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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "VACINA
DE MYCOPLASMA BOVIS".

Pedidos de Patente Relacionados

[0001] Este pedido de patente reivindica o beneficio de prioridade
do Pedido Provisério de Patente U.S. numero de série 60/983.482,
depositado em 29 de outubro de 2007, e Pedido Provisério de Patente
U.S. numero de série 61/075.552, depositado em 25 de junho de 2008,
os ensinamentos e conteudo dos quais sdo por meio deste incorporados
por referéncia.

Listagem De Sequéncia

[0002] Este pedido de patente contém uma listagem de sequéncia
em formato de papel e em formato legivel em computador, os
ensinamentos e conteudo da qual s&o por meio deste incorporados por
referéncia.

Antecedente

[0003] Mycoplasma bovis (M. bovis) é considerado uma das
espécies mais patogénicas de Micoplasma e causa perdas econdmicas
significantes no mundo inteiro. Micoplasmas causam sinais clinicos
severos em gado de todas as idades. M. bovis € o patdogeno Micoplasma
mais frequente encontrado causando pneumonia, mastite e artrite no
gado e seu papel etiologico também esta associado com otite,
queratoconjutivite, sinovite e disturbios reprodutivos em vacas e touros.
Em geral, Micoplasmas séo dificeis de tratar, uma vez que ndo tém uma
parede celular ou membrana, que tende a torna-los resistentes a varias
classes de tratamentos de antibiotico de largo espectro comumente
usados. Micoplasmas diferenciam-se de virus em que Micoplasmas sao
maiores do que a maior parte de virus e danifica células de tecido
ligando-se a superficie das células e destruindo-as, ao invés de se
introduzir nas células. Animais infectados com M. bovis tém respostas

imunes deprimidas e podem exibir sinais da infecgao por M. bovis, tais
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como febre, depressao, anorexia, respiragao dificil, descarga nasal e
ocular, tosse, espirro, respiracdo pesada, ronco, coxeadura e
articulagdes inchadas, mastite, infeccées de ouvido médio, abortos,
prostracdo e morte. O organismo persiste em ambientes insalubres,
guentes, umidos. Micoplasmas pode sobreviver no leite, e até parecer
vicejar na presenga de grandes numeros de leucdcitos, que sao
produzidos em resposta a infeccao.
[0004] Ha varias referéncias disponiveis na técnica descrevendo
vacinas para M. bovis. A patente N° 6.548.069 descreve uma
composigao de vacina que se incorpora em uma bacterina inativada de
célula inteira contendo pelo menos duas cepas de M. bovis morto.
Outras referéncias disponiveis descrevem passagem de uma cepa de
M. bovis menos de 10 vezes para preparar uma vacina inativada, mas
nao descrevem a atenuacdao de uma cepa de M. bovis infecciosa ou
patogénica através de passagem em seérie ou qualquer dessa cepa de
M. bovis viva atenuada como esséncia da vacina de cultura viva
avirulenta. A técnica prévia é deficiente em que M. bovis morto ndo é
tao eficaz ou eficiente na diminuicio da severidade de sintomas clinicos
associados com uma infecgdo por Mycoplasma bovis. Mesmo a
passagem a um nivel baixo nao produz uma vacina de Micoplasma com
alta eficacia tal que os sintomas clinicos sejam muito reduzidos. A baixa
passagem, inativada, de vacinas de M. bovis que estao disponiveis néo
mostram uma grande redugdo da severidade de sintomas clinicos.
Adicionalmente, a patente ‘069 fortemente ensina longe da ideia de uma
alta passagem, cepa atenuada de M. bovis que € usada em uma
composicao imunogénica ou composi¢cao de vacina pelo ensinamento:

"Como um Micoplasma isolado pode alterar rapidamente

seus antigenos em cultura, cepas de alta passagem maior

do que aproximadamente 50 passagens podem perder a

infectividade e provocar uma resposta imune pior quando
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usada em uma bacterina da presente invengao. Por isso, é
preferivel empregar cepas recentemente isoladas ou cepas
cultivadas que sdo ainda virulentas; isto €, as cepas que
conseraram a capacidade de ser infecciosas no animal
hospedeiro. Enquanto se sabe nenhum numero critico de
geragbes existe, a presente invengédo preferencialmente
comecga com uma cepa de Micoplasma que foi passada néo
mais do que aproximadamente dez, e preferencialmente
somente aproximadamente cinco ou menos vezes antes da
escala de producdo em massa. Usando cepas com menos
geragcbes em cultura, acredita-se que os antigenos
conservam seu estado natural e dessa forma provocarao
uma resposta imune protetora contra 0 micro-organismo
infeccioso".
[0005] Consequentemente, o que é necessario na técnica € uma
composicdo imunogénica eficaz para obtencdo de uma resposta
imunolégica contra M. bovis. O que € necessario ainda € uma
composicado imunogénica eficaz para diminuir a severidade ou reduzir a
incidéncia de sinais da infecgao por M. bovis. O que é necessario ainda
€ uma vacina eficaz para reduzir ou eliminar a incidéncia de sinais da
infecgcdo por M. bovis. O que é necessario ainda € uma composicao
imunoldgica eficaz para diminuir a severidade ou reduzir a incidéncia de
sinais da infeccdo por M. bovis que possa ser seguramente
administrada a um animal em necessidade da mesma. O que é
necessario ainda € uma composig¢ao imunoloégica como descrito acima
que induza a proteg¢ao cruzada e provoque uma resposta imune contra
cepa de M. bovis diferente e isolada do que aquelas cepas ou isoladas
usadas na composicao. O que ainda € necessario € uma composicao
imunolégica segura e eficaz que é adequada como um regime de

imunizagdo de uma dose ou duas doses ou multidose (dose inicial
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seguida por reforgo(s) auxiliar(es)), uma composigdo imunologica
adequada e conveniente para administracdo por varias vias, e uma
composigao imunologica que seja compativel com outros imundgenos e
composigdes imunologicas para preparagao de vacinas de combinagao.
Finalmente, o que € necessario € uma composi¢ao imunoldgica como
descrito acima que fornece o inicio rapido de protecédo e protecao de
longa duragao a um animal em necessidade da mesma.

Sumario da Invencao

[0006] A composi¢do imunogénica ou de vacina da presente
invencdo superam os problemas presentes na técnica prévia pelo
fornecimento de cepas avirulentas e atenuadas de M. bovis,
preferencialmente de alta passagem, capazes de serem combinadas
com um veiculo farmacéutica ou veterinariamente aceitavel, que podem
ser usadas como uma composicdo imunogénica com a eficacia
melhorada tal que sinais de infecgao por M. bovis e/ou a prépria infecgao
por M. bovis e/ou incidéncia ou severidade, fossem reduzidos em
comparacao com a infecgado por cepas de M. bovis de tipo selvagem,
preferencialmente bem em comparacdo com vacinas atualmente
disponiveis. Em outras palavras, os bezerros vacinados conforme a
presente invencao estdo em um risco menor de desenvolver sinais de
infeccao por M. bovis, e quaisquer sinais clinicos que resultem seriam
menos severos ou prevalentes do que em animais que nao recebem
qualquer vacina, mas foram infectados por M. bovis ou nao receberam
uma vacina conforme a presente invencdo. Adicionalmente, os
rebanhos experimentariam um menor numero de animais infectados em
um rebanho quando os animais sdo administrados com a vacina
conforme a presente invengdo quando comparados com animais nao-
vacinados, mas infectados, preferencialmente quando comparados com
animais vacinados com a vacina disponivel convencional.

Vantajosamente, a vacina da presente invencao € uma formulacao de
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vacina estavel com alta eficacia que fornece tanto inicio rapido como
protecéo de longa duragéo. Devido aos ensinamentos da técnica prévia,
a composicdo da presente invencdo forneceu resultados
surpreendentes naquelas cepas de M. bovis, preferencialmente cepas
de alta passagem de M. bovis foram atenuadas, vivas, e mais altamente
eficazes como os componentes da composi¢cdo imunogénica.

[0007] A invencao descrita neste pedido fornece cepas avirulentas
e atenuadas ou isoladas de M. bovis, preferencialmente de cepas
atenuadas de alta passagem de M. bovis que obtém ou provocam uma
resposta imune quando administradas a um animal. Vantajosamente, a
resposta imune protege os animais que recebem a administragcao da
composigcao da presente invencao tal que animais individuais estejam
em um risco menor de desenvolver sinais de infeccao por M. bovis, e
tais sinais seriam menos severos ou prevalentes do que em animais que
nao recebem a composi¢cao ou em animais que recebem uma vacina ou
composicao nao feita conforme a presente invengao.

[0008] As requerentes observam que para os objetivos da presente
invencao, os termos "isolado" e "cepa" sdo usados intercambiavelmente
e que as diferencas entre cepas individuais ou isoladas podem ser
detectadas usando impresséao digital de DNA (isto é, cepas diferentes
ou isoladas terdo impressodes digitais que se diferenciam).

[0009] Em uma modalidade, uma composicdo imunogénica é
descrita, a qual compreende uma cepa de alta passagem de M. bovis e
um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Preferencialmente, a dita cepa
de M. bovis é atenuada e avirulenta. A composi¢do imunogénica da
presente invengao produz uma resposta imunogénica contra a infecgéo
por M. bovis em gado. A resposta imunogénica a infeccao por M. bovis
gerada ou induzida pela administragcdo da composicdo imunogénica
reduz muito a severidade ou incidéncia de sinais da infeccdo por M.

bovis. Em outra modalidade, um método de produgcdo de uma
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composi¢ao imunogénica incluindo uma cepa de alta passagem de M.
bovis, preferencialmente uma cepa de M. bovis atenuada, avirulenta, de
alta passagem ¢ descrita. Em outra modalidade, um método de
estimulagdo de uma resposta imune humoral sorolégica duradoura rapida
e longa, e consequentemente, protegdo de doenga, usando a
composi¢cdo imunogénica em bezerros € descrita. Ainda em outra
modalidade, um método de imunizagao de bezerros contra infecgcéo por
M. bovis pela administracdo da composigdo imunogénica da presente
invencdo em uma quantidade eficaz é descrito. A composicao
imunogénica ou de vacina da presente invengao, quando administrada a
bezerros posteriormente desafiados com uma cepa de tipo selvagem de
M. bovis, exibiram uma reducdo em sinais da infeccdo por M. bovis
incluindo uma redugcdo em sintomas clinicos, patologia de pulmao,
coxeadura e patologia articular normalmente associadas a infec¢ao por
M. bovis. Especificamente, uma redugdo na patologia de pulmao e uma
redugcdo apreciavel de sintomas clinicos articulares e coxeadura
associada foram observadas no grupo vacinado. Em outra modalidade
da presente invencao, um método para reduzir sinais da infecgao por M.
bovis é descrito, preferencialmente pela administragdo de alguma das
bactérias de M. bovis atenuadas, avirulentas de acordo com a invengao
e/ou descrito nos presentes pedidos de patente. A reducao de sinais da
infeccdo por M. bovis é alcangada pela administracdo da composicao
imunogénica da presente invengao.

[00010] Em uma modalidade preferencial da presente invengao, os
bezerros foram administrados com uma de trés vacinas vivas ou
composi¢cdes imunogénicas, cada uma compreendendo uma cepa de
M. bovis de alta passagem, atenuada e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. As cepas de M. bovis de alta passagem sao
preferencialmente passadas mais de 10, preferencialmente pelo menos

20, ainda mais preferencialmente pelo menos 30, ainda mais
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preferencialmente pelo menos 40, ainda mais preferencialmente, pelo
menos 50, ainda mais preferencialmente pelo menos 55, ainda mais
preferencialmente pelo menos 60, mesmo mais preferencialmente pelo
menos 70, ainda mais preferencialmente, pelo menos 80, ainda mais
preferencialmente pelo menos 90, ainda mais preferencialmente pelo
menos 95, ainda mais preferencialmente pelo menos 100, ainda mais
preferencialmente pelo menos 102 vezes, e ainda mais
preferencialmente pelo menos 106 vezes, preferencialmente na cultura
celular in vitro. As cepas de M. bovis uteis na composigdo imunogénica
ou de vacina podem ser qualquer cepa ou isolado. Trés cepas
representativas incluem 052823A106, depositado na ATCC em
Manassas, VA em 16 de outubro de 2007 sob os termos do Tratado de
Budapeste e indicada como PTA-8694; 05249A102, também
depositada na ATCC em Manassas, VA em 16 de outubro de 2007 nas
condi¢cdes do Tratado de Budapeste e indicada como PTA 8696; e
0519021B 106, também depositado na ATCC em Manassas, VA em 16
de outubro de 2007 e indicada como PTA 8695. Cada uma destas cepas
antes de passagem é patogénica, mas apos passagem de cada uma
destas cepas como descrito acima, e particularmente depois de
passagem mais de 100 vezes, cepas resultantes de passagem foram
atenuadas, avirulentas, e produziram uma resposta imune em um
animal que recebe uma administragdo da composi¢do imunogénica da
cepa. Os bezerros foram posteriormente desafiados com M. bovis
isolado obtido de erupg¢des da doenga que ocorre naturalmente. Em
todos os exemplos neste pedido, o desafio isolado tinha uma
"impressao digital" diferente (como determinado abaixo) do que isolados
usados para vacinagao (isto ¢é, foi um desafio heterdlogo).
Vantajosamente, a administragdo das cepas passadas resultou em
respostas imunes que reduziram a severidade e/ou incidéncia de

sintomas clinicos da infeccdo por M. bovis ap6s desafio com uma cepa
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patogénica ou cepa de tipo selvagem de M. bovis.

[00011] Dessa forma, de acordo com um aspecto adicional, a
presente invencao relaciona-se a qualquer uma das cepas de bactérias
M. bovis atenuadas depositadas na ATCC sob numeros de acesso PTA-
8694; PTA 8695; ou PTA 8696, preferencialmente bem como a qualquer
descendente de cepas de bactérias atenuadas de M. bovis de alguma
das cepas de bactérias M. bovis depositadas precedentes que podem
ser usadas em uma composi¢ao imunogénica com eficacia melhorada
tal que sinais de infecgdo por M. bovis e/ou a propria infeccédo por M.
bovis e/ou incidéncia ou severidade, foram reduzidos em comparacgao
com a infeccdo por cepa de M. bovis de tipo selvagem,
preferencialmente bem como em comparagao com vacinas atualmente
disponiveis, e com alta eficacia que fornece tanto inicio rapido como
protecao de longa duracéo.

[00012] De acordo com outro aspecto, a presente invengao também
fornece composi¢cdes imunogénicas como descrito neste pedido,
compreendendo alguma das cepas de bactérias M. bovis atenuadas
depositadas na ATCC sob numeros de acesso PTA-8694; PTA 8695;
ou PTA 8696 ou qualquer descendente atenuado de cepa bacteriana de
M. bovis de qualquer uma das cepas de bactérias M. bovis precedentes
depositadas. Preferencialmente, aquelas composi¢cdes imunogénicas
compreendendo qualquer uma das cepas de bactérias M. bovis
atenuadas depositadas na ATCC sob numeros de acesso PTA-8694;
PTA 8695; ou PTA 8696. Qualquer uma das cepas de bactérias M. bovis
precedentes especificas pode ser usada. Além disso, a presente
invencado também se relaciona ao uso veterinario de qualquer uma
daquelas cepas de M. bovis atenuadas especificas como descrito neste
pedido, por exemplo, para a redugédo da severidade e/ou incidéncia de
sintomas clinicos da infeccao por M. bovis ap6s desafio com uma cepa

patogénica ou cepa de tipo selvagem de M. bovis.
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[00013] De acordo com outro aspecto, a presente invencdo também
se relaciona a bactérias de M. bovis atenuadas que tém as mesmas
caracteristicas que as cepas de bactérias M. bovis depositadas na
ATCC sob numeros de acesso PTA-8694; PTA 8695 ou PTA 8696. O
termo "tendo as caracteristicas como as cepas de bactérias M. bovis
depositadas na ATCC sob numeros de acesso PTA-8694; PTA 8695;
ou PTA 8696" significa que tal cepa de bactérias € atenuada, capaz de
induzir uma resposta imune humoral em um bezerro em 14 dias apos
administracido de uma dose de 2,1E9 CFU através da via subcutanea
ou intranasal a um bezerro, e ndo causar sinais clinicos normalmente
causados por uma infecgdo com uma cepa patogénica de M. bovis de
tipo selvagem. Como um método de referéncia, a resposta imune
humoral deve ser determinada pelo conjunto ELISA de M. bovis BIOVET
usando o protocolo fornecido no conjunto de teste. Preferencialmente,
cada uma daquelas cepas induz uma resposta imune humoral em 14
dias apds administracdo de uma dose de 2E9 CFU através da via
subcutanea ou intranasal a um bezerro, que tem um escore de ELISA
relativo no conjunto ELISA de M. bovis BIOVET usando o protocolo
fornecido no conjunto de teste de pelo menos 1,5 quando expresso
como leituras de Densidade Otica (O.D.).

[00014] A composicado da presente invencio pode ser administrada
de qualquer maneira convencional. Exemplos de métodos de
administracao incluem qualquer um que permita o acesso pelas células
do sistema imune a  composigao  imunogénica: oral,
transdérmical/intradérmica, intravenosa, subcutdnea, intramuscular,
intraocular, intraperitoneal, intrarretal, intravaginal, intranasal,
intragastrica, intratraqueal, intrapulmonar ou qualquer combinacéao das
mesmas. Modos preferenciais de administragdo sao intramusculares,
subcutaneos e intranasais, com subcutdneo e intranasal sendo

especialmente preferenciais. Se desejado ou necessario, imunizagdes
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de reforco podem ser dadas uma vez ou varias vezes em varios
intervalos. Apds administragdo de tal vacina, uma resposta imune é
provocada no animal e os sinais de infecgao por M. bovis sao reduzidos
em incidéncia e/ou severidade quando exposto a bactérias ou isolados
de tipo selvagem apo6s desafio com uma forma virulenta de M. bovis.
Além disso, a composi¢do imunogénica ou de vacina da presente
invencgao exibiu protecéo cruzada eficaz contra cepas além da cepa de
M. bovis passada para atenuacao e entado usada como um componente
antigénico.

[00015] Em formas preferenciais, o volume de dose da vacina é nao
mais do que 5 ml, mais preferencialmente ndo mais do que 3 ml, e mais
preferencialmente ndo mais do que 2 ml. Em uma modalidade mais
preferencial, a dose seria 2 ml, preferencialmente administrada
intranasalmente, com 1 ml sendo administrado em cada narina, ainda
mais preferencialmente administrada subcutaneamente, e ainda mais
preferencialmente  administrada tanto intranasalmente  como
subcutaneamente em uma ocasido como uma dose unica. Em algumas
formas preferenciais, uma segunda ou subsequente administragéo da
composicdo imunogénica seria administrada apos a primeira
administracao. Tal administracao subsequente ocorreria
preferencialmente pelo menos 10 dias apds administragao inicial, mais
preferencialmente entre pelo menos 10 a 32 dias, mais
preferencialmente entre pelo menos 12 a 30 dias, ainda mais
preferencialmente pelo menos 14 dias, e ainda mais preferencialmente
entre pelo menos 14 a 28 dias. Nas formas mais preferenciais, a vacina
seria administrada no Dia 0 como uma dose Unica ou, em formas
alternativas, no Dia 0 e 14 a 28 dias apds isso com exposi¢cao a formas
patogénicas de M. bovis ndao ocorrendo até o fim da realizagdo do
regime de imunizacdo. Em uma forma mais preferencial, nenhum

reforco € necessario e a vacina € administrada somente uma vez. A
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vacina € administrada a animais a partir de 1 dia de idade até idade
adulta, preferencialmente a bezerros de 1 dia de idade até gado adulto
jovem de 2 anos da idade, mais preferencialmente a bezerros de 1 dia
de idade até 16 semanas de idade, e ainda mais preferencialmente a
bezerros de 6 semanas a 12 semanas de idade. Tal administracéo
reduziu sinais de infecgao por M. bovis como descrito abaixo. De fato,
os estudos neste pedido mostram que os sinais da infecgao por M. bovis
no grupo vacinado como descrito acima foram reduzidos em pelo menos
50%, mais preferencialmente pelo menos 60%, ainda mais
preferencialmente pelo menos 70%, e ainda mais preferencialmente
pelo menos 75% em comparagdo com o grupo nao-vacinado. Estimativa
de patologia de pulméo, especificamente a porcentagem da
consolidacdo de pulmao atribuida a lesdes devido a M. bovis como
habitualmente marcado para varias espécies foi feita pds-necropsia e
foi reduzida quando comparada com o grupo nao vacinado, em pelo
menos 33%, mais preferencialmente pelo menos 50%, ainda mais
preferencialmente pelo menos 70%, ainda mais preferencialmente pelo
menos 80%, ainda mais preferencialmente pelo menos 90%, e ainda
mais preferencialmente em pelo menos 95%.

[00016] Em outra modalidade preferencial, a vacina da presente
invengao € combinada com um adjuvante adequado. "Adjuvantes” como
usados neste pedido, podem incluir hidréxido de aluminio e fosfato de
aluminio, saponinas, por exemplo, Quil A, QS-21 (Cambridge Biotech
Inc., Cambridge MA), GPI-0100 (Galenica Pharmaceuticals, Inc.,
Birmingham, AL), emulsdo agua-em-6leo, emulsdo Oleo-em-agua,
emulsdo agua-em-oOleo-em-agua. A emulsdo pode ser baseada
particularmente no 6leo de parafina liquida leve (tipo da Farmacopeia
Europeia); 6leo isoprenoide, tal como esqualano ou esqualeno; 6leo
resultante da oligomerizacdo de alquenos, em particular, de isobuteno

ou deceno; ésteres de acidos ou de alcoois contendo um grupo alquila
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linear, mais particularmente Oleos vegetais, oleato de etila, di-
(caprilato/caprato) de propilenoglicol, tri-(caprilato/caprato) de glicerila
ou dioleato de propilenoglicol; ésteres de acidos graxos ou alcoois
ramificados, em particular, ésteres de acido isoestearico. O 6leo é usado
em combinagdo com emulsificadores para formar a emulsdo. Os
emulsificadores sao tensoativos preferencialmente nao-ibnicos, em
particular, ésteres de sorbitano, de mannide (por exemplo, oleato de
anidromanitol), de glicol, de poliglicerol, de propilenoglicol e dos acidos
oleico, isoestearico, ricinoleico ou hidroxiestearico, que sao
opcionalmente etoxilados, e blocos de copolimero polioxipropileno-
polioxietileno, em particular, os produtos Pluronic, especialmente L121.
Ver Hunter et al.,, The Theory and Practical Application of Adjuvants
(Ed.Stewart-Tull, D. E. S.). JohnWiley e Sons, NY, pp 51-94 (1995) e
Todd et al., Vaccine 15:564-570 (1997).

[00017] Por exemplo, é possivel usar a emulsdao SPT descrita na
pagina 147 de "Vaccine Design, The Subunit and Adjuvant Approach"
editada por M. Powell e M. Newman, Plenum Press, 1995, e a emulsao
MF59 descrita na pagina 183 deste mesmo livro.

[00018] Um exemplo adicional de um adjuvante é um composto
escolhido a partir dos polimeros de acido acrilico ou metacrilico e os
copolimeros de anidrido maleico e derivado de alquenila. Compostos
adjuvantes vantajosos sao os polimeros de acido acrilico ou metacrilico
que sao reticulados, especialmente com éteres de polialquenila de
agucares ou polialcoois. Estes compostos sao conhecidos pelo termo
carbébmero (Phameuropa Vol. 8, No. 2, Junho de 1996). Versados na
técnica também podem referir-se a Patente U.S. No. 2.909.462 que
descreve tais polimeros acrilicos reticulados com um composto poli-
hidroxilado que tem pelo menos 3 grupos hidroxilas, preferencialmente
nao mais de 8, os atomos de hidrogénio de pelo menos trés hidroxilas

sendo substituidos por radicais alifaticos insaturados que tém pelo
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menos 2 atomos de carbono. Os radicais preferenciais sdo aqueles
contendo de 2 a 4 atomos de carbono, por exemplo, vinilas, alilas e
outros grupos etilenicamente insaturados. Os radicais insaturados
podem conter outros substituintes, tais como metila. Os produtos
vendidos sob o nome Carbopol; (BF Goodrich, Ohio, USA) séo
particularmente apropriados. Eles sao reticulados com uma alil
sacarose ou com alil pentaeritritol. Entre eles, pode ser mencionado
Carbopol 974P, 934P e 971P. Ainda mais preferencial € o uso de
Cabopol 971P. Entre os copolimeros de anidrido maleico e derivado de
alquenila, sdo os copolimeros EMA (Monsanto) que séo copolimeros de
anidrido maleico e etileno. A dissolugéo destes polimeros em agua leva
a uma solugao acida que sera neutralizada, preferencialmente ao pH
fisiolégico, a fim de fornecer a solugdo adjuvante na qual a propria
composigao imunogénica, imunoldgica ou de vacina sera incorporada.

[00019] Adjuvantes adicionais adequados incluem, mas nao séao
limitados ao sistema adjuvante RIBI (Ribi Inc.), bloco de copolimero
(CytRx, Atlanta GA), SAF-m (Chiron, Emeryville CA), monofosforil lipidio
A, adjuvante lipidio-amina de Avridine, enterotoxina termolabil de E. coli
(recombinante ou de outra maneira), toxina de coélera, IMS 1314 ou
muramil dipeptidico ou citocinas de ocorréncia natural ou recombinantes
ou analogos dos mesmos ou estimulantes de liberagdo de citocina
enddgena, entre muitos outros. Preferencialmente, o adjuvante é
adicionado em uma quantidade de aproximadamente 100 ug a
aproximadamente 1 g por dose. Ainda mais preferencialmente, o
adjuvante é adicionado em uma quantidade de aproximadamente 100
Mg a aproximadamente 500 mg por dose. Ainda mais preferencialmente
o adjuvante é adicionado em uma quantidade de aproximadamente 500
Mg a aproximadamente 250 mg por dose. Ainda mais preferencialmente
o adjuvante é adicionado em uma quantidade de aproximadamente 750

Mg a aproximadamente 100 mg por dose. Ainda mais preferencialmente
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o adjuvante € adicionado em uma quantidade de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 50 mg por dose. Ainda mais preferencialmente
o adjuvante é adicionado em uma quantidade de aproximadamente 1
mg a aproximadamente 10 mg por dose. Ainda mais preferencialmente
o adjuvante é adicionado em uma quantidade de aproximadamente 1
mg por dose.

[00020] Além disso, as composi¢des imunogénicas e de vacina da
presente invencao podem incluir um ou mais veiculos veterinarios
aceitaveis. Como usado neste pedido, "um veiculo veterinario aceitavel"
inclui qualquer e todos os solventes, meios de dispersao, revestimentos,
adjuvantes, agentes de estabilizagao, diluentes, conservantes, agentes
antibacterianos e antifungicos, agentes isotonicos, agentes de retardo
de adsorcao e similares. Em algumas modalidades preferenciais, e
especialmente aquelas que incluem composi¢cdes imunogénicas
liofilizadas, agentes de estabilizagcdo para uso na presente invencgéo
incluem estabilizadores para liofilizagdo ou secagem por congelamento.
[00021] "Diluentes" podem incluir agua, solugado salina, dextrose,
etanol, glicerol e similares. Agentes isoténicos podem incluir cloreto de
sodio, dextrose, manitol, sorbitol e lactose, entre outros. Estabilizadores
incluem albumina e sais alcalinos de acido etilenodiaminotetra-acético,
entre outros. Uma "composicdo imunogénica ou imunolégica"
refere-se a uma composicdo de matéria que compreende pelo menos
um antigeno, que provoca uma resposta imunolégica no hospedeiro de
uma resposta imune celular e/ou mediada por anticorpo a composigao
ou vacina de interesse. Normalmente, uma "resposta imunolégica"
inclui, mas nao é limitada a um ou mais dos seguintes efeitos: a
produgdo ou ativagado de anticorpos, ceélulas B, células T auxiliares,
células T supressoras, e/ou células T citotoxicas e/ou células T gama-
delta, dirigidas especificamente a um antigeno ou antigenos incluidos

na composigao ou vacina de interesse. Preferencialmente, o hospedeiro
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exibira uma resposta imunoldgica terapéutica ou protetora tal que a
resisténcia a nova infec¢cdo seja aumentada e/ou a severidade clinica
da doenca reduzida. Tal protecdo sera demonstrada por uma reducéo
ou falta de sinais clinicos normalmente exibidos por um hospedeiro
infectado, um tempo de recuperagcdo mais rapido e/ou uma duracéo ou
titulo bacteriano reduzidos nos tecidos ou fluidos corporais ou
excrecoes do hospedeiro infectado.

[00022] "Sinais de infeccdo por M. bovis" referem-se as
manifestacdes de infeccdo ou doenca causada por M. bovis tanto
incluindo o(s)sintoma(s) clinico(s) como incluindo patologia tipicamente
experimentada pelo gado infectado com M. bovis de tipo selvagem.
Estas manifestacbes de infeccdo ou doenga podem tomar muitas
formas incluindo, mas nao limitadas a febre, depressdo, anorexia,
respiracao dificil, descarga nasal e ocular, tosse, espirro, respiragcao
pesada, ronco, coxeadura e articulagdes inchadas, infecgdes de ouvido
médio, descarga da inflamagdo do ouvido interno, abortos e outras
disturbios reprodutivas, prostracao, infec¢ao respiratoria, cabeca caida,
ataxia, artrite, mastite, otite, queratoconjuntivite, sinovite, pleurite,
lesbes de pulmao, consolidagdo de pulmao e formacao nodular nos
pulmdes, fluido sinovial aumentado, capsulas articulares espessadas, e
até morte.

[00023] "Cepa de Alta Passagem" para os fins desta descricdo
refere-se a uma cepa de M. bovis que foi passada mais de 10,
preferencialmente pelo menos 20, ainda mais preferencialmente pelo
menos 30, ainda mais preferencialmente pelo menos 40, ainda mais
preferencialmente, pelo menos 50, ainda mais preferencialmente pelo
menos 55, ainda mais preferencialmente pelo menos 60, ainda mais
preferencialmente pelo menos 70, ainda mais preferencialmente, pelo
menos 80, ainda mais preferencialmente pelo menos 90, ainda mais

preferencialmente pelo menos 95, ainda mais preferencialmente pelo
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menos 100, ainda mais preferencialmente pelo menos 102 vezes, e
ainda mais preferencialmente pelo menos 106 vezes em cultura celular
in vitro.

[00024] “"Avaliacdo de Patologia Pulmonar" refere-se a observacgéo
dos pulmdes apos necrépsia, incluindo, mas nao limitada a avaliagao de
consolidacéo, lesdes, e formagdes nodulares bem como avaliacdo da
cavidade toracica incluindo pleurite e acumulo de fluido.

[00025] "Atenuacgao" significa reduzir a viruléncia de um patoégeno.
Na presente invencdo "atenuacgado" € sinbnimo de "avirulento". Na
presente invencdo, uma bactéria atenuada € aquela na qual a viruléncia
foi reduzida para que n&o cause sinais clinicos de uma infecgdo por M.
bovis, mas seja capaz de induzir uma resposta imune no mamifero-alvo,
mas também pode significar que os sinais clinicos sado reduzidos em
incidéncia ou severidade em animais infectados com M. bovis atenuado
em comparagado com um "grupo de controle" de animais infectados com
M. bovis nao-atenuados e nao recebendo a bactéria atenuada. Neste
contexto, o termo "reduzir/reduzido" significa uma redugdo de pelo
menos 10%, preferencialmente 25%, ainda mais preferencialmente
50%, ainda mais preferencialmente de mais de 100% quando
comparado com o grupo de controle como definido acima. Dessa forma,
uma cepa de M. bovis atenuada, avirulenta € aquela adequada para
incorporagao em uma composi¢ao imunogénica, compreendendo uma
bactéria M. bovis modificada viva.

[00026] Uma "quantidade eficaz" para fins da presente invencéo,
significa uma quantidade de uma composicdo imunogénica capaz de
induzir uma resposta imune que reduz a incidéncia ou diminui a
severidade da infecgdo por M. bovis em um animal. Particularmente,
uma quantidade eficaz refere-se a 10E3 a 10E10, preferencialmente a
10E6 a 10E10 unidades de formagao de coldnia (CFU) por dose.

[00027] "Eficacia melhorada" tal que os sinais clinicos associados a
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infeccdo por M. bovis e/ou a propria infeccdo por M. bovis foram
reduzidos em comparagdo com vacinas atualmente disponiveis quando
os vacinados sao expostos a M. bovis ou sofrem infec¢ao por cepas de
M. bovis de tipo selvagem refere-se a uma redugao da incidéncia ou da
severidade de sinais clinicos da infeccdo por M. bovis em comparagao
com vacinas feitas a partir de cepas passadas como ensinado pela
presente invencdo com vacinas de M. bovis que estavam disponiveis
antes desta invengao. Neste contexto, os animais nao-vacinados ou
vacinados com vacinas de M. bovis disponiveis antes da presente
invencao terdo sinais clinicos da infecgao por M. bovis que sio pelo
menos 30%, e possivelmente até mais preferencialmente pelo menos
40%, ainda mais preferencialmente pelo menos 50%, ainda mais
preferencialmente pelo menos 60%, ainda mais preferencialmente pelo
menos 70%, ainda mais preferencialmente pelo menos 75%, ainda mais
preferencialmente pelo menos 80%, ainda mais preferencialmente pelo
menos 85%, ainda mais preferencialmente pelo menos 90%, e ainda
mais preferencialmente pelo menos 95% mais severos ou prevalentes
do que em animais que recebem uma administracdo de uma
composigcao imunogénica de M. bovis conforme a presente invengao.

[00028] "Protecdo de longa duragao" deve referir-se a "eficacia
melhorada" que persiste por pelo menos 3 semanas, mas mais
preferencialmente pelo menos 6 meses, ainda mais preferencialmente
pelo menos 1 ano, ainda mais preferencialmente pelo menos 2 anos de
animais de corte, e pelo menos 6 meses, mais preferencialmente pelo
menos 1 ano, ainda mais preferencialmente pelo menos 2 anos, ainda
mais preferencialmente pelo menos 3 anos, e até mais
preferencialmente pelo menos 4 anos de animais de leite. Tanto para
animais de leite como para animais de corte, € mais preferencial que a
protecao de longa duracéo deva persistir até a idade média na qual os

animais de corte sado vendidos para alimentacdo e idade na qual os
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animais de leite concluem sua vida produtiva de ordenha.

[00029] O termo "em necessidade de tal administracdo" ou "em
necessidade de tal tratamento de administracdo”, como usado neste
pedido significa que a administragado/tratamento estdo associados a
elevacdo ou a melhora na saude ou qualquer outro efeito medicinal
positivo sobre a saude dos animais que recebem a composicéo
imunogénica conforme a presente invengao.

[00030] “Impressao digital de DNA", como usado neste pedido,
refere-se a identificacdo rapida de cepas bacterianas realizada pela
amplificacdo de DNA entre sequéncias de inser¢ao e medida do padrao
de produtos amplificados como descrito em WO2008-030619.
Resumidamente, usando PCR e uma combinacdo de iniciadores
opostos externamente desenhados contra sequéncias de insergcao
bacteriana (elementos transponiveis), padrbes que sdo produzidos séo
unicos para um isolado de uma espécie bacteriana. Estes padrdes entdo
podem ser comparados para tais coisas como epidemiologia ou
filogenia. Um método preferencial de impresséao digital de DNA utiliza
PCR e uma combinacdo de iniciadores opostos externamente
desenhados contra sequéncias de insercido bacterianas unicas ou
multiplas. Tal método produz produtos de amplificacéo de IS adjacente.
Uma vez que a amplificacdo por PCR é completa, os produtos séo
separados (gel de agarose) e os padrdes de bandas sao produzidos, de
acordo com o peso molecular dos produtos de amplificagdo, que sao
unicos para um isolado de uma espécie bacteriana. O método
preferencial é realizar PCR multiplo usando iniciadores opostos
externamente. PCR multiplex € uma variante de PCR que permite a
amplificacdo simultdnea de muitos alvos de interesse em uma reacgao
pelo uso de multiplos conjuntos de iniciadores. Naturalmente outros
métodos de impressao digital com base molecular conhecidos na

técnica também podem ser usados.
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[00031] Uma "sequéncia de insercao” (IS) € uma sequéncia de DNA
curta que atua como um elemento transponivel. IS tem geralmente
aproximadamente 700 a 2500 pb de tamanho, que € relativamente
pequeno em comparagao com outros tipos de elementos transponiveis.
Elas codificam para proteinas implicadas na atividade de transposicéo,
em que as proteinas catalisam a reacdo enzimatica que permite a IS
mover-se. Elementos de IS sdo Unicos para uma espécie particular ou
podem ser compartilhados entre grupos taxonédmicos. Ha normalmente
multiplas copias destas sequéncias de inser¢gdo, mas séo localizadas
em posi¢des unicas de um elemento transponivel especifico.

[00032] Dessa forma, de acordo com outro aspecto, a presente
invencao relaciona-se ao uso de uma cepa de M. bovis, atenuada por
multipla passagem ou atenuagéo em série como descrita acima, como
um remédio, preferencialmente como um remédio veterinario.

[00033] De acordo com outro aspecto da presente invencao, as
cepas de M. bovis atenuadas como descrito acima podem ser usadas
para a preparacdao de uma composi¢ao farmacéutica, como descrito
neste pedido, para a profilaxia ou tratamento de infeccbes causadas por
M. bovis. Como observado acima, aquelas composicoes
farmacéuticas/composicdées de vacina podem ser usadas para o
tratamento e/ou profilaxia de animais suscetiveis a infeccao por M.
bovis.

[00034] Em outro aspecto da presente invengao, a invengao é um
método para o tratamento ou a profilaxia incluindo uma diminuicdo da
incidéncia de infecgao de tipo selvagem em um rebanho ou redugao da
severidade de sinais da infeccdo por M. bovis associada a animais
infectados por M. bovis de tipo selvagem administrados com
composicdes imunogénicas, conforme a presente invengdo em
comparagao com animais que nao sao vacinados ou sao vacinados com

vacinas disponiveis antes da presente invencado, é fornecido.
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Adicionalmente, a administragdo da vacina conforme a presente
invengédo reduz o numero de animais em um rebanho que tornam-se
infectados com M. bovis. Tal método geralmente envolve a
administracdo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma cepa
de M. bovis atenuada através dos métodos descritos acima, a um
individuo ou rebanho de individuos em necessidade de tal tratamento.
Preferencialmente, os sintomas clinicos sdo diminuidos em incidéncia
ou severidade em pelo menos 10%, mais preferencialmente em pelo
menos 20%, ainda mais preferencialmente em pelo menos 30%, ainda
mais preferencialmente em pelo menos 40%, ainda mais
preferencialmente em pelo menos 50%, ainda mais preferencialmente
em pelo menos 60%, ainda mais preferencialmente em pelo menos
70%, ainda mais preferencialmente em pelo menos 80%, ainda mais
preferencialmente em pelo menos 90%, e ainda mais preferencialmente
em pelo menos 95% em comparagdo com animais que ndo sao
vacinados ou sao vacinados com uma composi¢ao imunogénica de M.
bovis que estava disponivel antes da presente invencdo, mas
posteriormente infectado por M. bovis de tipo selvagem.

Breve Descricao das Figuras

[00035] Figura 1: Frequéncia de Recuperagao de Cultura a partir de
Amostras Nasais, de Amidala e de Pulméao (Dias 0, 14, 28, 35 e P6s)
[00036] Figura 2: Frequéncia de Deteccdo por PCR de Amostras
Nasais, de Amidala e de Pulmao (Dias 0, 14, 28, 35 e Pés)

[00037] Figura 3: Escore de Grupo Médio para Anticorpos
especificos para M. bovis a partir de Amostras de Soro (Dias 0, 14, 28,
35e42)

[00038] Figura 4: Comparagao de Sorologia para Grupo Vac Viva |,
II, [l e sem- Vacina (SQ+IN somente)

[00039] Figura 5: Comparagao de Sorologia para Vac Viva | usando

Varias Vias de Administracao
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Descricao Detalhada das Modalidades Preferenciais

[00040] Os seguintes exemplos s&o representativos de
modalidades preferenciais da presente invencao. E entendido que nada
neste pedido deve ser tomado como uma limitacdo do escopo total da
invencgao.

Exemplo 1

[00041] Este Exemplo avaliou a eficacia de uma vacina de M. bovis
vivo experimental usando dois modelos de desafio diferentes em uma
espéecie-alvo.

Materiais e Métodos

[00042] Trinta e cinco bezerros Holstein privados de colostro (CD)
que variam em idade de 4 a 8 semanas de idade foram usados. Todos
0s animais satisfizeram os critérios de inclusdo, ou seja, que
apresentaram resultado negativo para M. bovis e estavam em boa
saude no momento do desafio. Os bezerros foram primeiro
randomicamente destinados a 1 de 4 grupos. Os grupos 1 a 3 cada um
continha 9 bezerros, e 0 Grupo 4 continha 8 bezerros. Os grupos 1 e 2
de bezerros foram vacinados com Vac Viva 1, que é uma cultura bruta
de M. bovis 052823 isolado passada 106 vezes (05-2823-1A-3A P106+)
(Designacado na ATCC N° PTA-8694) enquanto os bezerros dos Grupos
3 e 4 foram vacinados somente com meios. A vacina isolada para os
Grupos 1 e 2 foi obtida da erupgao de doenca que ocorre naturalmente
e entdo passada 106 vezes serialmente em meios apropriados para M.
bovis. A cultura foi cultivada 24 + 2 horas a 37°C apés inoculagao com
um volume apropriado da cultura de semente determinada antes do
estudo. O isolado foi usado sem diluigdo. Foi encontrado que a
concentragao meédia pré e pds de vacinagao era 2,1E9 CFU/mI. A vacina
foi administrada em doses de 2 ml subcutaneamente e em doses de 2
ml intranasalmente (1 ml em cada narina). Todos os bezerros do estudo

foram desafiados com M. bovis virulento para induzir a infeccdo que
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ocorre naturalmente e doengca com os Grupos 1 e 3 recebendo uma
dose de desafio maior e os Grupos 3 e 4 recebendo uma dose de

desafio menor.

[00043] As doses e administracbes da substancia de teste séo

resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1

Grupo de Tratamentos

Grupos Substancia de Teste Desafio
o Esquema
Animais/ g
e
grupos Artigo Dose/ Via o Material Dose Esquema de Administragéo
Administra
cao
M. bovis
M. bovis|2 ml SQ e 2ml IN| . Alta dose de material de | Dia 29 (aproximadamente 4
Grupo 1 9 _ _ Dias 0 e 14 | (Isolado Unico _ _
Vivo | (1ml cada de narina) desafio e 30 ml de PBS semanas apos vacinagao)
Fresco)
_ M. bovis
M. bovis| 2 ml SQ e 2ml IN| . Baixa dose de material de | Dia 29 (aproximadamente 4
Grupo 2 9 _ _ Dias 0 e 14 | (Isolado Unico _ ] o
Vivo | (1ml cada de narina) desafio e 30 ml de PBS semanas apos vacinagao)
Fresco)
M. bovis
Somente |2 ml SQ e 2ml IN| . Alta dose de material de | Dia 29 (aproximadamente 4
Grupo 3 9 _ _ Dias 0 e 14 | (Isolado Unico _ _
Meios (1ml cada de narina) desafio e 30 ml de PBS semanas apos vacinagao)
Fresco)
M. bovis
Somente |2 ml SQ e 2ml IN| . Baixa dose de material de | Dia 29 (aproximadamente 4
Grupo 4 8 Dias 0 e 14 | (Isolado Unico
Meios (1ml cada de narina) . ) desafio e 30 ml de PBS semanas apos vacinagao)
resco
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[00044]

Dias 0, 14, 28, 35 e 42. Na necropsia, amostras dos pulmdes foram

Cotonetes nasais e amostras de sangue foram tomados nos

tomadas, cotonetes de amidala foram coletados de todos os bezerros e

cotonetes de articulacbes foram tomados de animais com
anormalidades clinicas. Adicionalmente, amostras foram tomadas de
outras posi¢cdes em certos animais mostrando envolvimento de area.
Em todos os casos, trés cotonetes estéreis foram esfregados em volta
das regides, tdo assepticamente quanto possivel, por alguns segundos
e entdo removidos. Dois dos esfregbes foram colocados em recipientes
de transporte individuais com meios de comunicacdo e cada um foi
colocado em um recipiente de transporte sem meios. A tabela 2 resume

as amostras tomadas de cada bezerro.

Tabela 2

Dia Evento Amostras Prova
Observacgdes
Gerais

-42 a 0 | (Diariamente) -- --

Aprox -| Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)

35 coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)

Entalhe de orelha BVDV (IHC)

0a 28 |Avaliagao clinica -- --

0 Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)

12 Vacinagao -- --

14 Avaliacdo do sitio
de injecao -- --

Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
22 Vacinagao -- --

28 Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
Avaliagdo do sitio
de injecao -- --
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29 Desafio - -
Observacao Clinica

28 a 43 | (Diariamente) -- --

35 Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)

42 Amostras Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
coletadas Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
Necropsia e
Patologia Total -- --

Amostras Cotonete de amidala
3 coletadas (Pés) (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Tecido Pulmonar (Conservado) | M. bovis (IHC)
Tecido Pulmonar (Fresco) M. bovis (Cultura/PCR)
Cotonetes de articulacao
(Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Prova

[00045] Para a prova microbioldgica, cotonetes foram colocados nos
meios de transporte e amostras de tecido foram embarcadas para
isolamento de M. bovis. Resumidamente, cotonetes foram agitados em
5ml de caldo seletivo para Micoplasma. Uma pequena amostra
(aproximadamente 5 mm) foi cortada do tecido de pulméo e
homogeneizada em 2ml de meios de Micoplasma. 100 pl de
homogeinato foram adicionados ao caldo seletivo de Micoplasma. As
culturas foram incubadas a 37C/CO2 a 5%. Apos 4 a 14 dias, o caldo
foi examinado para crescimento e subcultivado em placas para
isolamento. Todas as amostras de subculturas positivas foram
armazenadas a -70C.

[00046] Para PCR, cotonetes de cada bezerro ndao colocados em
meios de transporte e amostras de tecido foram enviados para extracéo
de DNA e prova por PCR usando iniciadores e sondas especificas para
o gene uvrC de M. bovis. Os resultados da prova de PCR foram
expressos como positivos ou negativos para a deteccédo de DNA de M.

bovis.
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[00047] Para a prova de sorologia, amostras de soro foram testadas
usando um ELISA comercialmente disponivel (Biovet, Canada) usando
o protocolo fornecido no conjunto de teste. Os resultados de ELISA
foram

expressos como leituras de Densidade Otica (OD). As OD's de amostra
foram comparadas ao nivel de Positividade (Média ODp x 0,3)
estabelecido pelo controle positivo incluido no conjunto de teste.

Resultados positivos entdo foram interpretados pela seguinte escala:

Intervalo Interpretagcao
OD da amostra < Nivel de Positividade Negativo (0)
Nivel de Positividade < OD da Amostra < 1,75 * Nivel de

Positividade +1

1,75 * Nivel de Positividade < OD da Amostra < 2,3 * Nivel

de Positividade +2

2,3 * Nivel de Positividade < OD da Amostra < 3 * Nivel de

Positividade +3

OD da Amostra < 3 * Nivel de Positividade +4

[00048] Para prova de histopatologia/l[HC, tecidos fixados em
formalina foram testados por lamina marcada com hematoxilina/eosina
e imunohistoquimica usando anticorpos monoclonais especificos para
M. bovis.

[00049] Para prova clinica, observagbes diarias gerais foram
transportadas feitas a partir do Dia 0 ao Dia 28, e entdo a observagao
clinica diaria foi feita do Dia 28 a eutanasia e necropsia. A observagao
clinica e geral que fora da normalidade foi observada e documentada.
[00050] Na necrdpsia, a cavidade toracica e a traqueia foram
examinadas para cada bezerro e observacdes grossas registradas. Os
pulmdes e aproximadamente 15,24 centimetros da traqueia de cada
bezerro foram removidos intactos para exame adicional e coleta de
amostra. Para cada conjunto de pulmdes, as superficies de pulmao

dorsal e ventral foram fotografadas com uma marcagcdo de orelha
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apropriada ao lado de cada vista.

[00051] Para patologia pulmonar, cada lobo pulmonar foi examinado
por visualizagédo e por palpagao a fim de determinar quanta patologia
estava presente (como porcentagem) por cada lobo pulmonar devido a
M. bovis. Cada porcentagem de lobo pulmonar foi entdo pesada e
somada para determinar a porcentagem do pulmao total com a
patologia.

[00052] Patologia de articulagdo foi testada pelo exame de
articulagdes afetadas e registro de observagdes grossas.

[00053] Para fins de analise de dados, os dados foram resumidos. A
reducdo porcentual de sintomas clinicos e a patologia grossa foram
calculadas usando a seguinte formula: % de Redugdo = [1 -
(Tratamento/Nao Tratamento)] * 100.

[00054] Adicionalmente, 1 animal de cada um dos grupos 2 e 3, e 2
animais do grupo 4 foram removidos por razdes humanas no Dia 37.
Resultados

[00055] Avaliagdes clinicas pré-desafio foram feitas do Dia 1 ao Dia
26. Fezes moles/aquosas, depressao, orelha caida, e letargia foram
observados durante esta fase do estudo. Cuidado veterinario apropriado
foi administrado. Nenhuma reacgao de sitio adversa ou sintomas clinicos
especificos de Micoplasma foram observados em quaisquer grupos em
qualquer dia de observagao. Avaliagbes clinicas pods-desafio foram
feitas do Dia 27 a 43. Tosse, respiragao dificil, depresséo, anorexia,
articulacdes inchadas, coxeadura e orelha caida estiveram em todas as
observacdes clinicas observadas durante esta fase do estudo. A
incidéncia de escores clinicos durante o periodo pés-desafio é resumida
abaixo na Tabela 3. O grupo 1 teve dois de nove bezerros afetados com
pelo menos um sinal clinico de infecg¢ao, dois que foram afetados com
sinais respiratorios e aquele que foi afetado com sinais da infecgao nas

articulagdes. O grupo 3 teve todos os bezerros afetados com pelo
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menos um sinal clinico, sete bezerros afetados com sinais respiratérios
e trés bezerros afetados com sinais de infecgdo em suas articulagdes.
O grupo 2 teve quatro de nove bezerros afetados por pelo menos um
sinal clinico, nenhum bezerro afetado com sinais somente respiratorios,
e quatro bezerros com sinais de infecgdo em suas articulagdes. O grupo
4 teve sete bezerros com pelo menos um sinal clinico, um com sinais

respiratorios, e sete com sinais de infeccdo em suas articulacdes.

Tabela 3
Todos (Respiratério +
Articulagdo + Outros) Respiratério Articulagao
1 28 28
o g 3 o) g g o) 'g =1
ke c Q he] c © ie) < E®)
© @ 4 18 © «@ o) © «© o)
kS T | © kS o x| o || &
(&) © [0 (0] [0 (0]
< L3 < £ g < |28
X X
Grupo
1| Vac/Alto 2/9 22% 78% 29| 22% 19| 11%
3 | Sem-Vac/Alto 9/9 100% 791 78%| 72%| 3/9|33%| 67%
2 | Vac/Baixo 4/9 44% 0/9 0% 4/9 | 44%
Sem-
4 | Vac/Baixo 7/8 88% 50% 1/8| 13% | 100% | 7/8|88% | 50%

Grupo 1 = Vacina/Alto Desafio Respiratoério

Grupo 2 = Vacina/Baixo Desafio Respiratério
Grupo 3 = Sem-Vacina/Alto Desafio Respiratorio
Grupo 4 = Sem-Vacina/Baixo Desafio Respiratorio

[00056] Os pulmbes foram coletados na necropsia e observados
para lesdes associadas com infec¢ao por M. bovis. Os animais exibiram
variabilidade em caracteristicas patologicas, tais como consolidagao e
formagdo nodular. Resultados do envolvimento pulmonar foram
expressos como uma porcentagem usando um sistema de marcacao
refletindo a porcentagem do pulmdo total com a patologia grossa
associada com a infeccdo por M. bovis. Em alguns casos, a
determinacao de porcentagem de pulmao foi impedida por adesdes ou

natureza atipica de lesbes. A tabela 4 exibe as razdes de individuos
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mostrando qualquer quantidade de lesdes pulmonares e variagéo
percentual/envolvimento pulmonar percentual. Para os escores de
patologia pulmonar, o grupo 3 teve a maioria dos bezerros afetados (9/9)
e 0 grupo 2 teve o menor numero de bezerros afetados (2/9).

Tabela 4: Sumario dos Escores de Patologia de Puimao

Patologia Pulmonar

Grupo % da MEDIA + | % de
Afetado | % de Faixa |PADRAO Reducéo

1| Vac/Alto 6/9 0,8a26,7 (4,0£8,6 33%

3| Sem-Vac/Alto 9/9 0,4a239 (6,0£7,4

2 | Vac/Baixo 2/9 04a20 0,3+0,7 96%

4| Sem-Vac/Baixo |6/8 0,4a36,3 |7,2t12,3

[00057] Na necrépsia, articulacbes de animais que anteriormente
exibiram sintomas clinicos (inchagdo ou coxeadura) foram examinadas
para patologia grossa. Areas afetadas variaram por animal e podem ter
envolvido o carpo, jarrete, patela, machinho e/ou cotovelo. Animais
apresentaram-se com inchacgéo grossa, fluido sinovial aumentado, fluido
de aparéncia anormal e espessamento da capsula articular. Em
bezerros afetados mais severamente, fibrina estava presente onde
houve erosao da superficie articular. Amostras de fluido articular e/ou
cotonetes superficiais foram testados por cultura para a presenca de M.
bovis. A presenca de caracteristicas patologicas grossas na articulagao

€ resumida na Tabela 5 abaixo.
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Tabela 5: Presenga de Caracteristicas Patologicas Grossas na Articulagéo (0 = Normal; 1 = Anormal)

o ) Inchamento Volume de | Aparéncia do | Presenca | Capsula Superficie Deteccéo de M.
Grupo | Animais | Articulagao )
Grosso Fluido Sinovial | Fluido Sinovial | de Fibrina | Articular Articular bovis

1 5982 | Patela Direita 1 1 1 1 1 1 Sim
1 5887 Patela Esquerda NR 1 0 0 0 0 Nao
1 5007 Patela Direita NR 1 0 0 0 0 Nao
1 0007 Machinho posterior direito 0 0 0 0 0 Nao
2 5987 Cotovelo direito 0 0 0 0 0 Sim
2 5989 Jarrete Direito NR 1 NR 1 1 0 Sim
3 5995 Jarrete Direito 1 1 1 1 1 0 Sim
3 5990 Patela Esquerda 0 1 1 0 0 0 Sim
4 5985 Machinho Posterior Esquerdo 1 1 1 0 1 0 Sim
4 5991 Machinho Posterior Esquerdo 1 0 1 0 1 0 Nao
4 0004 Patela Esquerda 1 1 NR 1 1 0 Sim
4 0000 Carpo Esquerdo 1 1 0 0 0 0 Sim
4 0011 Cotovelo direito 1 1 1 0 0 0 Sim
td4 0011 Patela Direita 1 1 1 0 1 0 Sim
4 0013 Patela Esquerda 0 0 1 0 0 0 Nao
4 6015 Jarrete Direito 0 1 1 1 0 0 Sim

Grupo 1=Vacina/Alto Desafio Respiratdrio; 2=Vacina/Baixo Desafio Respiratorio; 3=Sem-Vacina/Alto Desafio Respiratorio; 4=Sem-Vacina/Baixo Desafio (NR=Nao

Registrado)
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[00058] As passagens nasais foram amostradas pelo cotonete nos
Dias 0, 14, 28, e 35 e entdo amostradas na necrépsia (Dia 43). Além
disso, durante a pés-morte, amostras de amidalas foram tomadas pelo
cotonete e o tecido pulmonar representativo foi recuperado. As figuras
1 e 2 mostram a frequéncia de recuperacao por cultura seletiva para
Micoplasma ou frequéncia de detecg¢ao por M. bovis por PCR especifica.
Como mostrado na figura 1, houve recuperagdo de 100% de todos os
grupos quando as amidalas foram amostradas pds-necrépsia. Houve
recuperacgao de 100% nos grupos 1 e 3 nos pulmdes pds-necrépsia. O
grupo 2 recuperou a menor quantidade dos pulmdes (aproximadamente
60%) e o grupo 4 recuperou aproximadamente 90%. Nenhum grupo
mostrou a recuperagao de bactérias M. bovis até amostras tomadas
nasalmente no dia 35 do estudo, e o Unico grupo a mostrar recuperacgao
no dia 35 foi o grupo 4 (25%). Todos os grupos exceto o grupo 2

mostraram recuperagao nas amostras nasais pos-necropsia.
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Cultura

0 = Sem-crescimento de M. bovis

1 = Crescimento de M. bovis

M = Misturado/ou outro

PCR

0 = Negativo para M. bovis

1 = Positivo para M. bovis

ELISA

0 = Negativo

1 = Positividade para 1,75x

2 =1,75x a 2,3x

3 =2,3xa 3,0x

4 = 3,0x ou maior

NS = Sem-amostra

NT = Nao-Testado
[00059] Todas as amostras foram testadas no ELISA Biovet para M.
bovis para monitorar a resposta soroldgica a M. bovis. Soroconversao
foi marcada de acordo com os multiplicadores agrupados de ODs de
positividade.
A seguinte tabela mostra os escores soroldgicos médios detectados de
cada grupo no Dia 0, 14, 28, 35 e 42. A figura 3 mostra o escore de
grupo médio de anticorpos especificos para M. bovis de amostras de
soro. Soroconversado indicando resposta imune humoral eficaz foi
detectada em nao mais do que 14 dias apds uma dose de vacina, e boa
duracdo desta resposta imune foi evidente pela resposta soroldgica
mensuravel ao M. bovis por pelo menos 42 dias apos uma vacinagao e
28 dias apds duas doses de vacina. O escore do grupo 1 foi
constantemente mais alto do que todos outros grupos comegando no
dia 28. Os grupos 1 e 2 foram iguais no dia 14 (escore de ELISA 1,5). O

grupo 4 foi o mais baixo dos dias 14 a 35, e veio em terceiro
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(aproximadamente 2,2) no dia 42.

Conclusdes

[00060] Este estudo avaliou a eficacia de uma vacina de M. bovis
vivo em bezerros dada como duas doses, dada tanto subcutaneamente
como intranasalmente, e modelos de desafio nas espécies-alvo. O
modelo de desafio incluiu uma administragao respiratéria alta e uma
administracdo respiratoria baixa. O estudo também avaliou eficacia,
inicio da imunidade e duracdo da imunidade por uma avaliacdo indireta,
soroconversao ou resposta imune humoral apés uma dose unica e duas
doses de vacina. O inicio da imunidade e a duracido da imunidade apés
vacinagao foram como provados.

[00061] Ambos isolados de M. bovis de desafio e vacina originaram-
se de animais diferentes infectados naturalmente. O isolado usado
como o desafio foi anteriormente mostrado causar a doencga tanto de
pulmdo como de articulacdo durante o desafio experimental e
predominou em estudos de desafio isolados mistos. O isolado de vacina
€ um isolado de alta passagem (passagem 106) originalmente derivado
de uma amostra diagnostica. Além disso, os gendtipos dos isolados de
desafio e de vacina foram mostrados ser dissimilares usando o método
de impressao digital descrito neste pedido.

[00062] Dentro dos grupos desafiados de alto volume respiratério (1
e 3), uma redugao de sintomas clinicos respiratorios (72%) e patologia
pulmonar (33%) foi observada no grupo vacinado. A maioria dos
sintomas clinicos respiratorios no grupo nao-vacinado ocorreu entre 0s
dias 2 e 3 pds-desafio. Como mostrado na Tabela 3, a vacina também
reduziu a ocorréncia de doencga articular devido a M. bovis.

[00063] Dentro dos grupos desafiados de baixo volume respiratorio
(2 e 4), uma reducédo (96%) na patologia pulmonar foi observada no
grupo vacinado. Além disso, o grupo vacinado mostrou uma reducao

apreciavel (50%) de sintomas clinicos articulares.
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[00064] Prova de laboratério de amostras de pulméo (IHC, PCR e
cultura) e amostras articulares (PCR e cultura) concordou com a
patologia grossa na maioria dos exemplos. Discrepancias podem ser
atribuidas a distribuigdo bacteriana no sitio de amostragem ou entre
amostras submetidas a prova. A vacina isolada nao foi detectada em
quaisquer amostras de pulmédo testadas por um ensaio de PCR
experimental desenhado para detectar o candidato de vacina e nao o
desafio isolado.

[00065] O novo candidato de vacina de M. bovis vivo atenuado de
alta passagem (05-2823 P106) fornecido tanto através da via intranasal
como via subcutanea administrado 2 vezes com um intervalo de 2
semanas entre vacinagdes foi mostrado ser seguro e eficaz fornecendo
uma reducgao de sinais da infeccéo por M. bovis tanto incluindo sintomas
clinicos como patologia associada (respiratoria e articular) a infecgao
por Mycoplasma bovis em bezerros privados de colostro usando varias
condigdes de desafio. A vacina de M. bovis e a composi¢ao imunologica
foram também eficazes na estimulagcdo de um inicio de imunidade nao
mais do que 14 dias apds uma dose unica e com uma duracio de pelo
menos 42 dias apds a dose unica.

Exemplo 2

[00066] O objetivo desta investigagao foi determinar a seguranga e a
eficacia de trés candidatos de vacina viva.

Materiais e Métodos

[00067] Semanas de idade e foram divididos em 6 grupos. Como
mostrado na Tabela 7, o grupo 1 foi compreendido de 10 animais, que
foram vacinados com Vacina de M. bovis Vivo | no dia 0 (D0) e D14 do
estudo. O grupo 1 foi vacinado subcutaneamente com 2 ml e
intranasalmente com 2 ml em DO e D14. O grupo 2 foi compreendido de
10 animais e foi vacinado subcutaneamente com 2 ml de Vacina de M.

bovis Vivo | em DO e D14 do estudo. O grupo 3 foi compreendido de 9
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bezerros vacinados com Vacina de M. bovis Vivo | em DO e D14. O
grupo 3 foi vacinado intranasalmente com 2 ml. O grupo 4 foi um
controle e ndo foi administrado vacina. O grupo 5 foi compreendido de
2 bezerros que foram vacinados com Vacina de M. bovis Vivo Il. O grupo
5 foi vacinado subcutaneamente com 2 ml e intranasalmente com 2 mi
em DO e D14. O grupo 6 foi compreendido de dois bezerros que foram
administrados com Vacina de M. bovis Vivo lll. Os bezerros no Grupo 6
foram administrados 2 ml subcutaneamente e 2 ml intranasalmente em
DO e D14. Todos os grupos foram posteriormente desafiados com 120
ml do material de desafio. Todos os animais foram desafiados em D28.
[00068] Como observado na Tabela 8, cotonetes nasais foram
coletados de todos os bezerros nos Dias 0, 14, 27, 35 e 41. Na
necropsia, cotonetes de amidala foram coletados de todos os bezerros.
Cotonetes de articulagbes foram tomados de animais com
anormalidades clinicas. Além disso, amostras foram tomadas de outras
posicdes em certos animais mostrando envolvimento de area. Sangue
foi coletado de todos os bezerros nos Dias 0, 14, 27, 35 e 41. Sangue
foi coletado assepticamente de uma veia patela de cada bezerro. Apos

necropsia, os pulmdes foram marcados para lesdes de pulmao.
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Tabela 7: Tratamentos dos Grupos

Substancia de Teste Desafio
Animais/grup
° ) ) Esquema de ) Esquema de
Artigo Dose/Via L _ Material Dose L .
Administragao Administracao
M. bovis Vivo 1|2 ml SQ e ) material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 1|10 DiaOe 14 M. bovis _
(05-2823 P106 2mlIN lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagao)
M. bovis Vivo | ) . material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 2|10 2ml 8Q DiaOe 14 M. bovis ] _
(05-2823 P106 lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagao)
M. bovis Vivo | ) . material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 3|9 2mlIN DiaOe 14 M. bovis ] _
(05-2823 P106 lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagao)
o 2ml SQe| . . material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 4 |9 média somente DiaOe 14 M. bovis ] _
2mlIN lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagao)
M. bovis Vivo II|2 ml SQ e| __ . material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 5|2 DiaOe 14 M. bovis ] _
(05-249 P102 2mlIN lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagéo)
M. bovis Vivo Il |2 ml SQ e . material de desafio com uma | Dia 28 (aprox. 4 semanas
Grupo 6|2 DiaOe 14 M. bovis
(05-1902 P106 2mlIN lavagem em 5 ml de PBS apos vacinagao)
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Tabela 8: Esquema de Amostra

Dia Evento Amostras Prova
-42a0 Observacgdes Gerais (Diariamente) -- --
Aprox -35 Amostras coletadas Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
Entalhe de orelha BVDV (IHC)
0a28 Avaliacao clinica -- --
0 Amostras coletadas Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
12 Vacinagao -- --
14 Avaliacao do sitio de injegao -- --
Amostras coletadas Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
22 Vacinagao -- --
27 Amostras coletadas Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
28 Desafio - -
29a42 Observacgao Clinica (Diariamente) -- --
35 Amostras coletadas Cotonete nasal (Umido/Seco) M. bovis (Cultura/PCR)
Sangue (SST) M. bovis (ELISA)
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Amostras coletadas

Cotonete nasal (Umido/Seco)

M. bovis (Cultura/PCR)

Sangue (SST)

M. bovis (ELISA)

42

Necrépsia e Patologia Grossa

Amostras coletadas (P6s)

Cotonete de amidala (Umido/Seco)

M. bovis (Cultura/PCR)

Tecido Pulmonar (Conservado)

M. bovis (IHC)

Tecido Pulmonar (Fresco)

M. bovis (Cultura/PCR)

Cotonetes de articulagao (Umido/Seco)

M. bovis (Cultura/PCR)
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Resultados e Discussao

Sinais Clinicos Pré-desafio

[00069] Avaliagdes clinicas foram feitas do Dia -1 até Dia 28. Fezes
moles/aquosas, descarga ocular, depressdo e letargia foram
observacgodes clinicas notadas durante esta fase do estudo, e ndo foram
atribuidas a um efeito da vacinagdo. A observacéao de sitios de injegcao
nao registrou reagdes de sitio adversas exceto o bezerro 6134 (grupo
6) que mostrou inchagao no 1° sitio de inje¢éo no Dia 14.

Sinais Clinicos Pos-desafio

[00070] Observacdes clinicas foram feitas do Dia 28 até Dia 42.
Tosse, respiracdo forcada, depressao, articulacbes inchadas,
coxeadura e orelha caida foram observacdes clinicas notadas durante
esta fase do estudo. Sinais clinicos foram divididos em trés tipos
(respiratorio, articular e outro) tipicos de infecgéao por Mycoplasma bovis.
Sinais respiratérios incluiram tosse, respiracao rapida/dificil e descarga
nasal. Sinais articulares incluiram articulacbes inchadas e coxeadura.
Outros sinais incluiram orelha caida, cabeca caida, depressao e
anorexia. A tabela 9 exibindo resultados individuais pode ser encontrada
abaixo:

Tabela 9

Dre O I 2 3 9 4 & 7
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Chave para Sinal Clinico:

1 Tosse

2 Respiragao rapida (dificil)
3 Descarga nasal

4 Inchacgo Articular

5 Coxeio

6 Orelha Caida

7 Cabeca Caida

8 Depressao

9 Anorexia

A Diarreia

B Descarga Ocular

C Laceracgao da Pata

Caixa Preta = Animal removido do estudo

Tabela 10 - Incidéncia de Escores Clinicos durante o periodo Pos-
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desafio
Respiratério Articular Remogao Precoce
o Qo Q
Grupo Q. Q Q.
g 13 g |3 g |3
g |8 € |g |8 |2 |8 |&@ |<
g |8 (2 |8 |8 |8 [8 |8 |3
< w X < w X < I X

Vac Viva |

1 (SQ+IN) 3/9 |33% |0% 6/9 [67% |33% |4/9 |44% |56%

2 Vac Vival (SQ) [0/9 |0% [100% |7/9 |78% |22% |4/9 |44% |56%

3 Vac Vival(IN) [0/9 |0% [100% |5/8 |63% [38% |3/8 |38% |63%

Vac Viva |l

5 (SQ+IN) 0/2 |0% |100% [0/2 |0% 100% |0/2 | 0% 100%
Vac Viva |l
(SQ+IN) 0/2 |0% |100% [0/2 |0% 100% |0/2 | 0% 100%
Sem vacina 2/6 |33% 6/6 |100% 6/6 |100%

[00071] A tabela 10 é subdividida em observagdes clinicas
respiratérias e articulares confirmadas (cultura e/ou PCR) tipicas de
infeccdo por Mycoplasma bovis. Além disso, as taxas de remocéao

precoce devido ao envolvimento severo articular sdo informadas.

Patologia Pulmonar
[00072] Na necropsia, os pulmodes foram coletados e observados

para lesdes associadas com M. bovis. Os animais exibiram variabilidade
em caracteristicas patoldgicas, tais como consolidagdo e formacgao

nodular. Os resultados do envolvimento pulmonar foram expressos

como percentual

usando um sistema de marcacao que reflete a porcentagem do pulméo
total com a patologia grossa associada com a infecgao por Mycoplasma
bovis. Em alguns casos, a determinacao de percentual de pulméao foi
impedida por adesdes ou natureza atipica de lesdes. Abaixo esta uma
tabela com as proporgdes de individuos exibindo qualquer quantidade

de lesbes pulmonares e variagdo percentual/envolvimento pulmonar

percentual médio.
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Tabela 11 - Sumario de Escore de Patologia de Puimao

Patologia de Pulméo
Grupo % de |% Média de|% de Reducao
Afetado L . .
Variacao Lesao de Lesao
1 Vac Viva | (SQ+IN) 7/9 0,2a20 1,0£0,9 86%
2 Vac Viva | (SQ) 9/9 0,4a12,5 28+3,8 61%
3 Vac Viva | (IN) 5/8 0,2a39,2 6,3+13,5 13%
5 Vac Viva Il (SQ+IN) 1/2 N/A 0,2+0,3 98%
6 Vac Viva lll (SQ+IN) 0/2 N/A 0,0 100%
4 Sem-vacina 6/6 2,0a19,5 7,2+6,9

Patologia Articular

[00073] Na necropsia, articulagbes de animais que anteriormente
exibiram sintomas clinicos (inchagao e/ou coxeadura) foram examinadas
para a patologia grossa. Areas afetadas variaram por animal e podem
envolver carpo, jarrete, patela, machinho e/ou cotovelo. Animais
apresentaram inchacdo total, fluido sinovial aumentado, fluido de
aparéncia anormal e espessamento da capsula articular. Em bezerros
afetados mais severamente, fibrina estava presente onde houve eroséo
da superficie articular. Amostras de fluido articular e/ou cotonetes
superficiais foram testados por cultura e PCR para a presenca de
Mycoplasma bovis. Vacinagao usando qualquer uma das vacinas vivas

atenuadas reduziu com sucesso 0s numeros totais de bezerros afetados.
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Tabela 12 - Incidéncia de Articulagdes Clinicas Confirmadas em Laboratério

3 Anterior Direita Anterior Esquerda Posterior Direita Posterior Esquerda

e 8| £ $ | o | £ $ o | £ | = | £ |, -

8| s £8|5 |£ |3 |5 |5 | £ |2 |5 |5 |8 |5 |8 |5 |8 |8 | 3

6| c22/2 /8 /8|65 /£ /8 |8 |65 |2 |18 |§f |5 |2 |8 |§ | 3
1 6/9 0% 44% |11% | 0% 1% |22% 0% 0% 1% |[11% |11% |0% 33% |11% |22% |0%
2 7/9 29% |29% |0% 0% 29% | 86% 0% 0% 29% |29% |14% |0% 57% [14% |14% |0%
3 5/8 0% 38% |0% 0% 0% 13% 0% 0% 13% | 0% 13% |0% 13% [13% [25% |0%
4 6/6 50% |83% [33% |0% 50% |100% |0% 0% 67% |17% |0% 0% 83% |0% 0% 0%
5 0/2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
6 0/2 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Grupo 1=Vac | (SQ+IN); 2=Vac | (somente SQ); 3=Vac | (somente IN); 4=Sem-Vac; 5=Vac Il (SQ+IN); 6=Vac Il

(SQ+IN)
Nota: Uma amostra foi informada como confirmada em laboratério se PCR e/ou Cultura foi positiva para M. bovis.
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Deteccao por PCR de M. bovis em Amostras Nasais, de Amidala e de

Pulméao

[00074] As passagens nasais foram amostradas de cada animal por
cotonete nos Dias 0, 14, 27, 35 e 41 ou Dia da Necropsia. Além disso,
durante a poés-morte, as amostras de amidalas foram tomadas pelo
cotonete e tecido representativo de pulmao foi recuperado. As seguintes
tabelas mostram a frequéncia de detec¢cao usando PCR em tempo real
visando um marcador geral de M. bovis (uvrC). Além disso, a amidala e
o tecido de pulméo foram analisados usando um ensaio de PCR de
ponto final recentemente desenvolvido visando marcadores néao
encontrados no isolado de desafio de
M. bovis mas encontrados em todos os candidatos de vacina. Como
esperado, a PCR detectou a vacina de M. bovis e/ou o micro-organismo
de desafio em varias amostras de cotonetes nasais.

Tabela 13 - Frequéncia de Deteccao por PCR de M. bovis em Amostras

de Cotonetes Nasais

Grupo = Dia de Teste

DO D14 D27 D35 Pos
1 Vac Viva | (SQ+IN) 9 0% 33% 0% 1% | 22%
2 Vac Viva | (SQ) 9 0% 0% 0% 22% 0%
3 Vac Viva | (IN) 8 0% 0% 13% 0% 25%
4 Sem-vacina 6 0% 0% 0% 50% | 33%
5 | VacVivall (SQ+IN) 2 0% 0% 0% | 50% | 50%
6 Vac Viva lIl (SQ+IN) 2 0% 0% 0% 0% | 100%

Grupo 1=Vac | (SQ+IN); 2=Vac | (somente SQ); 3=Vac | (somente
IN); 4=Sem-Vac; 5=Vac Il (SQ+IN); 6=Vac Il (SQ+IN)

Nota: Deteccéo por PCR em tempo real visando um marcador geral
de M. bovis (uvrC).
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Tabela 14 - Frequéncia de Detecgao por PCR (ensaio de M. bovis Geral

e Nao-desafio) de Amostras de Tecido Pulmonar e Amidala

Grupo = Amidala Pulméao
Geral |N&o-Desafio |Geral | Ndo-Desafio

1| VacVival(SQ+IN) g 14000  |100% 67% |11%

2| Vac Viva | (SQ) 9 [100% |0% 100% | 0%

3| Vac Viva | (IN) 8 [100% |100% 13% |0%

4 | Sem-vacina 5 [100% |0% 100% | 0%

5|Vac Viva Il (SQ+IN) |2 [100% [100% 50% | 0%

6|Vac Viva lll (SQ+IN) |2 [100% [100% 50% | 0%

Grupo 1=Vac | (SQ+IN); 2=Vac | (somente SQ); 3=Vac | (somente IN);
4=Sem Vac; 5=Vac Il (SQ+IN); 6=Vac Il (SQ+IN)

Nota: Geral = Detecg¢ao por PCR em tempo real visando um marcador
geral

de M. bovis (uvrC); Nao-desafio = Detecgcdo por PCR de ponto final
visando

marcadores ndo encontrados no isolado de desafio em M. bovis mas
encontrados em todos os candidatos de vacina.

[00075] Novamente, como esperado, PCR detectou com sucesso a
vacina viva atenuada na amidala apds vacinacao intranasal, ao passo
gue o microrganismo de desafio foi detectado em uma alta porcentagem
tanto em amostras de pulmao como de amidala.

Sorologia de M. bovis

[00076] Todas as amostras foram testadas no ELISA M. bovis Biovet
para monitorar a resposta sorolégica a M. bovis. Soroconversao foi
marcada de acordo com os multiplicadores agrupados de ODs de
positividade. As seguintes tabelas mostram escore sorolégico medio
detectado de cada grupo nos Dias 0, 14, 27, 35 e pos (o pds representa

uma faixa de dias de estudo de 37 a 41 devido a remogéao precoce de
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certos animais). A soroconversdo vista apos vacinagédo reforga a
conclusao que estas novas vacinas realmente provocam uma resposta
imune adequada em animais vacinados, tais como bezerros com inicio
rapido e duragéo longa (ver figura 4).

Discussé&o

[00077] O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de trés novas e
experimentais vacinas de Mycoplasma bovis vivo incluindo a vacina (05-
2823 P106) (PTA-8694) usando varias vias de administragdo de 2mL
(SQ, IN, SQ+IN) quatorze dias a parte e um modelo de desafio dual nas
espécies alvo. O modelo de desafio usou administracao através do trato
respiratério com a adicdo de uma administracdo parenteral. Além disso,
dois outros candidatos de vacina viva (05-249 P102 (PTA-8696) e 05-
1902-1 P106 (PTA-8695)) foram avaliados para a eficacia usando
somente a via SQ+IN.

[00078] Os isolados de Mycoplasma bovis de desafio e candidatos a
vacina originaram-se de diferentes fazendas naturalmente infectadas.
Foi mostrado anteriormente que o procedimento usando um volume
total de 120 mL do isolado de desafio quando administrado causava
tanto a patologia de pulmé&o como a doencga articular durante o desafio
experimental e predominou em estudos de desafio de isolados mistos.
Os candidatos de vacina viva sao isolados de alta passagem
originalmente derivados de amostras diagndsticas. A alta passagem dos
candidatos de vacina foi realizada pelo envolvimento de diluicao
limitante em série em meios apropriados para Micoplasma. Foi
observado que o candidato de vacina de alta passagem 05 2823 P106
demonstrou crescimento restrito em algumas formulacbes de agar
seletivas para Micoplasma, enquanto o parental de baixa passagem
isolado ndao mostrou a mesma caracteristica. Adicionalmente, os
gendtipos dos isolados de desafio e de vacina foram (como determinado

pelo método de impresséao digital) mostrados ser diferentes.
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[00079] Multiplos parametros foram investigados durante este estudo
para avaliar beneficios da vacina. Daqueles parametros, taxas de
remogao dos animais e sintomas clinicos articulares foram usados como
indicadores primarios de protecdo articular. A patologia pulmonar
(percentual de lesbes pulmonares grossas) foi usada como indicador
primario da protecao pulmonar. Outros dados, tais como a detecgao do
organismo a partir do tecido, distribuigao articular e sorologia
forneceram dados adicionais de confirmagdo, como fez a
soroconversao para M. bovis apds vacinacao.

[00080] Todos os grupos mostraram redugao de doenga pulmonar e
beneficios protetores articulares apos receber o candidato de vacina da
Vacina de Mycoplasma bovis Vivo | (05-2823 P106) apesar da via ou
combinacao das vias como demonstrado por uma reducao de lesdes
pulmonares, sintomas clinicos articulares e taxas de remocido de
animais. A via combinada SQ e IN (Grupo 1) resultou na maior reducéo
das lesdes pulmonares (86%) comparada com 0s grupos que usam
somente uma via unica. Adicionalmente, os resultados das lesdes de
pulm&o, sintomas clinicos articulares e redugdes da taxa de remocao
confirmam o beneficio de receber dois outros candidatos de vacina da
Vacina Viva ll (05-249 P102) e Vacina Viva lll (05-1902-1 P106) por uma
via combinada SQ e IN. Resultados de ELISA demonstraram uma forte
resposta humoral a vacinacdo com todos os candidatos de vacina
confirmando que o inicio da imunidade apds uma vacinagao unica é tao
logo 14 dias e que a duracédo da imunidade é pelo menos 41 dias (ver
figura 5).

[00081] Todos os candidatos de vacina demonstraram segurancga.
Nenhum animal de qualquer grupo recebendo uma vacina apresentou
sintomas clinicos durante o periodo de vacinagcdo e somente um animal
qgue recebeu a Vacina Viva lll (05-1902-1 P106) mostrou reatividade em

um sitio de injecdo e aquela reatividade foi insignificante.
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Adicionalmente, os resultados de PCR mostraram detecg¢ao de M. bovis
nao desafio a partir de tecido de amidala de grupos recebendo somente
um candidato de vacina através da via IN e detecgao nédo desafio a partir
do tecido pulmonar somente em um unico animal que recebeu Vacina
Viva | (05-2823 P106) por ambas as vias SQ e IN.

[00082] Os dados apoiam a conclusédo que, em geral, as vacinas de
M. bovis vivas novas, atenuadas feitas conforme a presente invencéao e
fornecidas por varias vias da administracdo sdo seguras e eficazes,
rapidas no inicio e longa duragdo na prote¢cdo como composi¢oes
imunolégicas para vacinagao de bezerros para prevenir e reduzir varias
manifestacdes de doenca causadas pela infeccdo com M. bovis
virulento de tipo selvagem.

Exemplo 3

[00083] Este exemplo descreve o processo de impressao digital de
DNA usado para diferenciar cepas de M. bovis pelo isolamento,
amplificacdo e deteccao de DNA usando o método e iniciadores como
descrito em WO 2008-030619

Materiais e Métodos

[00084] Isolados de Mycoplasma sp. foram usados nos estudos.
Isolados foram obtidos de fontes internas ou isolados do campo obtidos
a partir de animais infectados. Os isolados foram cultivados usando uma
combinagao de agar seletivo e caldo para Micoplasma por 1 a 7 dias.
Para isolar DNA, as culturas de caldo foram giradas e precipitadas. DNA
a partir do precipitado entéo foi extraido (usando o Kit de Tecido Qiagen
DNeasy e ressuspenso em agua de grau molecular). DNA genémico foi
quantificado usando Picogreen (Invitrogen). Iniciadores foram
desenhados com base nas sequéncias de insercdo conhecidas
(elementos transponiveis) presentes no genoma bacteriano
(Mycoplasma bovis) e sdo descritos em WO 2008-030619. Iniciadores

externamente opostos foram manualmente selecionados a partir das
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extremidades de elemento (excluindo as regides de repeticdo terminal)
em uma Tm de 55 a 58C. As reacdes de PCR entédo foram realizadas
usando um master mix de PCR multiplex (Conjunto Qiagen Multiplex
PCR). As reagdes continham Master mix 1x, 300nM de cada iniciador e
1 ng de molde de DNA. As condi¢des de ciclagem térmica foram 95C
por 15 minutos, 35 ciclos a 94C por 30 segundos, 56,1C por 90
segundos, 72C por 2 minutos, com uma extensao final de 72C por 4
minutos e uma manutencdo a 4C. Os produtos amplificados foram
separados em gel de agarose 4% com brometo de etideo (Invitrogen E-
gel), corridos por 50 minutos a temperatura ambiente e visualizados sob
luz UV.

Resultados e Discussdo

[00085] Os resultados mostraram que cada um dos isolados usados
neste pedido de patente teve uma impressao digital unica. Entretanto,
como mostrado no Exemplo 2, cada isolado foi também uma vacina de
cultura viva atenuada eficaz que foi eficaz no fornecimento de protecéo
cruzada contra um desafio isolado tendo uma impressao digital diferente
do que qualquer um dos candidatos de vacina. Trés isolados de campo,
05-2823 P106 (PTA-8694), 05-249 P102 (PTA-8696), e 05-1902-1-P106
(PTA-8695), foram cultivados e DNA isolado de acordo com o protocolo
acima. 2 a 5ng de DNA de cada isolado foram amplificados de acordo
com o protocolo acima usando um multiplex de 4 conjuntos de
iniciadores de IS identificados como SEQ ID N°. 1 a 8 como descritos
em WO 2008-030619. Os produtos amplificados foram separados em
um gel de agarose 4% E-gel Invitrogen contendo brometo de etideo (de
acordo com o fabricante) por 50 minutos e visualizados sob luz UV.
Todos os isolados produziram padrdes unicos. Os padrdes foram
reprodutiveis usando aliquotas independentes sob condi¢des de reacao
de PCR da amostra.
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REIVINDICAGOES

1. Vacina, caracterizada pelo fato de que compreende uma
cepa de bactéria Mycoplasma bovis avirulenta atenuada em que a cepa
de Mycoplasma bovis avirulenta atenuada é selecionada a partir do
grupo que consiste nas cepas de bactéria Mycoplasma bovis atenuadas
depositadas no ATCC sob os numeros de acesso PTA-8694, PTA 8695
ou PTA 8696.

2. Vacina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a composi¢do imunogénica compreende pelo menos
10E3 CFU das bactérias vivas da bactéria Mycoplasma bovis atenuada
avirulenta por dose.

3. Vacina de acordo com a reivindicacao 2, caracterizada
pelo fato de que a composi¢ao imunogénica compreende 10E6 a 10E10
CFU de bactérias vivas da bactéria Mycoplasma bovis atenuada
avirulenta por dose.

4. Vacina de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 3, caracterizada pelo fato de que uma dose da composicio
imunogénica € formulada em 1 ou 2 ml.

5. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 4, caracterizada pelo fato de que que a composi¢cao imunogénica &
eficaz na estimulagcdo do inicio da imunidade em 14 dias apds a
administracido de uma dose unica.

6. Vacina, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 5, caracterizada pelo fato de que a composi¢ao imunogénica € eficaz
na estimulagdo da duragdo da imunidade de pelo menos 42 dias apos
a administracdo de uma dose unica da composi¢ao imunogénica.

7. Método de atenuacao de M. bovis, caracterizado pelo fato
de que compreende:

a. passagem das bactérias M. bovis por mais de 10 vezes;

b. obtengao das bactérias M. bovis cultivadas;
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c. testar as bactérias M. bovis cultivadas obtidas sob a etapa
b) para sua patogenicidade e imunogenicidade;

d. propagacao das bactérias M. bovis ndo-patogénicas, mas
imunogénicas para obter as bactérias M. bovis atenuadas.

8. Método de producdo de uma vaina como definida em
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que
compreende uma mistura de bactérias de uma cepa de M. bovis
atenuada, avirulenta, com um veiculo farmacéutico aceitavel.

9. Uso de cepas de bactéria Mycoplasma bovis atenuadas
depositadas no ATCC sob os numeros de acesso PTA-8694, PTA 8695
ou PTA 8696, caracterizado pelo fato de ser para a preparagao de uma
vacina para o tratamento ou profilaxia de infeccbes causadas por M.
bovis ou para a redugao da severidade ou incidéncia de sinais clinicos

causados pela M. bovis.
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FIG. 1

Frequéncia de Recuperagdo de Cultura a partir de Amostras Nasais, de Amidala e de Pulmao
(Dias 0, 14, 28, 35 e Pos)
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FIG. 2

Frequéncia de Detecgéo por PCR a partir de Amostras Nasais, de Amidala e de Pulmao
(Dias 0, 14, 28, 35 e Po6s)
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FIG. 3

Escore de Grupo Médio para Anticorpos especificos para M. bovis a partir de Amostras de Soro
(Dias 0, 14, 28,35e 42)
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FIG. 4

Comparagéo de Sorologia para Grupo Vac Viva |, Il lil e sem Vacina (SC+IN somente)
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FIG. 5

Comparagéo de Sorologia para Vac Viva | usando Varias Vias de Administragéo
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