muestra la temperatura
corporal media por grupos inmediatamente antes y después de
la exposicién al Mycoplasma bovis experimental. Los terneros
vacunados con dos dosis de bacterina de Mycoplasma bovis

(Grupo A) tenfan una temperatura corporal media
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significativamente menor los dias 4 - 8, los dias 10 - 18 y
el dia 20 en comparacién con los animales vacunados con

placebo (Grupo B)

La Figura 2 es un grafico que muestra la temperatura
corporal media por grupos inmediatamente antes y después de
la exposicién experimental al Mycoplasma bovis. Los terneros
vacunados con dos dosis de bacterina de Mycoplasma bovis
(Grupocs A, B y C) tenfan una temperatura corporal media
seignificativamente inferior loe dfas 7 - 17 en comparacién

con los animales vacunados con placebo (Grupo D).

La Figura 3 es un grifico que muestra la temperatura
corporal media por grupos inmediatamente antes y después de
la exposicién experimental al Mycoplasma bovis. Los terneros
vacunados con dos dosis de bacterina de Mycoplaema bovis
{(Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5) tenian temperaturas
corporales medias significativamente inferiores los difas 5 -
20 en comparacién con los animales vacunados con placebo

(Grupo de tratamiento 1).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién comprende una vacuna y un procedimiento

para el tratamiento o prevencién de enfermedades o trastornos
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en animales causados por la infeccidén con Mycoplasma bovis,
que comprende administrar al animal una cantidad efectiva de
una vacuna de Mycoplasma bovis inactivado y un vehiculo
aceptable farmacéuticamente. La invencién comprende
procedimientos para la preparacién de vacunas de Mycoplasma

bovis y kits de vacuna de Mycoplasma bovig. Ejemplos de cepas

de Mycoplasma bovis son la ATCC 25025 (Depositada por R. G.
Wittler el 8 de octubre de 1968), la 25523 (Depositada por
R. G. Wittler el 22 de octubre de 1969) y la 27368
(Depositada por R. G. Wittler el 5 de julio de 1972),
depbsitos que se hicieron en the American Type Culture
Collection, 1801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-
2209. En una realizacién preferida, el aislado de Mycoplasma
bovis de la bacterina comprende una o més de las siguientes

cepas: 2300, 3625, 16150, 20518 o 5063.

La presente invencifn contempla que cualquier aislado
de Mycoplasma bovis inactivado se puede formular en una
bacterina efectiva. En una realizacién preferida, 1los
aislados de Mycoplasma bovigs inactivados con etilenimina
binaria (BEI) se pueden formular en una bacterina efectiva.
De acuerdo con el Tratado de Budapest sobre el reconocimiento
internacional de los depésitos de microorganismos con fines
relacionados con los procedimientos de patente, se hizo un

depéaito de un aislamiento de Mycoplasma bovis, cepas 2300,
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3625, 16150, 20518 o 5063 y se designaron como cepas PTA-
3558, -3559, -3560, -3561 y -3685, respectivamente.

En ciertas realizaciones, las vacunas utilizadasa en el
procedimiento de 1la presente invencién comprenden una
preparacién de células, completa o parcial, inactivadas de
M. bovig (bacterina) o una vacuna de células vivas
modificadas y un vehiculo aceptable farmacéuticamente, o una
preparacién de células totales o parciales inactivadas de M.
bovia (bacterina) o una vacuna de células vivas modificadas
y un coadyuvante.

Para claridad de la descripcién, y no como medio de
limitacién, la descripcién detallada de la invencién se
divide en las siguientes subsecciones <que describen o
ilustran ciertos aspectos, realizaciones o aplicaciones de

la invencién.

DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

La abreviatura M que precede al nombre de una especie,
ge refiere al género Mycoplasma.

El término "tratamiento o prevencién" respecto de la
infeccién por Mycoplasma bovig como se utiliza en el presente
documento significa inhibir la replicacién de la bacteria
Mycoplasma bovis, inhibir la propagacifén o la transmisién de
Mycoplasma bovig, o evitar que el Mycoplasma bovis se

establezca en el hospedador y aliviar los sintomas de las
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enfermedades o trastornos causados por la infecciém con
Mycoplsma bovis o acelerar la eliminacién del Mycoplasma
bovis en el animal. El tratamiento se considera terapéutico
ei hay una reduccién en la carga bacteriana, un descenso de
infecciones pulmonares en las 1lesiones pulmonares, una
reduccién de la temperatura rectal y/o aumento de la ganancia
de pesc y/o del crecimiento. El procedimiento de la presente
invencién es, por ejemplo, efectivo en la prevencién o
reduccién de la neumonia, de las infecciones respiratorias
Y lesiones pulmonares, en la reduccién del nivel de M. bovis
en el pulmén, reduccién de la temperatura y aumento de la
ganancia de peso en los animales y especialmente en el ganado
vacuno.

El término "vacuna de M. bovis" como se utiliza en el
presente documento se refiere a una vacuna Gtil en 1la
prevencién o tratamiento de trastornos o enfermedades
causados por la infeccién con Mycoplasma bovis. La vacuna de
Mycoplasma bovis puede contener cualquier vacuna efectiva en
el tratamiento o prevencién de infecciones en el ganado
vacuno por M. bovig virulento. La vacuna de M. bovis que se
puede utilizar en la presente invencidn puede incluir, por
ejemplo, una preparacidén de células de M. bovis completas o
parciales, vacunas vivas inactivadas o modificadas, una
vacuna de subunidades que tenga uno o méis polipéptidos o

proteinas derivadas de M. bovis, o fragmentoe inmunogénicos
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de dichas proteinas o polipéptidos, o uno o mids genes de M.
bovis © &cidos nucleicos que codifican para uno o més
polipéptidos o protefinas derivados de M., bovis, o fragmentos
inmunogénicos de los mismos, y cuyos genes o dcidos nucleicos
son capaces de expresarse in vivo en el ganado. Los
polipéptidos, proteinas, fragmentos inmunogénicos de dichos
polipéptidos o proteinas de M. bovis, o los genes o &cidos
nucleicos de M, bovis se pueden sintetizar o producir de
manera recombinante utilizando técnicas conocidas en esata
técnica. Preferiblemente, la vacuna de M. bovis utilizada en
el procedimiento de la presente invenciédn es una bacterina.

El términc fragmento inmunogénico como se utiliza en
este documento, se refiere a un fragmento de una proteina
de M. bovis que es capaz de inducir una respuesta inmune en
un animal hospedador. La respuesta inmune puede comprender,
sin limitacién, la induccién de inmunidad celular y/o
humoral.

El término "animal" como se utiliza aqui se refiere a
todo animal no humano, incluidos los mamiferos.

El término "ganado" como se emplea aqui se refiere a
animales bévidos incluidos, sin limitacién, bueyes, toros,
vacas y terneros. Preferiblemente, el procedimiento de la
presente invencién se aplica a animales que son mamiferos no
humanos; més preferiblemente, terneros.

El término "bacterina" como se usa aqui, se refiere a
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una preparacién de células de M. bovis, completas o
parciales, inactivadas adecuada para su uso como vacuna.

El término "cantidad efectiva inmunolégicamente" se
refiere a una cantidad de vacuna de M, bovis suficiente para
inducir una respueata inmune en el sujeto al que se 1le
suministra. La respuesta inmune puede comprender, si
limitacién, la inducecién de inmunidad celular y/o humoral.
Una cantidad efectiva de vacuna de M, bovis significa, por
ejemplo, que la bacterina evita o reduce la gravedad de la
neumonia por micoplasmas.

El término "coadyuvante" como se usa aqui, es un
potenciador de la respuesta inmune.

El término "vehiculo aceptable farmacéuticamente" se
refiere a un medio vehiculo, que no interfiere con 1la
efectividad de la actividad biolégica del ingrediente activo,
que es quimicamente inerte y no es téxico para el sujeto al

que se administra.

Vacunas inactivadas lulas parcial totales vivas
modificadas

La invencién proporciona una vacuna de Mycoplasma bovis

y un procedimiento para la preparacién de vacuna de

Mycoplagsma bovis que comprende hacer crecer un aislado de

Mycoplasma bovis en cultivo en un medio adecuado; tratar el

Mycoplasma bovis con una etilelenimina binaria para inactivar
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el Mycoplasma bovis y combinar el Mycoplasma bovig inactivado
con un vehiculo aceptable farmacéuticamente para formular una
bacterina. En una realizacién el Mycoplasma bovis se aisla
de tejidos pulmonar. En otra realizacién el Mycoplasma bovis
se aisla de tejido de ganglio linf&tico. En la técnica se
conocen bien diversos vehiculos como los citados entre los
que se incluyen agua destilada o desionizada, solucién salina
o aceite mineral. Ademis de 1los aislados bacterianos
inactivados, un producto de bacterina también puede incluir
una cantidad adecuada de uno o mas de los coadyuvantes
utilizados cominmente. Los coadyuvantes adecuados pueden
incluir, pero sin limitacifén: geles minerales, por ejemplo
hidréxido de aluminio, sustancias activas superficialmente
como la lisolecitina; glicbésidos, como por ejemplo saponina
y derivados de saponina, tales como Quil A o GPI-0100;
tensiocactivos catidnicos, por ejemplo DDA (halogenuros de
amonfiaco hidrocarburo cuaternario, poliolea plurénicos;
polianiones e iones poliatémicos; &cidos poliacrilicos,
polimeros de bloque no ibénicos, como Pluronic F-127
(B.A.S.F., EEUU); Avridina y Rantidina; péptidos; toxinas
libiles mutantes recombinantes, como la leucotoxina (LT) o
la toxina del cblera (CT); transportadores moleculares de
enlace quimico o de estrecha proximidad; aceites minerales,
como Montanide ISA-50 (Seppic, Paris, Francia), carbopol,

Anphigen (Hydronics EEUU), Omaha, NE, EEUU, Alhydrogel,
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(Superfos Biosector, Frederikssund, Dinamarca) emulsiones de
aceite, por ejemplo una emulsién de aceite mineral como
BayolF/Arlacel A y agua, o una emulsién de aceite vegetal,
agua y un emulsionante como la lecitina; alumbre, citoquinas,
colesterol y combinaciones de coadyuvantes. Los iones
poliatémicos también pueden funcionar como dispersantes,
agentes espesantes y antiaglutinantes que permiten que la
vacuna se resuspenda como una suspensién monodispersa después
de un periodo prolongado de reposo. Las combinaciones
coadyuvantes se pueden presentar en forma acuosa encapsulada
a liberacién controlada o en forma microencapsulada. También
se puede incorporar el inmunégenoc en liposomas, o conjugado
con polisacdridos y/o otros polimeros para Bu uso en la
formulacién de vacunaa. Otras sustancias gque =se pueden
incluir en un producto de bacterina para su uso en los
presentes procedimientos incluyen, por ejemplo, uno o mis
conservantes como la sal disb6dica o tetrasb6dica del &cido
etilendiaminotetracético (EDTA), mertiolato y similares. Las
vacunas se formulan como dosificacién liquida o se presentan
como dosificacién 86lida en un diluyente aceptable
farmacéuticamente antes de su uso. Los procedimientos para
la preparacién de los componentes solubles o
microparticulados incluyen, sin limitacién, la coacervacién,
congelacién, secado por pulverizacién, dispersién por

burbujeo, precipitacién, solvatacién/encapsulacién

G
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supercritica y liofilizacién. En una realizacién preferida,
en la formulacién de la bacterina se utiliza el aislamiento
de Mycoplasma bovig designado como 2300. En otra realizacién
preferida, en la formulacién de la bacterina se utiliza la
combinacién coadyuvante de Quil A, Anphigen y colesterol.

Las ceondiciones precisas en las que se hace crecer el
aislado pueden variar mucho dependiendo de la composicién
precisa del medio y del aislado especifico a crecer. Sin
embargo, €l aislado se hace crecer tipicamente de unas 24
horas a unas 72 horas, medidas desde el momento de la
incubacién hasta el momento de la recoleccién. El aislado de
Mycoplagma bovigs virulento asi crecido se trata después con
una etilenimina binaria (BEI) para inactivar el Mycoplasma
bovig como se describe en la Patente de Estados Unidos N°.
5.565,205, o se inactiva con formalina, glutaraldeido, calor,
irradiacién, BPL u otros inactivantes conocidos en la
técnica. Por ejemplo, cuando el aislado se trata con BEI, el
cultivo del aislado puede estar en contacto con BEI a una
concentracién de aproximadamente 2 a aproximadamente 10 mM.
El cultivo se incuba después en condiciones efectivas para
inactivar el Mycoplasma bovisg, por ejemplo, durante 24 horas
por lo menos y a unos 37° C. El cultivo de BEI se neutraliza
después afiadiendo tiosulfato de sodio a una concentracién
neutralizante efectiva, por ejemplo, 2 a 10 mM.

El Mycoplasma bovis inactivado resultante se puede



10

15

20

25

14
concentrar. En la técnica se conocen varios procedimientos
para concentrar dichos organismos. Por ejemplo, los
organismos se pueden concentrar por centrifugacién, por

ejemplo, ultracentrifugacién, o por filtracién, por ejemplo,

ultrafiltracién.
El Mycoplasma bovis concentrado inactivado resultante

se recupera después utilizando procedimientos bien conocidos
en la técnica. Finalmente, el Mycoplasma bovis concentrado,
inactivado resultante asi recuperado se combina con un
vehiculo aceptable farmacéuticamente adecuado para la
formulacién de la bacterina. La bacterina también se puede
producir por cualquiera de las diferentes modificaciones al
procedimiento precedente, que son bien conocidas por los
expertos en esta técnica.

Los aislados de M. bovig también se pueden obtener
directamente de las lesiones pulmonares del ganado infectado
usando técnicas conocidas.

Los aislados de M. bovig también se pueden obtener
directamente de tejido de los n6dulos linfiticos del ganado
infectado utilizando técnicas conocidas. La presente
invencién también contempla la preparacién de vacunas de
M.bovis vivos modificados, tales como por atenuacién de las
cepas virulentas por pase en cultivo, una técnica que es
conocida en la técnica.

Las preparaciones adecuadas de las vacunas de la
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presente invencién incluyen inyectables, tanto de socluciones
liquidas como de suspensiones; también se pueden preparar
formas s6lidas adecuadas para la disolucién o suspensién en
liquido antes de su inyeccién. La preparacién también se
puede emulsionar.

Los aislados de Mycoplasma bovis inactivados también se
pueden combinar con las siguientes bacterias y virus,
incluyendo, pero sin limitacién, el virus del herpes bovino

tipo 1 (BHV-1, virus de la diarrea virica bovina (BVDV),

virus sincitial respiratorio bovino (BRSV), Virus
parainfluenza (PI3), Pasteurella multocida, Haemophilus
somnus, Mycoplasma mycoides, Mycoplasma agalactiae,

Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma

dispar, Mycoplasma canis y Manheimia haemolytica.

Vacunas de subunidades

El procedimiento de la presente invencién se puede
llevar a cabo empleando vacunas de subunidades que contienen
proteinas y polipéptidos inmunogénicos de Mycoplisma bovis
purificados, y fragmentos inmunogénicos de dichas proteinas
y polipéptidos. Dichas proteinas y polipéptidos se pueden
preparar utilizando técnicas conocidas en la técnica, por
ejemplo extractos preparados utilizando agentee de superficie

activa, o térmicos, quimicos y extractos mecénicos. Ademés,
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se pueden utilizar procedimientos conocidos por los expertos
en la técnica para determinar la pureza de la protefina o su
homogeneidad, tales como electroforesis en gel de
poliacrilamida, seguida de vipualizacién de una Gnica banda
de polipéptido en un gel tefiido. Se puede determinar con
mayor resolucién empleando HPLC u otros procedimientos
similares bien conocidos en la técnica.

En una realizacién especifica, la vacuna empleada en la
presente invencién comprende al menos una proteina de M.
bovipg, tal como, pero sin limitacién, P13, P18, P21, P25-26,
P33-34, P39-40, P45-46, P50, PS54-58, P77, P82, P87-89, P97
Y P175.

En otras realizaciones la vacuna de subunidades de la
presente invencién comprende al menos otra molécula
inmunogénica o antigénica mis, la cual no es una proteina de
M. bovig, polipéptido o fragmento inmunogénico de los mismos
y es preferiblemente un antigeno bacteriano o viral. En una
realizacién preferida el antigeno es el virus del herpes
bovino tipo 1 (BHV-1), virus de la diarrea viral bovina
(BVDV), virus sincitial respiratorio bovino (BRSV), virus
parainfluenza (PI3), Pasteurella multocida, Haemophilus
somnus, Mycoplasma mycoides, Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma
dispar, Mycoplasma canis o Manhemia haemolitica. Dicha

composicién es beneficiosa como vacuna de combinacibén. Las
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vacunas de subunidades y las vacunas de combinacién de la
presente invencién se pueden emplear en los procedimientos
de la presente invencién para tratar o prevenir enfermedades
o trastornos causados por la infeccién por M. bovis.

En otra realizacién especifica, los fragmentos
inmunogénicos de dichas proteinas o polipéptidos tienen una
secuencia que comprende al menos 10, al menos 20, al menos
30, al menos 40, al menocs 50 o al menos 100 aminocécidos
contiguos de las proteinas y polipéptidos inmunogénicos
utilizados en el procedimiento de la presente invencién
incluyendo, pero sin limitacién, P13, P18, P21, P25-26, P33-
34, P39-40, P45-46, P50, P54-58, P77, P82, P87-89, P97 Y
P175.

Ademfs, las proteinas de M. bovis para uso en vacunas
son sustancialmente puras u homogéneas. El procedimiento de
la presente invencién utiliza proteinas o polipéptidos que
estdn purificades tipicamente a partir de células
hospedadoras que expresan secuencias de nucleétidos
recombinantes que codifican estas proteinas. La mencionada
purificacién de proteinas se puede llevar a cabo mediante
diversos procedimientos bien conocidos en la técnica. Véanse
por ejemplo las técnicas deacritas en "Methode in Enzymology"
1990, Academic Press, Inc.,, San Diego. "Protein Purification:
Priciples and Practice", 1992, Springer-Verlag, Nueva York.

Los polipéptidos y protefinas purificados de M. bovis y
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los fragmentos inmunogénicos de los mismos también se pueden
preparar utilizando procedimientos de sintesis conocidos.

Los polipéptidos y proteinas de M., bovis y 1los
fragmentos inmunogénicos de los mismos también se pueden
expresar y liberar utilizando vectores bacterianoe y viricos
vivos recombinantes tales como adenovirus o Salmonella. Los
vectoree actuales también son conocidos y estdn fécilmente
disponibles en la técnica o se pueden construir por expertos

en la técnica utilizando una metodologia bien conocida.

Vacunas de genes y &cidos nucleicos

El procedimiento de la presente invencién se puede
llevar a la préactica utilizando genes o &cidos nucleicos de
M. bovis que codifiquen proteinas inmunogénicas, polipéptidos
y fragmentos inmunogénicos de dichas proteinas o
polipéptidos. Dichos genes y d&cidos nucleicos se pueden
expresar in vivo y se pueden preparar utilizando técnicas
conocidas en esta técnica.

En una realizacién especifica, la vacuna utilizada en
la presente invencién comprende al menos un gen o &cido
nucleico que codifica una proteina de M. bovig tal como, pero
s8in limitacién, P13, P18, P21, P25-26, P33-34, P39-40, P45-
46, P50, P54-58, P77, P82, P87-89, P97 Y Pl75.

BEn otra realizacién especifica, los genes o @&cidos

nucleicos utilizados en el procedimiento de la presente
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invencién codifican fragme;mos inmunogénicos de las proteinas
0 polipéptidos de M., bovis y tienen una secuencia que
comprende al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40,
al menos 50 o al menos 100 aminodcidos contiguos de las
proteinas y polipéptidos inmunogénicos utilizados en el
procedimiento de la presente invencién, incluyendo, pero sin
limitacién, P13, P18, P21, P25-26, P33-34, P39-40, P45-46,
P50, P54-58, P77, P82, P87-89, P97 Y P175.

En otras realizaciones del procedimiento de la presente
invencién, los genes o© &cidos nucleicos utilizados se
administran por procedimientos conocidos, tales como, por
ejemplo, por el uso de una pistola génica u otros
dispositivos de administracidén Bin aguja.

En otras realizaciones del procedimiento de la presente
invencién, los genes o &cidos nucleicos utilizados son
vacunas de ADN. Ademis, el acido nucleico o genes pueden
estar presentes asociados a liposomas u otros agentes que
favorezcan la transfeccién, como se conoce en la técnica.

Los procedimientos para la preparacién y liberacién de
vacunas de ADN son conocidos en la técnica. Véase por
ejemplo, Krishnan, B. R., "Current Status of DNA Vaccines in
Veterinary Medicine", Advanced Drug Delivery Reviews,

Elsevier Science (2000).

Dosificacién, modos de administracién y tratamiento
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De acuerdo con la presente invencién, al menos una dosis
de una cantidad efectiva de wuna vacuna de M. _bovig
administrada a un animal y preferiblemente a un ternero de
aproximadamente una a diez semanas de edad proporciona una
inmunidad efectiva frente a una exposeicién posterior al M.
bovis. Preferiblemente, la vacuna de M. bovig se administra
socbre los 7 a 28 dias y otra vez sobre loa 28 a 48 dfas de
edad. La cantidad efectiva de una bacterina de M. bovis
contiene aproximadamente entre 1x10° y aproximadamente 5x10%
unidades formadoras colonia (UFC) por dosis. Preferiblemente,
una bacterina de M. bovig que proporciona inmunidad efectiva
contiene aproximadamente entre 1x10' y aproximadamente 5x10'°
UFC/dosis y m&e preferiblemente,aproximadamente entre 5x10°
y aproximadamente 5x10'® UFC/dosis.

De acuerdo con la presente invencién, la cantidad
efectiva de bacterina de M.bovis para su administracién es
de unos 0,5 a unos 5,0 ml, preferiblemente unos 1,5 a unos

2,5 ml, y mis preferiblemente, unos 2 ml.

La cantidad de vacuna de M. bovis que es una vacuna de
subunidades que comprende una o mis proteinas o polipéptidos
o fragmentoa inmunogénicos de dichas proteinas o polipéptidos
efectivos en el procedimiento de la presente invencién es de
uncs 0,01 microgramos a unos 200 microgramos.

La cantidad de vacuna de M. bovis que es una vacuna que
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comprende uno o méde genes o 4cidos nucleicos preferiblemente
ADN de M. bovis que codifican proteinas o polipéptidos
inmunogénicos o fragmentos inmunogénicos de dichas proteinas
o polipéptidos efectivos en el procedimiento de la presente
invencién es de aproximadamente 0,1 microgramos a
aproximadamente 200 mg. De acuerdo con la presente invencién,
la administracién se puede conseguir por las vias conocidas,
incluyendo la via oral, intranasal, tépica, mucosa,
transdérmica Y parenteral (p.e., intravenosa,
intraperitoneal, intradérmica, subcuténea o intramuscular).
La administracién también se puede conseguir utilizando
dispositivos de administracién sin aguja. La administracién
se puede hacer utilizando una combinacién de vias, p.e, la
primera administracién utilizando una via parenteral y las
administraciones siguientes utilizando una via mucosa. Una
via de administracién preferida es la subcutinea o 1la

administracién intramuscular.

La presente invencifn también contempla un procedimiento
de vacunacién de dosis (Gnica, que elimina la necesidad de
administrar dosis adicionales a los terneros con el fin de
generar y/o mantener la inmunidad contra el M. bovis.

De acuerdo con la presente invencién, la administracién
de una cantidad efectiva de una bacterina de M, bovis

administrada a ternerocs de aproximadamente tres y seis
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semanas de edad proporciona una inmunidad efectiva contra las
infecciones respiratorias, incluida la neumonia, reduce las
lesiones de pulmén, reduce el nivel de M. bovis en el pulmén,
reduce la temperatura y aumenta la ganancia de peso.

La presente invencién proporciona un procedimiento para

inmunizar terneros frente a las infecciones por M. bovis que
comprende la administracién a los terneros de al menos una
dosis, y preferiblemente dos dosis de la bacterina de tal
manera que los terneros se inmunizan frente a la infeccién
por M. bovig.
En un realizacién preferida la bacterina se administra por
via subcutdnea. Ademis, se prefiere que la dosis de bacterina
contenga unos 2 ml de bacterina, conteniendo cada ml unas
2,5x10° unidades formadoras de colonia de Mycoplagma bovis
formando ceclonia. la bacterina se administra de forma
deseable al ternero dos veces; una vez a las tres semanas
aproximadamente y una vez a las seis semanas aproximadamente,
después del nacimiento del ternero.

La presente invencién también contempla que la
administracién de una cantidad efectiva de bacterina de
Mycoplasma bovis se administre a animales, y preferiblemente
a ganado vacuno para el tratamiento o prevencién de
trastornos que incluyen neumonia, artritis, mastitis, otitis

y trastornos reproductivos en dichos animales.



190

15

20

25

23
KIT8 DE VACUNA

La invencién también proporciona un kit farmacéutico que
comprende uno o mids envases que comprenden uno o mis de los
ingredientes de 1las formulaciones de 1la wvacuna de la
invencién. Con ello la presente invencién properciona un
procedimiento de inmunizacién del animal, o de tratamiento
o de prevencién, de varias enfermedades y trastornos en el
animal, que comprende la administracién al animal de una
dosis inmunizadora efectiva de una vacuna de la presente
invencién. En una realizacién preferida el kit comprende en
un envase un aislado de Mycoplasma bovig inactivado y un
coadyuvante seleccionado de Quil A o GPI-0100, DDA, saponina,
colesterol, gel de aluminio, carbopol, Amphigen, Alhydrogel,
aceite en agua, agua en aceite, citoguinas o combinaciones
de los coadyuvantes. En otra realizacibén, el kit de 1la
presente invencién comprende opcionalmente, en el mismo
envase o en un segundo envase, antigenos seleccionados de los
siguientes, incluyendo pero sin limitacibén virus del herpes
bovino tipo 1 (BEV-1), virus de la diarrea viral bovina
(BVDV), wvirus sincitial respiratorio bovino (BRSV), virus
parainfluenza (PI3), Pasteurella multocida, Haemophilus
somnus, Mycoplasma  mycoides, Mycoplasma agalactiae,
Mycoplasma californicum, Mycoplasma bovirhinis, Mycoplasma

dispar, Mycoplasma canis o Manheimia haemolytica.
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EMP. TADO

Las composiciones de vacuna se pueden presentar, si se
desea, en un paquete o en un dispositivo dispensador, que
puede contener una o mds formas de dosificacién unitaria que
contienen el ingrediente activo. El paquete puede comprender,
por ejemplo, l&mina de metal o de pléastico, tal como un
paquete tipo blister. El paguete o el dispositivo dispensador
puede ir acompafilado de 1las instrucciones para la
administracién. También se pueden preparar composiciones que
comprenden un compuesto de la invencién formulado en un
vehiculo aceptable farmacéuticamente, colocado en un
contenedor adecuado y etiquetado para el tratamiento de un
estado indicado.

La presente invencién se ilustra adem&s por los

siguientes ejemplos.

EJEMPLO 1
MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS
Animales
Se obtuvieron para su vacunacidén ternerose de leche
cruzados sanos de catorce dias de edad aproximadamente. Los
terneros se adaptaron al ambiente siete dias antes de la
iniciacién del estudio. Todos los terneros recibieron una

dieta diaria no medicamentada concentrada, 1libre de
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cualquiera de los contaminantes conocidos o© pesticidas y

tuvieron acceso libre al agua.

Vacunas

Las bacterinas contenfan células completas de la
bacteria M.bovis inactivadas con BEI a una concentracién por
dosis adecuada. Ademids, cada preparacién de vacuna contenia
solucibén salina tamponada con fosfato (PBS) y un coadyuvante
adecuado. El placebo contenia PBS o PBS con un coadyuvante

de aceite en agqua.

Procedimiento de axposicién

Cada ternero recibié 10 o 12 ml de un cultivo de M.bovis

fresco (aproximadamente entre 1 x 10® y 1 x 10“ unidades
formadoras de colonia (UFC/ml) por via intranasal en tres
dias consecutivos. Poco después de la terminacién de cada
exposicién o experimental se hizo un recuento de viables

(UFC/ml) del inéculo de exposicién.

Procedimiento experimental

Cada ternero se identificé con un nGmero tGnico en el

. crotal de la oreja. Los animales se asignaron al azar por

edad a rediles y grupos de tratamiento.
Los animales se vacunaron con 2 ml de la vacuna adecuada

o placebo por wvia subcutdnea el dia 0 (lado izquierdo del
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cuello) y el dia 21 (lado derecho del cuello).

Todos los animales fueron pesados un dlia antes de la
exposicifén, a los 7 dias después de la exposicibn, a los 14
dias después de la exposicién y, aproximadamente, a las 3
semanas después de la expoeicibn.

Se midieron las temperaturas rectales cada maiflana 1 dia
antes de la exposicién, inmediatamente antes de la exposicién
y durante los 20 dias después de la exposicién.

Se recogié una muestra de sangre de cada ternero de la
vena yugular. Se extrajo sangre a los terneros
aproximadamente 1 dfa antes de la primera vacunacién, 1 dia
antes de la segunda vacunacién, 1 dia antes de la exposicidn
(aproximadamente 3 semanas después de la segunda vacunacidn),
7 dias después de la exposicién, 14 dias después de la
exposicién y en la necropsia (aproximadamente 3 semanas
después de la exposicién). Se almacend suero de cada muestra
de sangre a -20° C hasta que se evalué mediante un kit ELISA
de M. bovis (Chekit M. bovis Seroc) preparado por Bommeli AG
(Hoechst Roussel Vet Diagnostics, Liebefeld-Bern, Suiza). Las
placas de ELISA se leyeron utilizando un lector Multiscan a
una longitud de onda de 405 nm. Los valores de densidad
6ptica (DO) se trasladaron a un porcentaje relativo al valor
de DO del suero de control positivo, utilizando la siguiente
férmula: porcentaje = (DO de la muestra-DO del suero

negativo) / (DO del suero positivo-DO del suerc negativo)* 100.
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Los valores inferiores al 60% se coneideraron negativos. Los
sueros con porcentajes entre 60 y 80% se consideraron
sospechosos, mientras gque los sueros con una DO mayor que el
B0% se aceptaron como positivos.

Todos los animales 8 sometieron a la necropsia
aproximadamente a las 3 semanas de la exposicién experimental
al M. bovis. Los terneros fueron sacrificados y todos los
6rganos principales, excepto el sistema nervioso central, se
examinaron macroacdpicamente.

Se extrajeron los pulmones Y se evaluaron
macroascSpicamente las lesiones caracteristicas atribuibles
a la infeccién por M. bovis. Las lesiones se representaron
en un diagrama de pulmén estdndar. El porcentaje brutc de
afectacién por cada l6bulo pulmonar se pesd utilizando las
siguientes proporciones entre los l6bulos individuales y la

masa pulmonar total.

Lébulo pulmonar Porcentaje del pulmén

Apical izquierdo 5

Apical derecho 6

Medio

Cardiaco izquierdo

Cardiaco derecho

Accesorio

Diafragmitico izquierdo 32
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Diafragmético derecho 35

Los valores de los 16bulos pulmonares pesados se sumaron
después con el fin de determinar el porcentaje de peso
pulmonar total con lesiones macroac6picas (Pointon et al.,
1992). Ademds se utilizd la siguiente f6rmula para calcular
el porcentaje de reduccién
100 - (parcentsje medio de pulmin dafado del grupo de tratsmiento)/(porceniaje media de pulmin defiasdn del grups de control)= porceztsje de
reduceién

Adem&as, cada pulmén se lavd con 50 ml de PBS. Se intentéb
aislar y determinar el recuento de M. bovis viables a partir
del fluido del lavado bronquial. Se determiné el recuento de
viables (UFC/ml) de M. bovis preparando series de
disoluciones del fluido del lavado bronquial y disponiendo
las muestras en placas en un medio de agar adecuado.

EJEMPLO 2

En este ejemplo se evalud en terneros j6venes la
eficacia de la bacterina de M. bovis. Se asignaron al azar
por edad 24 terneros cruzados sanos.

Los animales fueron vacunados con 2 ml de vacuna o de
placebo por via subcutdnea el dia 0 (lado izquierdo del
cuello) y el dia 21 (lado derecho del cuello). Loas grupos de
tratamiento experimental y las vacunas utilizadas se muestran

en la tabla 1.
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Tabla 1

Grupos de tratamiento experimental

Grupo de Vacunas
tratamiento axperimentales

(dosis de 2 ml)

M.bovis (5x10' UFC) + Amphigen

Placebo (PHS + Amphigen)

Ios ternerce fueron expuestos como 8se describib
anteriormente después de 3 semanas de la segunda vacunacién.
Cada ternero recibidé 10 ml de un cultivo fresco de M.bovis
por via intranasal en tres dias consecutivos.

Se determiné un recuento de viables (UFC/ml) de cada
in6culo de exposicién una hora después de terminar la
exposicidn experimental al M. bovig. Los resultados se
muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Recuento de viables (UFC/ml) del inéculo de exposicidn a

Mycoplasma bovig

Cultivo de la exposicidn

Dia 1

Dia 2

Dia 3
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Todos los animales fueron pesados el dfia 1 antes de la
exposicién, 7 dias después de la exposicién, 14 dias después
de la exposicién y aproximadamente 3 semanas despuéa de la
expoeicién experimental al M. bovis. Los resultados se
5 resumen en la Tabla 3. Los terneros a los gue se administré
la bacterina de M. bovis experimental (Grupo de tratamiento
A) habfan incrementado las ganancias de peso en comparacién

con el grupo vacunado con placebo (Grupo de tratamiento B)

Tabla 3

10 Resumen de pesos corporales después de la exposicién

experimental al Mycoplasma bovig
Peso corporal medio (Kg): desviacién esténdar

15

Cada mafiana se midieron las temperaturas rectales 1 dia
antes de la exposicién, inmediatamente antes de la exposicibn

20 y 20 dias después de la exposicién experimental al M. bovis.
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Los resultados se resumen en la Figura 1. Loa terneros
vacunados con bacterina de M.bovis (Grupo de tratamiento A)
tuvieron menores temperaturas corporales medias en los dias
4 al 8, los dias 10 al 18 y el dia 20 en comparacién con los
animales vacunados con placebo (Grupo de tratamiento B).

Las respuestas de anticuerpos séricos especificos de M.
bovis (IgG) se resumen en la Tabla 4. Las muestras de suero
con valores de densidad 6ptica (DO} en porcentaje medio > 80%
del suero control positivo se consideraron positivas para M.
bovig. Todos los terneros fueron M. bovis negativo antes de
la vacunacién. Los terneros que recibieron la bacterina de
M. bovis experimental (Grupo de tratamiento A) fueron
gseropositivos al M. bovis antes de la segunda vacunacién y
figuieron siendo seropositivos durante todo el estudio. Los
animales del Grupo de tratamiento B (animales vacunados con
placebo) fueron seronegativos hasta 2 semanas después de la

exposicidn experimental al M. bovis.



10

15

20

32
Tabla 4
Resumen de anticuerpos séricos de M. bovis (Ig@)

Porcentaje medioc de valores de densidad Sptica respecto al

suero control positivo i+ desviacién esténdar

Se hizo la necropsia a todos los animales
aproximadamente 3 semanas después de 1la exposicién
experimental al M, bovig. Se extrajeron los pulmones y se
evaluaron macroscédpicamente las lesiones caracteristicas
atribuibles a la infeccién por M. bovis. El porcentaje de
dafio pulmonar y el porcentaje de reduccién de las lesiones
pulmonares se resumen en la Tabla 5. Los terneros a loa que
gse administr$ la bacterina de M. bovis experimental (Grupo
de tratamiento A) tuvieron un porcentaje de reduccién de dafio
pulmonar del 71,2 % en comparacién con los animales vacunados
con placebo (Grupo de tratamiento B). Estos resultados
demuestran que dos dosis de la vacuna bacteriana de M. bovis

experimental fueron capaces de inducir proteccién en los
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terneros después de la exposicién experimental.
Tabla 5
Resumen de grados de dafio en los pulmones en porcentaje

Porcentajes de pesos mediocs i desviacién estéindar

Grupo de Porcentaje de dafio porcentaje de

tratamiento pulmonar reduccidn

A 1,80 + 3,04

B 6,25 + 6,73

Cada pulmén fue lavado con 50 ml de PBS. Los resultados
del aislamiento del M. bovie de las muestras de lavado
bronquial aproximadamente 21 dlias después de la exposicidn
experimental al M. bovis se resumen en la Tabla 6. Los
ternerocs a los que se administré la bacterina de M. bovis
(Grupo de tratamiento A) tuvieron una incidencia y nivel
reducidos de M. bovise viables en las muestras del lavado del
pulmén en comparacién con los terneros vacunados con placebo

(Grupo de tratamiento B).

Tabla 6
Resumen de aislamientos de M. bovis del fluido del lavado
de pulmén
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Grupo de NGmero de animales

tratamiento positivos al M.

bovis

3/11 3,27 x 10?

13/13 2,41 x 10°

En conclusién, los terneros que recibieron la bacterina

de M., bovip experimental (Grupo de tratamiento A)
desarrollaron menos lesiones pulmonares, tuvieron

temperaturas rectales reducidas, aumentaron su ganancia de
peso y una reduccién de aproximadamente 4 log en el nivel de
M. bovis viables aisladocs de las muestras del lavado de
pulmén en comparacién con los animales a los gque se
administré placebo (Grupo de tratamiento B). Los resultados
muestran que dos dosis de bacterina de M. bovis fueron
capaces de inducir una respuesta serolégica y una proteccién

frente a la exposici6n experimental a M. bovis.

EJEMPLO 3
En este ejemplo se evalu6 la eficacia de varias
bacterinas de M. bovis en ternercs jévenes. Se asignaron al
azar por edad cincuenta y ocho becerros cruzados sanos.
Los animales se vacunaron con 2 ml de la vacuna adecuada

o con placebo por via subcuténea el dia 0 (lado izquierdo del
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cuello) y el dia 21 (lado derecho del cuello). Los grupos de
tratamiento experimental y las vacunas utilizadas se mueatran
en la Tabla 1.
Tabla 1

5 Grupos de tratamiento experimental

— o = = = [t — —

Grupo de Vacunas Nimero de animales

tratamiento experimentales
(dosis de 2 ml)

M.bovis (5x10%
UFC) +Amphigen+Alhy
drogel

M.bovis (5x10%
UFC) +Amphigen+Quil

A/colesterol

10 M.bovis (5x10t

UFC) +Amphigen

Placebo (PBS)

Los termeros fueron expuestos como 8e describid

anteriormente tres semanas después de la segunda vacunacién.

15 Cada terneroc recibié 12 ml de un cultivo fresco de M.bovis
por via intranasal en tres dias consecutivos.

En cada inSculo de exposicién se determindé un recuento
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de viables (UFC/ml) una hora después de terminar 1la

exposicién experimental al M. bovis. Los resultados se

muestran en la Tabla 2.

5 Tabla 2
Recuento de viables (UFC/ml) del inéculo de exposicién al

Mycoplasma bovig

Cultivo de exposicién

Dia 1

10 Dia 2

Dia 3

Todos los animales se pesaron 1 dia antea de 1la
expoeicién, 7 dias después de la exposicién, 14 dias después

15 de la exposicién y aproximadamente 3 semanas después de la
exposicién experimental al M.bovis. Los resultados Be resumen

en la tabla 3. Los terneros a los que se administraron las
bacterinas de M. bovis experimentales (Grupos de tratamiento

A, B y C) habfan aumentado su ganancia de peso en comparacién

20 con el grupo vacunado con placebo (Grupo de tratamiento D).

Tabla 3
Resumen de pesos corporales después de la exposicién

expaerimental al Mycoplasma bovis
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de 1a exposicién

Pesos corporales medios (Kg) i+ DesviacidSn esténdar

N9 LI220

.00 £ 13.86

108,71 + 10,76

2] £ 530

86,9 + 9,90

98,29 = 847

10521 = 9532

nm+ 523

07 & 16.78

8.6 = 17.11

.00 + 20,592

104,00 + 21,36

59 : 80

79 + 1916

M0 £ 204

M43 + 2001

96,93 + 2089

Se midieron las temperaturas rectales cada maflana 1 dia

antes de la exposicién, inmediatamente antes de la
exposicién, y 20 dias después de la exposicién experimental
al M. bovis. Los resultados se resumen en la Tabla 2. Loa

terneros a los que se administraron dos doeis de vacuna de

M. bovis (Grupos de tratamiento A, B y C) tuvieron menores
temperaturas corporales medias los dfas 7 al 17 en

comparacién con los animales vacunados con placebo (Grupo de
tratamiento D).

Las respuestas de anticuerpos séricos especificos de M.
bovig (IgG) se resumen en la Tabla 4. Las muestras de suero
con valores de densidad éptica (DO) en porcentaje medio > 80%
del suero de control positivo se consideraron positivas al

M. bovias. Todos los terneros fueron M.bovig negativos antes
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de la vacunacién. Los terneros que recibieron las bacterinas
de M. bovisg experimentales (Grupos de tratamiento A, B y C)
fueron seropositivos al M.bovis antes de la segunda
vacunacién y siguieron siendo seropositivos durante todo el
estudio. Los animales del Grupo de tratamiento D (animales
vacunados con placebo) fueron seronegativos hasta 3 semanas

después de la exposicién experimental al M.bovig.
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Tabla 4
Resumen de anticuerpos séricos (IgG) de Mycoplasma bovis
Porcentaje medio de los valores de densidad éptica
respecto al suero de control positiveo + desviacién

asténdar
G. Trat.
2.

vacunac.

Negativo

Negativo

Negativo

Se hizo 1la necropsia a todos 1los animales
aproximadamente 3 semanas después de la exposicién
experimental al M. bovis. Se extrajeron los pulmones y se
evaluaron macroscdpicamente las lesiones caracteristicas

atribuibles a la infeccifn de M. bovis. El porcentaje de dafio
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pulmonar y el porcentaje de reduccién de las lesiones
pulmonares se resumen en la Tabla 5. Los ternercs a los que
se administraron las bacterinas de M. bovig experimentales
(Grupos de tratamiento A, B y C) tenian un porcentaje menor
5 de dafio pulmonar en comparacién con los animalea vacunados
con placebo (Grupc de tratamiento D). Estos resultados
demuestran que dos dosis de las bacterinas experimentales de
M. bovie fueron capaces de inducir proteccién en los terneros
después de su exposicién experimental.
10 Tabla 5
Resumen de porcentajes de dafio pulmonar

Porcentaje pesado medio i desviacién esténdar

Grupo de Porcentaje de dafio Porcentaje de

tratamiento pulmonar reduccién

15 A 1,71 + 3,03 77,5

B 1,49 + 3,23

3,61 + 6,17

7,60 + 15,93

20 Cada pulmbn se lavé con 50 ml de PBS. Los resultados del
aiglamiento de M. bobig a partir de las muestras del lavado
bronquial aproximadamente veintidn dias después de 1la

expogicién experimental al M. bovis se resumen en la Tabla
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6. Los terneros a los que se administraron las bacterinas de
M. bovis experimentales (Grupos de tratamiento A, B y C)
tuvieron una incidencia y nivel de M.bovig viables reducidos
en las muestras de lavado pulmonar en comparacién con los

terneros vacunados con placebo (Grupo de tratamiento D).

Tabla §
Resumen de aislamientos de Mycoplasma bovies del fluido de

lavado pulmonar

Grupo de NGmero de animales
tratamiento positivos al M.

bovis

5/14 1, 93x10?

1/14 42,9

9/15 1,34x10°

12/14 4,50x105%

En conclusién, 1los terneros que recibieron 1las
bacterinas de M, bovis experimentales (Grupos de tratamiento
A, B y C) desarrollaron menos lesiones pulmonares, tuvieron
temperaturas rectales reducidas, aumentaron la ganancia de
peso y tuvieron un nivel reducido de M. bovis de viables

aislados de las muestras de lavado pulmonar en comparacién
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con los animales vacunados con placebo (Grupo de tratamiento
D). Los resultados muestran que dos dosis de bacterinas de
M, bovis fueron capaces de inducir una respuesta sérica y una

proteccién frente a la exposicién experimental al M, bovisg.

EJEMPLO 4

En este ejemplo se evalué la eficacia de diversas
formulaciones de bacterina de M. bovis en terneros jSvenes
después de una exposicién homéloga o heterSloga. Se asignaron
al azar por edad ochenta y tres terneros jévenes cruzados
8anos.

Los animales se vacunaron con 2 ml de la vacuna adecuada
o con placebo por via subcutédnea el dia 0 {a la izquierda del
cuelle) y el dia 21 (a la derecha del cuello). Los grupos de
tratamiento experimental y las vacunas utilizadas se muestran

en la Tabla 1.
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Tabla 1

Grupos de tratamiento experimental

Grupo de Vacunas experimentales (dosis

| tratamiento de 2 ml)

Placebo (PBS)

Cepa de M. bovis 2300 (5x10!
UFC) + Amphigen +
QuilA/Colesterol

Cepa de M. bovis 3625 (5x10°
UFC) + Amphigen + GPI-

0100/Colesterol

Cepa de M. bovis 3625 (5x10°
UFC) + Amphigen +
QuilA/Colesterol

Cepa de M. bovis 5063 (5x10%
UFC) + Amphigen +

QuilA/Colesterol

Los becerrosa fueron expuestoe como 8Be describiéb
anteriormente aproximadamente cuatro semanas después de la

segunda vacunacién, Cada ternero recibib 12 ml (6 ml en cada

orificio nasal) de cultivo fresco de la cepa 5063 de M. bovis

por via intranasal en tres dias consecutivos.
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Se determiné el recuento de viables (UFC/ml) de cada
inéculo de exposicién de M, Qovis una hora después de
terminar la exposicién experimental al M. bovis.

Todos los animales se pesaron un dia antes de 1la
exposicién y aproximadamente 3 semanas después de la
exposicién experimental al M, bovis. Los resultados de las
ganancias de peso diarias medias se resumen en la Tabla 2.
Los terneros a los que se administraron las bacterinas de M.
bovis experimentales (Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5)
habian aumentado la ganancia de pesc diaria media en
comparacién con el grupo vacunado con placebo (Grupo de
tratamiento 1).

Tabla 2
Resumen de las ganancias medias de peso diario
Después de la exposicién experimental al M. bovis
Ganancia media de peso diario (Kg)

Ganancia media de peso
diario

Se midieron las temperaturas rectales todas las mafianas

inmediatamente antes de la exposicidén (dia 47) y durante los
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20 dias que siguleron a la exposicién experimental al M,

bovig. Los resultados se resumen en la Figura 3. Los terneros
a los que se administraron dos dosis de vacuna de M. bovis

(Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5) tenian menores
temperaturas corporales medias Jlos dfas 52 al 67 en
comparacién con los animales vacunados con placebo (Grupo de
tratamiento 1).

Las respuestas (IgG) de anticuerpos séricos especificos
de M. bovis se resumen en la tabla 3. Las muestras de suero
con valores de densidades 6pticas (DO) en porcentaje medio
> 80% respecto al suero de control positive se consideraron
positivas al M. bovis. Todos los terneros fueron negativos
al M. bovig antes de 1la vacunacién. Loe terneros que
recibieron las bacterinas de M. bovis experimentales (Grupos
de tratamiento 2, 3, 4 y 5) mostraron una respuesta de
anticuerpos después de la vacunacién. Los animales del Grupo
de tratamiento 1 (Animales vacunados con placebo) fueron
seronegativos hasta 3 semanas despuéas de la exposicifn

experimental al M, bovis.
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Resumen de anticuerpos (IgG) séricos de Mycoplasma bovig
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Tabla 3

Porcentaje medio de valores de densidad Sptica respecto al

suero de control positive i desviacién estéindar

Grupos Auntes de la Antes de la Antes de la 3 semanas
|
| de trat. vacunacién 4" vacunacidn exposicién despuéas de la ‘
exposicidén ‘
‘ 1 7,04 + 28,14 -5,33 183,67 :
‘ 13,69 + 31,58 + +
| 52,24 51,32
2 2,77 79,59 49,78 294,75
+ + + + ‘
‘ 10,47 71,35 34,91 29,32 ‘
‘ 3 7,40 98,21 69,77 298,29
|
i t + + 3 ‘
‘ 13,20 102,30 27,44 21,13
/ 4 8,34 87,15 65,43 295,47
|
‘ + + + +
J 14,00 56,79 40,81 26,59 i
- 5 5,54 62,40 68,31 300,13
+ t t t .
‘ 10,02 72,18 20,88 22,91 '
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Se practicé 1la necropsia a todos los animales
aproximadamente 3 sgsemanas después de la exposicién
experimental al M, bovis experimental. Se extrajeron los
pulmones y 8se evaluaron macroplésticamente las lesiones
caracteristicas atxribuibles a la infeccién por M. bovis. El
porcentaje medio obtenido por minimos cuadrados (LSM) de los
dafios pulmonares y el porcentaje de reduccién de las lesiones
pulmonares se resumen en la Tabla 4. Los terneros a los que
se administraron las vacunas de M, bovis experimentales
(Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5) tenfian un porcentaje LSM
de dafio pulmonar menor en comparacién con los animales
vacunados con placebo (Grupo de tratamiento 1). Estos
resultados demuestran que dos dosis de la bacterina de M.
bovies experimental fueron capaces de inducir proteccién en
los terneros después de la exposicién experimental.

Tabla 4
Resumen de porcentajes LSM de dafios pulmonares
Porcentaje pesado meadio

Grupo de Porcentaje LSM de Porcentaje de re-
tratamiento dafio pulmonar ducecidn

i 1r 6,5 1 | mm=a-a

2
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Cada pulmén se lavé con 50 ml de PBS. Los resultados de
la presencia de M, bovis en las muestras de lavado bronguial
por PCR aproximadamente veintiun dias después de la exposi-
cién experimental al M. bovig se resumen en la Tabla 5. Los
5 terneros a loe que sBe administraron las bacterinas de M.
bovig experimentales (Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5)
tenian una incidencia reducida de M. bovig en las muestras
de lavado pulmonar por PCR en comparacién con los terneros

vacunados con placebo (Grupo de tratamiento 1).

10 Tabla 5
Resumen de la presencia de Mycoplasma bovis por PCR en el
fluido de lavado pulmonar

Grupos de trata- Nimero de animales

aitivos

M. bovis positivos

15 § 14/16

0/17
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En conclusién, los terneros que recibieron las bacterinas de
M. bovis experimentales (Grupos de tratamiento 2, 3, 4 y 5)
desarrollaron menos lesiones pulmonares, tuvieron temperatu-
ras rectales reducidas, aumentaron la ganancia de peso diario
Yy tuvieron una incidencia reducida de M. bovis en las
muestras de lavado pulmonar cuando se compararon con los
animales a los que se administré placebo. Los resultados
mostraron que dos dosis de las bacterinas de M. bovig fueron
capaces de inducir una reaspuesta serolSgica y una proteccién
frente a la exposicién experimental al M. bovise. Ademés, los
resultados revelaron que una vacuna que contiene una sola
cepa de M. bovis puede proteger a los terneros después de la

exposicifn experimental a una cepa claramente diferente.
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Habiendo descrito la invencién como antecede, se declara

como propiedad lo contenido en las siguientes
REIVINDICACIONES

1. Una formulacién de vacuna para la inmunizacién de un
animal que comprende una cantidad efectiva inmunolégicamente
de células inactivadas de Mycoplasma bovis completas o
parciales y un vehiculo aceptable farmacéuticamente.
2. La formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindica-
cidn 1, que comprende ademids un coadyuvante.
3. La formulacién de vacuna de la reivindicacién 1 en la
que la cantidad efectiva de vacuna de M. bovis contiene de
aproximadamente 1x10° a aproximadamente 5x10° unidades
formadoras de colonia (UFC) por dosis.
4. La formulacién de vacuna de acuerdo con la reivindica-
cién 1 en la que la vacuna de Mycoplagma bovig comprende
ademis antigenos de un patégeno viral o bacteriano respirato-
rio, intestinal o reproductivo.
5. Un procedimiento de tratamiento o de prevencién de una
enfermedad o trastorno en un animal causados por infeccién
con Mycoplasma bovis, que comprende la administracién al
animal de una cantidad efectiva de una vacuna de Mycoplasma
bovi
6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13,
en el que la cantidad efectiva de vacuna de M. _bovis contiene

de aproximadamente 1x10° a aproximadamente 5x10® unidades
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formadoras de colonia (UFC) por doais.
7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en
el que la cantidad de dicha vacuna administrada es de unos
0,5 a unos 5,0 ml,
8. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en
el que la cantidad de dicha vacuna administrada es de unos
1,5 ml a unos 2,5 ml
9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 27 en
el que se administran dos veces al ternero unos 2 ml de
vacuna.
10. Un procedimiento para la preparacién de vacuna de
Mycoplasma bovis que comprende hacer crecer un aislado de
Mycoplasma bovis en cultivo en un medio adecuado; tratar al
Mycoplasma bovig con una etilenimina binaria para inactivar
el Mycoplasma bovis, y mezclar el Mycoplasma bovisg inactivado
con un vehiculo adecuadoc aceptable farmacéuticamente.
11. Un kit que comprende al menos un envase de una bacterina
de Mycoplasma bovis y un coadyuvante.
12. Una bacterina que comprende un aislado de Mycoplasma
bovis inactivado en una cantidad de unas 5x10*® unidades
formadoras de colonia por dosis de bacterina, en un vehiculo
aceptable farmacéuticamente.
13. La bacterina de acuerdo con la reivindicacidén 12, que
comprende ademis un coadyuvante.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13 en



a4

52
el que la cantidad efectiva de una vacuna de Mycoplasma bovis
se administra en una sola dosis.
15, Una formulacién de vacuna para la inmunizacién de un
animal que comprende una cantidad inmunolégicamente efectiva
de células inactivadas de Mycoplasma bovis, totales o
parciales, Quil A, Amphigen y colesterol.
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RESUMEN
La presente invenciétn se refiere a vacunas de Mycoplasma
bovis y a procedimientos para el tratamiento o prevencién de
una enfermedad o trastorno en un animal causados por la
infeccifn con Mycoplasma bovis, administrando al animal una
cantidad efectiva de una vacuna de Mycoplasma bovig. La
vacuna de Mycoplasma bovis puede ser una preparacién de
células totales o parciales inactivadas o vivae modificadas,
una vacuna de subunidades, o una vacuna de &cido nucleico o
ADN. La vacuna de Mycoplasma bovis administrada de acuerdo
con la presente se puede producir por sintesis o de manera
recombinante. La invencién también se refiere a vacunas de

combinacidén, procedimientos para la preparacién de vacunas

de Mycoplasma bovia y kits.
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