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DESCRIPCION
Vacuna para proteger a un rumiante contra la neumonia causada por Pasteurella multocida

La presente invencion se refiere a una vacuna para proteger a un rumiante contra la neumonia causada por
Pasteurella multocida. La invencién también se refiere a la fabricacion de tal vacuna y a un procedimiento para
proteger a un rumiante contra la neumonia causada por Pasteurella multocida.

En general, las bacterias de Pasteurella multocida pueden causar enfermedades en animales salvajes y
domesticados, asi como en seres humanos. La bacteria se puede encontrar en aves de corral, felinos, caninos,
conejos, ganado vacuno y cerdos. En aves, Pasteurella multocida puede causar célera aviar. El serotipo A:1 de
Pasteurella multocida esta mas asociado con el colera aviar. El serotipo D de Pasteurella multocida puede causar
rinitis atréfica en cerdos. Ciertos serotipos, tales como B:2 pueden causar septicemia hemorragica, una infeccién
sistémica en rumiantes, por ejemplo en bovinos (es decir, animales que pertenecen al género Bos, tales como
vacas, novillos, bueyes, cualquier otro ganado, bufalos, etc.). Las bacterias que pertenecen al serogrupo A, en
particular el serotipo A:3, pueden causar neumonia en los rumiantes, en particular en bovinos. La neumonia es una
infeccion local del tracto respiratorio inferior (en bovinos a menudo asociada a la enfermedad respiratoria bovina). La
presente invencién se refiere a aquellas bacterias que causan dicha neumonia en rumiantes, en particular bovinos.

Las bacterias Pasteurella multocida que causan neumonia en los rumiantes son un comensal del tracto respiratorio
superior de estos animales (Allen et al.; Can. J. Vet. Res., 1992, 56: 177-183). En otras palabras, el tracto
respiratorio superior (que incluye la cavidad nasal, la faringe y la laringe) de la mayoria de los animales alberga estas
bacterias sin causar ninguna reaccion fisiologica, tal como una enfermedad o una respuesta inmune contra estas
bacterias. La induccién de la enfermedad a menudo se asocia con estrés, especialmente por el transporte o la
infeccion con virus patégenos. La proteccion contra la enfermedad (que incluye ayudar a prevenir o mejorar la
enfermedad) puede tener lugar mediante vacunacion sistémica de los animales con una vacuna que comprende
bacterias P. multocida vivas o muertas como se conoce habitualmente en la técnica (véase, por ejemplo, S.M. Dabo
et al. en Animal Health Research Reviews, 8 (2), 2008, 129-150). En general, a la hora de vacunar a animales muy
jévenes, (es decir, de menos de 3-4 semanas de edad) puede ser preferente una vacuna que comprenda bacterias
vivas. Generalmente, una vacuna con microorganismos muertos es menos eficaz en presencia de anticuerpos
maternos. Sin embargo, por otro lado, una vacuna con microorganismos vivos puede ser menos segura en dichos
animales jovenes. En particular, puede producirse un shock después de vacunar a animales jovenes con las
bacterias vivas atenuadas de los serotipos causantes de neumonia.

Confer et al. (Amer. J. of Vet. Res., 1996, 57: 1453-1457) estudiaron las respuestas de anticuerpos contra las
proteinas de membrana externa de Pasteurella, después de la vacunacion y la exposicion de terneros de 5-8 meses
de edad. Las vacunas se prepararon a partir de un aislado de campo de P. multocida A: 3 y se administraron dos
veces con un intervalo de 7 dias. Consistieron en bacterias vivas administradas por via subcutdnea o por exposicion
del cuerpo entero a un aerosol, o en bacterias muertas administradas por exposicion a aerosoles. Las vacunas
aplicadas por Confer et al. no fueron muy efectivas, ya que requirieron 2 administraciones: una vacunacion de
sensibilizacion y otra de refuerzo. Ademas, la via de administracién por exposicion a aerosoles de todo el cuerpo es
totalmente impracticable para la vacunacion a gran escala o para el uso en condiciones de campo: requeria la
incubacién de pequefios grupos de animales a la vez, durante al menos 15 minutos en una habitacién cerrada.

El objetivo de la invencion es proporcionar una vacuna que proteja, es decir, al menos ayude a prevenir, mejore, en
realidad prevenga o cure, contra la neumonia causada por Pasteurella multocida, cuya vacuna es segura en
animales jovenes.

Para este fin, se ha ideado una vacuna para la administracion en las vias respiratorias superiores de un rumiante, en
la que la vacuna comprende bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas, teniendo lugar la administraciéon a
través de la atomizacion de la vacuna. Es decir, la vacuna se administra pulverizandola como una neblina de
particulas finas (con un diametro medio promediado en volumen de menos de 200 ym) para alcanzar las vias
respiratorias altas del animal. Se espera que la administracion de las bacterias de Pasteurella multocida atenuadas
en las vias respiratorias altas sea intrinsecamente segura, ya que incluso las bacterias de tipo salvaje generalmente
no inducen enfermedad cuando estan presentes en las vias respiratorias altas. Sin embargo, no se esperaba de
antemano que se produjera una respuesta inmunitaria (y mucho menos una respuesta adecuada) contra las
bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas: incluso las bacterias de tipo salvaje cuando estan presentes en
esta parte de las vias respiratorias no inducen una respuesta inmunitaria en circunstancias normales.
Sorprendentemente, administrando bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas (del tipo que causa
neumonia en rumiantes en la forma no atenuada, en particular del serogrupo A, en particular del serotipo A:3) en las
vias respiratorias altas en forma de una fina neblina de particulas, se induce una respuesta inmunitaria adecuada
contra bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas. Se observa que la atomizacion puede realizarse no solo
cuando la vacuna esta en forma liquida (las particulas son gotas), sino también cuando la vacuna esta en forma
sélida (por ejemplo, un polvo o torta liofilizados de las cepas en un estabilizador), en cuyo caso la vacuna se puede
extender como un polvo fino, normalmente una torta liofilizada en polvo de la bacteria en una matriz estabilizadora.
Se estima que es practico un limite inferior de las particulas atomizadas (al menos, el diametro medio promediado en
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volumen) de 1 um, ya que para obtener particulas mas pequefias puede ser necesario un alto aporte de energia que
podria ser poco practico.

La vacuna resultante es segura en terneros jovenes (menos de 3-4 semanas de edad) y provoca una respuesta
inmunitaria adecuada contra las bacterias de Pasteurella multocida causantes de la neumonia (es decir, provoca una
respuesta inmunitaria que al menos ayuda a prevenir, mejora, en realidad previene o cura la neumonia causada por
bacterias de Pasteurella multocida). Se conocen muchas cepas atenuadas de Pasteurella multocida (por ejemplo, la
cepa dependiente de estreptomicina como se conoce de la referencia de Dabo mencionada anteriormente, o cepas
gue tienen mutaciones en los genes phyB, phyA, hyaE, hyaD, hyaC, hyaB, hexD, hexC, hexB y/o hexA, como se
describe en el documento US 2008/0241192 (Kumar et al.). Sin embargo, el tipo de atenuaciéon no es importante
para la invencion como tal. La invencion se refiere a el sorprendente hallazgo de que una respuesta inmunitaria
contra bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas puede ser provocada incluso si estas bacterias se
administran en las vias respiratorias altas (donde P. multocida de tipo salvaje esta presente como comensal y no
induce una respuesta inmunitaria), si la administracion se lleva a cabo mediante atomizacién. De hecho, el tipo de
atenuacion puede afectar a la virulencia restante de la bacteria y, por lo tanto, a la seguridad y eficacia de la vacuna.
Sin embargo, el equilibrio de la seguridad y la eficacia para encontrar la atenuacion deseada no se refiere a el
descubrimiento mencionado anteriormente de la presente invencién.

La invencién también se refiere al uso de bacterias de Pasteurella multocida vivas atenuadas para la fabricacion de
una vacuna que, tras la administracion en las vias respiratorias altas de un rumiante mediante atomizacion intranasal
de la vacuna, proporciona proteccion contra la neumonia causada por bacterias de Pasteurella multocida, y a un
procedimiento para proteger a un rumiante contra la neumonia causada por bacterias de Pasteurella multocida,
comprendiendo el procedimiento la administracion de una vacuna, que comprende bacterias de Pasteurella
multocida vivas atenuadas, en las vias respiratorias altas del rumiante por atomizacion de la vacuna.

Aunque la administracion en las vias respiratorias altas podria tener lugar a través de, por ejemplo, la boca del
animal (administracion oral de una neblina fina de particulas para alcanzar la faringe y, opcionalmente, la laringe), la
vacuna de la invenciéon es para administracion intranasal. Se ha demostrado que la administracién intranasal
conduce a una buena respuesta inmunitaria de la mucosa contra las bacterias.

Como es bien sabido en la técnica, la administracién intranasal se define como la administracion "dentro de la nariz"
(The American Heritage® Medical Dictionary, Houghton Mifflin Co.).

En una realizacion, la atomizacién proporciona una niebla de particulas de vacuna que tienen un tamafio promedio
de particula (volumen) por debajo de 50 ym de didmetro. Se reconoce que al tener particulas mas pequefias, mayor
es la superficie de la mucosa que puede ser alcanzada directamente por la vacuna. Se cree que esto lleva a una
respuesta inmunitaria mejorada. Se ha demostrado que un tamafio de particula inferior a 50 ym es practico y
adecuado para provocar una respuesta inmunitaria. En una realizacion adicional, el tamafio promedio de particula
esta entre 20 y 40 um de diametro.

En otra realizacién mas, la vacuna comprende adicionalmente virus parainfluenza-3 vivo atenuado y virus sincitial
respiratorio bovino vivo atenuado para la proteccién contra la enfermedad respiratoria causada por el virus
parainfluenza y el virus sincitial respiratorio bovino. Se cree que afiadiendo virus inmunogénicos a la vacuna, de
modo que los virus estimulen la respuesta inmunitaria de la mucosa en las vias respiratorias altas, también se
obtendra una respuesta inmunitaria mejorada contra la bacteria Pasteurella. Aunque los virus en la vacuna son
inmunogénicos, estan atenuados y, por lo tanto, no inducen la enfermedad. Esto significa que no causan efectos
patolégicos reales en la mucosa de las vias respiratorias, en contraste con sus homaélogos de tipo salvaje. Se cree
que la cepa o tipo de atenuacion particular de las cepas de virus no es esencial para esta realizacion: dado que los
virus son (inherentemente) totalmente ajenos a la bacteria, la respuesta inmunitaria especifica contra los virus
simplemente no puede ser esencial para obtener mejor proteccién contra la bacteria. Muchos virus de parainfluenza-
3 vivos atenuados y virus sincitiales respiratorios bovinos vivos que provocan una respuesta inmunitaria después de
la administracion en las vias respiratorias altas son conocidos en la técnica, tal como, por ejemplo, por las vacunas
comercialmente disponibles Inforce™ 3 (Pfizer Animal health), Nasalgen™ I[P (Merck Animal Health), TSV-2™
(Pfizer Animal Health) y ONSET™ 5 (Merck Animal Health).

En otra realizacion, la vacuna comprende virus de la rinotragueitis bovina infecciosa vivos atenuados. También se
sabe que este virus esta implicado en enfermedades respiratorias, en particular de bovinos, y por lo tanto, se cree
que la proteccion contra este patdégeno potencia alin mas el efecto protector de la vacuna actual contra la
enfermedad respiratoria.

En una realizacion adicional, la vacuna para su uso de acuerdo con la invencion es para administracién a bovinos,
preferentemente a una edad de menos de 3-4 semanas.

Se observa que una vacuna en el sentido de la presenta invencion es una constituciéon adecuada para la aplicacion a
un animal, comprendiendo uno o mas antigenos en una cantidad inmunolégicamente eficaz (es decir, capaz de
estimular el sistema inmunitario del animal objetivo lo suficiente como para al menos reducir la efectos negativos de
una exposicion a los microorganismos de tipo salvaje), combinados normalmente con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, tal como un liquido que contiene agua, comprendiendo opcionalmente agentes
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inmunoestimulantes (adyuvantes), que, tras la administracién al animal, induce una respuesta inmunitaria para tratar
un enfermedad o trastorno, es decir, ayudar a prevenir, mejorar o curar la enfermedad o trastorno.

En general, puede fabricarse una vacuna usando procedimientos conocidos en la técnica que comprenden
basicamente mezclar los antigenos (0 una composicibn que contiene los antigenos) con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, un vehiculo liquido, tal como agua (opcionalmente tamponada), o un
vehiculo sélido tal como se usa habitualmente para obtener vacunas liofilizadas. Para una vacuna con
microorganismos vivos, una cantidad inmunolégicamente eficaz esta, normalmente, entre 10* -10° UFC/dosis para
bacterias y entre 10° -10"° DICTso/dosis para virus, aunque dependiendo de la atenuacién, la cantidad puede ser
menor (para microorganismos menos atenuados) o mas alta (para microorganismos mas atenuados).
Opcionalmente, se afladen otras sustancias, tales como adyuvantes, estabilizadores, modificadores de la viscosidad
u otros componentes, dependiendo del uso previsto o de las propiedades deseadas de la vacuna. Para la
vacunacion son adecuadas muchas formas, en particular formulaciones liquidas (con antigenos disueltos,
emulsionados o suspendidos; los volimenes de administracion tipicos estan entre 0,1 y 10 ml, preferentemente
entre 0,2 y 5 ml, preferentemente 2 ml 0 menos) pero también pueden ser adecuadas las formulaciones sélidas,
tales como polvos para dispositivos de atomizacion.

En una realizacion adicional, la vacuna para su uso de acuerdo con la invencién se aplica mediante una Unica
administracion, preferentemente el volumen administrado se divide para ambas fosas nasales.

El término atenuado como se usa en el presente documento se refiere a la incapacidad de un microorganismo, en
particular una bacteria o virus, para inducir un conjunto completo de sintomas de la enfermedad que normalmente
estan asociados con su homdlogo patogénico virulento (a menudo de tipo salvaje). Puede atenuarse de tal forma
que no se repligue dentro de una célula o animal huésped, o se replique a una velocidad que no sea
significativamente perjudicial para la célula o el animal, y/o no induzca una respuesta perjudicial del huésped. Una
cepa atenuada puede exhibir una capacidad reducida para sobrevivir en un huésped y puede contener una o mas
mutaciones en uno 0 mas genes de virulencia como se conoce habitualmente en la técnica.

En una realizacién, la vacuna para su uso de acuerdo con la invencién que comprende bacterias de Pasteurella
multocida vivas atenuadas para la proteccién de un rumiante contra la neumonia causada por P. multocida mediante
la administracion de la vacuna a las vias respiratorias altas del rumiante mediante atomizaciéon de la vacuna, se
caracteriza por que la administraciéon se lleva a cabo mediante atomizacion intranasal; las particulas de vacuna
tienen un tamafio promedio de particula entre 20 y 40 um de diametro; la vacuna comprende adicionalmente virus de
parainfluenza-3 vivos atenuados y virus sincitial respiratorio bovino vivos atenuados, y opcionalmente, también
comprende virus de la rinotraqueitis bovina infecciosa; las bacterias P. multocida vivas atenuadas proceden de una
cepa dependiente de estreptomicina.

La invencion se explicara adicionalmente basandose en los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1

Se evaluaron varios dispositivos de atomizacion con respecto al tamafio de particula obtenido. En este ejemplo, se
probaron tres canulas, que se pueden fijar a las jeringas estandar. La primera canula es la LMA MAD Nasal™
(“MAD”), disponible en LMA North America Inc, San Diego, CA, EE. UU. La segunda canula es el aplicador Rispoval
(“Pfizer”), disponible en Pfizer Animal Health, Bruselas, Bélgica. La tercera canula es la boquilla aplicadora flexible
azul de 1" disponible en Genesis Industries, Inc. EImwood, Wisconsin, EE.UU. (“Genesis”).

Estas canulas se probaron con WFI regular (agua para inyectables) y el tamafio promedio en volumen de la gota
obtenido se establecid usando un analizador de tamafio de particulas Sympatec™. Los resultados se indican a
continuacion en la Tabla 1.

Tabla 1 Tamafo medio de la gota con varias canulas
Tipo de canula Tamafio promedio en volumen Desviacién estandar (um)
(diametro en pm)

MAD 32,8 8,8
Pfizer 39,5 4,6
Genesis 197 No determinado

Parece que con las tres canulas se puede lograr la atomizacion del WFI. Para los experimentos posteriores se utilizd
la canula MAD.
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Ejemplo 2

Se usaron dos grupos (llamados Grupo 1 y Grupo 2), consistente cada uno en veinte terneros de 2 semanas de
edad (captura limpia y privados de calostro) para los experimentos. En cada grupo, se vacuné a diez terneros una
vez por via intranasal con la vacuna de Pasteurella multocida vivas (véase a continuacion) y se dejaron diez terneros
como controles no vacunados. A las cinco semanas de edad, se expuso a todos los terneros por via intratraqueal
con P. multocida de tipo salvaje. Durante 7 dias después de la exposicion, se observo que los terneros desarrollaban
signos clinicos de enfermedad respiratoria, en particular neumonia.

A los 7 dias de la exposicion (0 antes en caso de signos clinicos graves), se sacrificd a los terneros y se realiz6 la
necropsia, es decir, se examinaron en busca de lesiones pulmonares. Los experimentos con el segundo grupo
tuvieron lugar varios meses después de los experimentos con el primer grupo.

Vacuna

En ambos grupos, se utiliz6 una vacuna que contenia una cepa AhyaE de Pasteurella multocida, derivada de la cepa
P1062 de serotipo A:3 De tipo salvaje que carece de la capsula (véase en Genbank EMBL AAK02858.1, el gen).
Justo antes de la administracion, las bacterias se disolvieron en WFI (agua para inyectables) para alcanzar
aproximadamente 5x10” UFC/ml. La UFC/ml real fue de 4x10’ para el Grupo 1y de 8x10’ para el Grupo 2.

Se ha previsto otro experimento en el que la vacuna, ademas de la cepa de Pasteurella multocida mencionada
anteriormente, contiene BRSV vivos atenuados (por ejemplo, las mismas cepas que en el producto "Jencine ™ 4",
disponible en Merck Animal Health, Summit, NJ, EE.UU.) y virus Pi3 vivos atenuados (por ejemplo, la misma cepas
que en el producto Bovilis™ IBR-PI3 vivos, disponible en MSD Animal Health, Boxmeer, Paises Bajos).

Cultivo para exposicién

Para la exposicion con Pasteurella de tipo salvaje, se realizaron dos cultivos para exposiciéon, uno homologo de la
cepa vacunal, el otro heterdlogo. Para el cultivo para exposicion homaélogo se inoculé Pasteurella multocida P1062
en agar sangre y se incub6 16-24 horas a 37 °C. Posteriormente, se realiz6 una inoculacién con el asa en 100 ml de
TPB y se incubé durante 7-10 horas a 37 °C. Para el cultivo para exposicion heter6logo se inoculé Pasteurella
multocida 971/90 en agar sangre y se incubd durante 16 horas a 37 °C. Posteriormente, se realizé una inoculacién
con el asa en 100 ml de TPB y se incubd durante 4-5 horas a 37°C.

Ambos cultivos se diluyeron con PBS con un objetivo de aproximadamente 3,3x10% UFC/ml. Se observa que, dado
que Pasteurella multocida es un patégeno secundario (es decir, en general no causa la enfermedad), se requirié una
dosis de exposicion muy alta, en combinacion con la administracion a la parte inferior de las vias respiratorias (véase
a continuacion), para inducir neumonia.

Vacunacién

Para cada grupo, se dividio a los terneros en dos subgrupos (grupos A y B) de 10 animales. Se vacuné al grupo A
una vez por via intranasal administrando 2 ml de la vacuna viva reconstituida en una fosa nasal, el grupo B se dejé
como controles no vacunados. En el grupo 1, la vacuna se administré utilizando una jeringa de plastico normal, lo

gue condujo a la administracion de la vacuna como una corriente de fluido, que se disgrega en grandes gotas. En el
Grupo 2, la vacuna se administro utilizando el dispositivo MAD, lo que condujo a la atomizacion de la vacuna.

Exposicion

A las 5 semanas de edad (3 semanas después de la vacunacion), se expuso a todos los terneros por via
intratraqueal a 30 ml de cultivo de exposicion, con el objetivo de obtener una dosis de exposicién de
aproximadamente 1x10™° UFC por animal.

El grupo 1 se expuso al cultivo homologo, el grupo 2 se expuso al cultivo heterdlogo.

Andlisis de |la seguridad

Con el fin de evaluar la seguridad de la vacuna, se sometié a los animales a observacion a diario para evaluar la
salud y el comportamiento general.

Exploracién post mortem

Siete dias después de la exposicion, se sometié a los animales a una exploracién post mortem con especial atencién
a los pulmones. Para cada lébulo pulmonar se registré el % de consolidacién, que corresponde a neumonia real.
Ademas, se volvié a aislar Pasteurella multocida a partir de muestras post mortem para determinar la carga
bacteriana de los pulmones con la bacteria. Para ello, se extirparon muestras de tejido de ocho sitios estandar
representativos de los lébulos de cada mitad del pulmén (4 sitios por mitad); el tejido enfermo se selecciond,
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preferentemente, para cada sitio, si estaba presente. Las muestras de imagen especular (las dos muestras del I6bulo
equivalente en cada mitad) se combinaron para obtener 4 muestras por ternero. Cada muestra combinada se
sumergié en agua hirviendo durante 3 segundos, se homogeneizd, se diluyé en serie 10 veces y se inoculé (100 pl)
en placas de agar con sangre y, a continuacion, se incubé durante 16-24 horas a 37 °C.

Andlisis estadistico

Se evaluaron las puntuaciones de consolidacion y reaislamiento pulmonar mediante la prueba U de Mann-Whitney
usando el programa estadistico Statistix ™ para Windows.

Resultados

Seguridad

La vacunacion con ambas vacunas parecié ser segura y no se observaron signos clinicos relacionados con la
neumonia o el shock.

Neumonia y reaislamiento

En las Tablas 2 y 3, se muestran los resultados de las puntuaciones post mortem para la neumonia (porcentaje de
consolidacion pulmonar) y el reaislamiento de Pasteurella multocida (log10 UFC) para el Grupo 1. Tal como se
puede observar, los resultados indican que no se pudieron obtener efectos protectores sustanciales con la vacuna
con Pasteurella multocida viva mediante la administracion de la vacuna en forma de una corriente liquida que se
disgrega en grandes gotas. La incertidumbre real de cualquier efecto fue de 0,43 para la consolidaciéon pulmonar y
de 0,60 para las puntuaciones de reaislamiento.

En las Tablas 4 y 5, se indican los resultados correspondientes para el grupo 2, vacunado con la vacuna viva
administrada en las vias respiratorias altas por atomizacion de la vacuna y expuesto a la cepa de PM (P. multocida)
heterdloga (que, cuando se compara con una exposicion homdéloga generalmente hace que sea mas dificil obtener
proteccion). Tal como se puede observar, las puntuaciones de las lesiones pulmonares se redujeron sustancialmente
en aproximadamente un 50 %. Aunque el analisis estadistico revel6 que todavia hay una incertidumbre de 0,12 (que
en realidad es bastante baja dado el pequefio grupo de animales), esta claro que existe al menos una proteccién
parcial, a pesar del hecho de que la exposicion fue a P. multocida de tig)o salvaje heter6loga. Con respecto al
reaislamiento, parece haber una disminucién de la carga bacteriana en 1.5 . log, que equivale a una disminucién de
la carga bacteriana de aproximadamente un factor 30 (que es un factor diez veces mayor que en el Grupo 1). La
incertidumbre estadistica es solo de 0,10 a pesar del hecho de que el experimento se llevé a cabo en un grupo tan
pequefio.

Tabla 2: % de consolidacion pulmonar, Grupo 1

Grupo Vacuna puntuacion promedio total
1A PM viva, liquido 82,4
1B - 105,6

Tabla 3: Reaislamiento (carga bacteriana en los pulmones), Grupo 1

Grupo Vacuna puntuacion promedio total
1A PM viva, liquido 4.7
1B - 5,2

Tabla 4: % de consolidacion pulmonar, Grupo 2

Grupo Vacuna puntuacion promedio total
2A PM viva, atomizaciéon 93
2B - 180
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Tabla 5: Reaislamiento (carga bacteriana en los pulmones), Grupo 2

Grupo Vacuna puntuacion promedio total
2A PM viva, atomizacion 2,8
2B - 4,3
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REIVINDICACIONES

1. Vacuna que comprende bacterias atenuadas vivas de Pasteurella multocida para su uso en la proteccion de un
rumiante contra la neumonia causada por P. multocida mediante la administracion de la vacuna en las vias
respiratorias superiores del rumiante mediante la atomizacion de la vacuna, caracterizada por que la administracion
tiene lugar por atomizacién intranasal y por que P. multocida pertenece al serogrupo A.

2. Vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que la atomizaciéon proporciona una
neblina de particulas de vacuna que tienen un tamafio promedio por debajo de 50 ym de diametro.

3. Vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada por que el tamafio promedio de particula
esta entre 20 y 40 ym de diametro.

4. Vacuna para su uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizada por que la vacuna
comprende adicionalmente virus parainfluenza-3 vivo atenuado y virus sincitial respiratorio bovino vivo atenuado
para la proteccion contra la enfermedad respiratoria causada por el virus parainfluenza y el virus sincitial respiratorio
bovino.

5. Vacuna para su uso de acuerdo con la reivindicacién 4, caracterizada por que comprende el virus vivo atenuado
de la rinotraqueitis bovina infecciosa para la proteccion contra la enfermedad respiratoria causada por el virus de la
rinotraqueitis bovina infecciosa.
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