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EXTRACTO DE LA DESCRIPCION

La propagacidén y modificacidn-de la feline
calicivirus (FCV) én los cultivos de tejido de felinos
.y el desarrollo de una vacuna 6til para la preiéncién
de las infecciones respiratorias en los gatos por feline
calicivirus, comprendiendo diche vacuna una raza de virus

modificada de FCV.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

‘La infeccidn por feline calicivirus es una enfep—-
medad comin y grave en los gatos, generalmente asociada al
tracto respiratorio. Existen muchos sérotipos registraaos

.en la literétura como causantes desde 1igeros problemas
réspiratorios hasta una grave'neumonia en los gatos. Hay
informes en la literatura que indican que esta enfermedad
es responsable de aproximadamente la nitad de los casos
plinicds de las infecciones respiratorias en los felinos.

El virus infecta las células epiteliéles de la
nariz, pulmén, faringe, tréquea y ojo, ‘causando epiteiiosis
y necrosis. Los sintomes resvltantes varian de uﬁa infec-
¢ién inaparente a una dolencia respiratoria leve, liegando
a los de una grave enfermedad respiratoria con neumonia,

y terminando en ocasiones con la muerte. Ulteriores 1esiones

“ulcerosas dé nariz y lengua se asocian con frecuencia a la
enfermedad, como sucede con la anorexia y la pirexia. El
virus es desalojado dé la nariz, ojos y boca en el curso
de la enfermedad clinica: Las infecciones por feline calici-
virus son con frecuencia graves y complicadas después por
bacterias cuando decrece la resistencia. La mortalidad pue-~
de ser impcrtante, especialmente en los gatitos jévenes.

La transmisibén del feline calicivirus a gatos Susceptibles
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tiene lugar-generalmente por instilaciéﬁ intranasal, por
ejemplo por gotitas expelidas al estornudar o por con-
tacto (generalmente nariz con nariz). La resistencia que
sigue a la recuperacidn de una infeccién natural o experi-
mental es de duracidén moderada.

El grupo FCV de serotipos se denominé primera—'
mente Picorna virus. Este nombre fue cambiado por el Comité
Internacional sobre Nomenclatura Viral en 1971, designando
a este grupo viral como Picorna viradae en el género caglici-

virus. El primer aislamiento de un serotipo de feline cali-

- civirus fue registrado por L. B. Fastier en Amer. J. Vet.

Res., 18, 382 (1957). Desde entonces, han aparecido.varios
informe§ en la literatura que confirman el aislamiento del
feline calicivirus de sujetos felinos en diversas partes
del mundo, que identifican el virus como un miembro felino
de calicivirus, y que describen la transmisién, epidemiolo-~
gia y caracteristicas histolégicas de la enfermedad, asi
como las infecciones observadas en los diferentes serotipos.

Por ejemplo, véase J. L. Bittle et al., Aner. J. Vet. Res.,

21, 547 (1960) y 22, 374 (1961); F. Biirki, Arch. F. die

Gesam. Vir., 15, 690 (1965); R.A. Crandall, Proc. Soc.
Exptl. Biol. and Med. 126, 240 (1967); Kahn and Gillespie,

'Cornell Vet., 60, 669 (1970); Holzinger and Kehn, Amer.

J. Vet. Res., 31, 1623 (1970); y E. Takahashi et al., Jap.
Je Vet. Seci., 33, 8L (1971).

Existe una excelente exposicidén de la cuestidn
pﬁesté al dia, que es la aportada por Gillespie y Scott en
el libro "Advances in Veterinary Science and Comparative
Medicine", Volumen 17, Edtdn por C.A. Brandly and C.E.

Cornelius, piginas 176-188, Academic Press, Inc. , Nueva
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. inoculacidén parenteral.

York, 1973, Gillespie y Scott registraron como infructuosos

_los anteriores intentos de inmunizacién con feline calici-

virus (pigina 189). Hoy dia, no se dispone de ninguna
vacuna efectiva para proteger a los gatos contra el feline

calicivirus.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Conforme a la pfespnte invencidn, se ha hallado
que el feline calicivirus (FCV) puede propagarse en cul-
tivos de tejidos de felinos, de preferencia rifién y lengua,
¥y modificarse y reducirse asi la virulencia del virus de

4

modo que no se observan sintomas de la enfermedad tras una

~

v

En consecuencia, la presente invencidn produce
una raza modificada o atenuada de calicivirus feline vivo,
que cuando se inocula parenteralmente, de preferencia intra-
muscularmente a los gatos, los.inmuniza contra la enferme-
dad del FCV virulento. Sé aporta también una vacuna Que ée
atenda en un grado tal que egtimularé una respuesta de an-
ticuerpos inmunizando con efectividad a los gatoé-para pe-
riodos prolongados.

La vacuna es segufa en cuanto a que no ocasiona

enfermedad en los gatos que la reciben por via parenteral

"ni pasard el feline calicivirus modificado del gato vacu-

nado a los demds gatos que entren en contacto con &1, con
lo que se elimina la posibilidad de que aumente la virulen-
cia del virus por el pasd de un animal a otro.AEsto cons-
tituye ﬁn imﬁortante avance.en la luqha contra la enferme-
dad debida al feline calicivirus.

Se pueden obtener feline calicivirus virulentos,

vivos, de gatos infectados con el virus conforme a métodos
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de aislamiepto e identificacibén descritos en la litera-
tura (por ejemplo, véase J.L. Bittle et al., Amer. J. Vet.
Res. 21, 547 (1960). Los serotipos preferidos de feline
calicivirus para utilizacidn- en este in&ento son aquellos
que estén relacionados seroldgicamente segln.determinan
las técnicas ordinarias, por ejemplo pruebas comparadas
por neutralizacidn a base de suero. En la pégina 183 (Tabla
I) de Gillespie y Scott (ivid.) aparece una lista de diver-
s0s sexotipos dé feline calicivirus. Entre los preferidos

a los fines de esta invencidén, estdn los dos serotipos

designados como "F-Q" y "F-S", La raza F-9 ha sido deposi-

4tada en la Coleccibén de Cultivos Tipo Americanoc (American °

"Mype Culture Colleétion (ATCC) neVR-782.

En general, los aislamientos de virus puecen ha-
cerse frotando las membranas nasal y conjunﬁiva de gatos '
infectadoé con esponjas de hilas de algodéﬂ estériles, hi-~
medas,‘que se sitlan después en un medio adecuado de cul-
tivo de tejido felino, seguido de pasos standard en serie
para replicar y aislar al virus. Un medio de cultivo par-
ticularmente apropiado es el derivado del tejido cortical
de rifiones de gatitos de 8 % 12 semanas de edéd, que se

tripsiniza por un método similar al descrito por J. Young-

‘ner (Proc. Soc. Exptl. Biol. and Med., 85, 202 (1954) para

las células de rifién de mono.

Al preparar las vacunas de esta invencidn, se
ha comprobado que se puede realizar la atenuacidén y modi-
ficacién del feline calicivirus virulento ficil y r4pida-
mente mediante relativamente pocos pasos en serie, por lo
menos 10, ée preferencia por lo menos 13 y, en general,

de aproximademente 1% a 35, incluyendo purificacidn por

R e R L e R T T ]
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una técnica ordinaria de dilucidn terminal, en tejido de
felino, utilizando temperaturas inferiores de incubacidn
de aproximadamente 30£2QC, de preferencia 29-31¢C. ﬁé pu-
rificacién de los preparados ﬁirales se puede realizar
pér métodos ordinarios de tubo o plaga durante o a conti-
nuacidén de los pasos.en serie.

El féiine calicivirus es capaz de propagécién
en tales sistemas de cultivo de tejidos de felino como}por
ejemplo de pulmén, testiculo, riﬁén, timo, lengua y tejido
fetal embribénico, y también en lineas celulares estableci-
das, téles como, por ejemplo, la linea celular de rifdn
de gato Crandall (CrFX), limneas celulares de lengua de ga-
to, por ejemplo al nivel del tercer paso (FcBTé), ¥y linea
celular de feiine neurofibrosarcoma (FNFS). Se prefieren
sobre todo las lineas celulares de la lengua de los felinos.

Los intervalos de tiempo entre pasos deberdn
ser tales que permitan suficientemente que el virus repli-
que entre los mismos, de preferencia de 1 a 6 digs. ElL in~
tervalo dptimo de tieméo entre pasos se puede-determinar
perfectamente mediante técnicas normales, por ejemplo por
observaciones citoféticas,rtaleg como permitiendo gue se

desarrolle el virus durante un paso particular anterior al

"punto en el que se pueda observar un éran efecto citofatico

(CPE) mientras se continfia la incubacidn.

Ta obtencidén con éxito de vacunas medignte el
presente método de bajo pa;o—baja temperatura es realmente
sprpréndente, dado el hecho de gque el paso en serie en el
tejido de felino a temperaturas de incubacidn normales, de
aproximadamente 35~372C, no sltera ni modifica el virus ni

su patogenicidad a aproximadamente el mismo nimero de pasos.
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De acuerdo con esta invencidn, por consiguiente,"
se aporta un procedimiento para atenuar el feline calici-
virus (FCV) virulento para la produccidn de una vacuna ca- -«
paz de inmunizar a los gatos, cuando son inyectados con la
misﬁa, contra el FCV, que comprende; la introduccién de un'
inoculum de FCV virulento en un medio nutritivo dé cultivo
de tejido de felino fluido que no es téxico para dicho virus{

propagar dicho virus por medio de la incubacién de dicho

medio dé cultivo nutritivo del tejido a una temperatura de

aproximadamente BOiZQC durante un pexriodo de 1 a 6 dias, y

& conbinuacidn separar un inoculum de dicho virus y hacer

. pasar en serie el virus a través de otros cultivos de tejido

de felino de esta clase, por un total de por lo menos unos

10 pasos. . .

Los preparados virales producidos por medio de .

esta invencidén se pueden diluir para ajustar su potencia,

"y se lespuedenafiadir estabilizadores, tales como dextrosa y

lactosa, u otras sustancias no téxicas.Se pueden también
desecar los preparados virales, por ejemplo medianiz dese-
cacién por congelacidn, para fines de almacenamiento y con- -
servacién o para una subsiguiente formulacidn en vacunas

liquidas. Se describen estabilizadores Gtiles en la deseca-

- cidn por congelacién en W.A. Rightsel et al., Cryobiology,

1967, 3:423 y D. Greiff et al., Advances in Freeze Drying

(Avances en la Desecacidén por Conmgelacidn), L. Rey, Ed., .

'pp. 10%3-122, Hermann, Paris, 1966, Ademds, se pueden utili-

zar las vacunas en mezcla con otras vacunas inmunogénicas
para adwinistracidén a gatos.
: Se describiré a continuecidn con mayor detalle

la manera en la que Se lleva a la préctica nuestra invencign
”
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en conjuncidn con los siguientes experimentos especificos.
Quede entendido que estos eiperimentos especificos se dan
a titulo ilustrativo ¥ eﬁ modo alguno limitativo. .
- EJEMPLO I

Se toma una muestra de feline caiicivirus virulen-
to vivo (serotipo F-9, ATCC ne VR-782), cultivado~y aislado
conforme al procedimiento descrito por J.L. Bittle et al.,
Amer. J. Vet. Res., 21, 547,.(1960) y se afiade a monocapas
de una linea celular de lengua diploide de felino, en tubos
standard de cultivo o tubos "Leighton" (16 x 125 mm) pre~

parados como sigue. La linea celular de lengua utilizada

es la linea FcBTg a que se refieren K. M. Lee et al., Cornell

Veterlnarlan 59 539 (1969). Cada tubo de linea celular con~
tentivo de 1-2 ml de medio de desarrollo cogsistente en
Eagles Minimum Essential Medium (MEM) con el suplemento de
un 10 % de suero de ternera fetal, 0,1 % de hidrolisato de
lactalblmina, 30 unidades de penicilina, 30 meg de‘egtrépto-
nicina y 2,5 mcg de anfotericina, se siembra con 1 ml de
células de lengua de felind.(200.000 células poriml). S8i es
necesario, se ajusta el pH.qon bicarbonato sédico para man- .
tener un pH de aproximadamente 7,2 - 7,8. Se dejan desarro-

llar las células a aproximadamente §5i290 hasta que se logra

‘una monocapa de células. Se vierten entonces los fluidos y

se afiaden 1-2 ml de un medio de mantenimiento (lo mismo que -
arfiba, con la excepcidn de que se utiliza 1-2 % de suero
de ternera fetal. Se utiIi;an aproximadamente de 4 a 6 de
tales tubos por paso viral.’

A cada ‘tubo de cultivo de tejido se le afiade el ino~
culum de feline calicivirus P-9. El1 tubo asf sembrado se

mantiene a aproximadamente 29-312C hasbta que se observa un
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efecto citopdtico (CPE) al examen microscépico (aproximada-
mente a log 2-7 dias). Cuando el CPE alcanza aproximadamente

un 75-90 % de la monocapa, se recoge el conbtenido del tubo

X ¥ se someten0,2 ml de inoculum a idénticos pasos en serie

en 6 pasos adicionales (7 pasos en total). Tras el 72 paso,
se realiza una purificacidn normal de la dilucidén terminal
utilizando Eagles MEM supiementado con los anfedichos anfi—
bibticos como diluyente con incubacién mantenida a 29-312C.
Después de.7 dias, el tubo final que eg positivo con 75—99%
CPE es sometido a recogida y se repite el procedimiento dos

veces en un total de 10 pasos. Se efectGa wm 112 paso a fin

. de aumentar ‘el volumen por inoculacién de una muestra de

0;5 ml desde el 102 paso a frascos contentivos de monocapas
de cultivos de células de lengua diploides de felino; obte-
nidos por propagacidén de las células de ia.lengua'sggﬁp

se ha descrito anteriormente. Al final del 112 paso se re-
Eoge el resultédo, se identifica y se hace el énélisis vo-
lumétrico por métodos conocidos.

El producto asi preparado constituye une vacuna
en bruto que puede diluirsejsegﬁn ls concentracidn o se le
pueden aiiadir estabilizadorés u_ otras sustancias nbrtéxicas.
Para uso como vacuna, se puede desecar o se puede prepafar(

en forma liquida.

Para la propagacidén y la atenuacibdn del virus,
se puede utilizar cuaiquier medio de cultivo de tejido, no
téxico, nutritivo y fluido. Adembs del medio Eagles MEM
suplementado.arriba descrité, debe guedar entendido que
se pueden utilizar también otros medios de cultivo de tejidos
no téxicos, nutritivos y fluidos.
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EJEMPLO I1

1 M1l de una vacuné preparada segin el Ejemplo 1
y titrada a una cdﬁcentracién de virus a 55é290 de 104’1
TCIDSO/ml (determinado por CPE) se administra intramuscu~
larmente a tres gatos susceptibles. Se mantienen otros
dos gatos como controles no vacunados. Se ha detefminado
previamente que los 5 gatos son sero-negativos al feline
calicivirus. Se observa en géneral evidencia de grave en~
fermedad de FCV iniciada con pirexia al segundo dia y otros
sintomaes clinicog vistos desde aproximadamente el cuarto

dia en adelante tras contacto normal o exposicidn a feline

ca1101v1rus virulento. La concentracidén de antlcuerpos de los

-5 gatos antes de 1a vacuna es.de menos de 1:3 y un mes des-

pués, precisamente antes de la exgosicion, la concentra-
cibén de anticuerpos de los % gatos inocula@os era de un pro-
medio de 1:15 frente a menos de 1:3 en los 2 controles no
vacunados. Los 5 gatos fueron expuestos intranasalioente a .
feline calicivirus viruleno (serotipo F-9) aplicado con un
nebulizador (cada gato denffé de una atmdsfera derraﬁa;
dosis total de 0,025 ml contentiva de éproximadamente

10 TCIDSO' Se observé a 10s gatos durante tres semanas para

la evidencia de la enfermedad clinlca. Los tres gatos vacu.-

" nados permanecieron normales, ein enfermedad clinica ni

sintomas, al contrario que los dos controles no vacunados
que se pusieron muy enfermos con la enfermedad de FCV,mos-~
trando los sintomas tipicos tales como respuesta febril,
0jos y nariz con destilacidn, falita de apetito y maléstar
general. '

EJEMPLO TIIT .

Se tomdé feline calicivirus virulento vivo, cul-
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tivado y aislado conforme al procedimiento descrito por

. J. L. Bittle et al., ibid., y expuesto por dichos inves-

tigadores como un aislado de "F-9", y se hizo pasar en se- .
rie 7 veces consecutivas por cultivos primarios de tejido

de rifién de felino, en intervalos de 1-6 dfas a aproximada-
mente 352C, seguidos de 3 diluciones terminales sucesivas

en cultivos de tejido similares, con un total de 10 pasos
(virus virulento). Se adaptd después el virus a uné linea
celular de lengua de felino (Fc3Tg) a 37°C. (112 paso).

Se hicieron tres pasos adicionales en células de CrFK a

379C. Al l42 paso, se comprobd el viras en los gatos y se

. hallé que causaba signos clinicos tipicos de infeccibn de

FCV (el virus es atn virulento).

El virus del 112 paso (designado como P-0) se ‘
hizo pasar también por tubos contentivos-de una linea celu-
lar de.lengua de felino (células Fc3Tg) a 29-319C por'un to-
tal de 8 pasos sucesivos (P-8) é intervalos de 1-6 diaé,se—-
guidos de 3 diluciones terminales sucesivas (P-11) en cul-
tivos & lengua sinileres s ia misma temperatura. Se hicierén
dos pasos adicionales (P-13) para dar un producto que fue
objeto de otros dos pasos (P-15) que -se utilizé como simien~

te maestra. Se realizaron otros cinco pasos (P-20) para

* establecer un volumen. Se identificaron el P-13, P-15y

P-20 (pasos virales) mediante pruebas de neutralizacidn
por suero con antisuero especifico de cabra de F-9. ILa vg-
cunacidn de gatos con diéhos pasos virales P-13%, P-15 y
P-20 producen importantes cantidades de anticuérpos pro—
tectores que permiten a los animales'resistir al feline
calicivirus virulento.
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EJEMPTO IV
Se tomb 1 M1 de la vacuna preparada en el Eﬁem—

plo III (paso P-20) que poseia una concentracidn de virus

.

a 352C de aproximadamente 105’5 TCID5O/ml determinado por
5 . CPE) y se administré intraﬁuscularmente a cuatro gatos que
previamente se determind eran seropositivos al FCV (sero-
tipo desconocido). Se determind antes de la vacunacién la
concentracibén media como de 1:64 y se halld que la con-
centracidén media un mes después de la vacunacidn era de
10 aproximadamente 1:292. Se expﬁso a dos de los gatos al
. feliné calicivirus virulento (serotipo FPV-255; véase
Kahn and Gillespie, Cornell Vet., 60, 669 (1970) ¥ Amer.
J. Vebt. Res., 32, 521 (1971); y Holzinger and Kahn, Amer..
J. Vet. ﬁes., 31, 1623 (1970); muestra recibida de Xahn) a
‘15 los %-1/2 meses y lps otros dos gastos a }os'5vmeses.La expos,
R A cidn se realizd mediante un nebulizador segin descrito en
el Ejemplo II. Durante tres semanas después de la exposi-
qién fueron observados los gétos diariamente, peroc no
se.apreciaron signos clinicos de enfermedad. Pér'el‘con—
20 ~ trario, los controles no vacunados mostraron una tipica
vy seria manifestacidén de enfermedad de FCV. Este ejempio
muestra que una simple dosis de vacuna aplicada a gatos
ya expuestos aumenta la formacién de-anticuerpos unas 4-5
veces, y cuando se han expuesto 2l feline calicivirus vi-
'25 rulento, los animales han quedado protegidos.
EJEMPLO V
Se afiadieron 500 M1 del material de virus obtenido
‘en el nivel de paso P-20 descrito en el Ejemplo III, a 500
- .10l de un estabilizador de glutamato de N-2 amino-lactosa

30 Y se pasaron a viales ordinarics de vacuna que Se secaron
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mediante procedimientos normales de désecado por congela-
cién. A fines de inoculacidn, se reconstituyeron los viales
con 1 ml de agua estéril destilada exenta de pirdgenos ',.
(concentracidén media de aproxiﬁadamente 10712 TCIDSO/ml),

- Antes dé la vacuna, se halld que todos los gatos experimen-
tales tenfan una concentracién de anticuerpos de menos de
1:2. Se adminiéﬁré 1 Ml de la vacuna asi preparada, intra-
muscularmente, a diez gatos susceptibles con otros cinco
gatos no vacunados mantenidos como controles. Un mes més
tarde, se administrd a los diez gatos vacunados una dosis
idéntica complementaria, intramuscularmente. Las determi-
naciones de anticuerpos antes y dos semanas después de
la iﬁoculacién de refuerzo, segin se indica a continuacién,

dieron aproiimadamente un aumento de 7 veces la formacidn

de anticuerpos.

Antes del 2 semanas .después
refuérzo del refierzo

Gato no 1 1:3 : 21:9%

Gato ng 2 . Li23 © o 1:370

Gato n2 3% ‘ 1:30 ) ' 1:857

Gato no 4 1:8 1;:40

Gato nQ 5. i:40 1:70.

- Gato n2 6 70 1:120

Gato ne 7 1:5% 1:70

Gato n2 8 l:4 l:14

Gato n2 © 1:53 1:471

Gato n? 10 - _1:5% _1:160

' 1134 (media) 1:225(media)

Ademés de la preparacidén de las vacunas instan-

téneas a partir del feline calicivirus virulento vivo,

carae - R o . N

Tt T T e s
t
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esta invencidén se refiere a la preparacidn de una vacuna

de FCV que utiliza el virus, de preferencia del serotipo
F~9, que ha sido modificado por el método descrito'anterior—
me;te. Seria impracticable comercialmente para la prepa-
ra?ién de una vacuna emplear como material inicial para cada
nueva tanda de vacunas feline calicivirus virulento vive
obtenido de gatos infectados y, por ello; es preciso el
requisito de pasos en serie para adquirir el virus modifi-
cado para uso como vacuna. Esta invencidn, por consiguiente,
comprende el método de preparar una vacuna de FCV que con-
ﬁrende la utiligacién como virus inicial de un virus que

ha sid6 ya modificado por pasos en serie en cultivos de-
tejido de felino, segin descrito més arriba, es decir,

un virus "semilla" procedente de una unidad maestra de vi-
rus atenuado. Por consiguiente, se aporta aqui ua proce-
dimiento para preparar una vacuna de feline calicivirus

que comprende la propagacidén de un feline calicivirms ate-
nuado , virus atenuado que es producido por medio del pro-
ceso que se ha descrito, mediante suficientes pasos en se-
rie a una temperatura de incubacibén de aproximadamente
32-%79C en un medio de cultivo'adecuado de tejidos de fe-

lino, fluido y nutritivo, que no es tbéxico para dicho vi-

. rus hasta que dicho medio fluido contenga de aproximada-

8 dosis infecciosas de cul-

meﬁte lO3 a aproximadamente 10
tivo de tejido del indicado virus atenuasdo por ml, y la
recogida de lé vacuna fluida.

Mediante el uso de los procedimientos aqui des-

critos, se puede cultivar rdpida y fécilmente un feline

‘calicivirus modificado, en grandes cantidades y en elevadas

concenbraciones. Utilizando-los. cultivosde tejidosde felinp,

~
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y empleando el feline calicivirus modificado propagado &

través de los mismos, por ejemplo el serotipo F-9, en
concentraciones de por lo menos 103 aproximadamente, -y en

general de aproximadamente 105 é aproximadamente 108, dosis

‘de virus infecciosas del cultivo de tejido, por 1,0 ml de

vacuna final, y mediante la administracién parenteral de 1
nl de tal vacuﬁa’a los gatos, se estimula en'tales’gatos
vacunados la produccidn de anticuerpos protectores contra
el FCV comparables a los produpidos por las infecciones
naturales, sin produccidén de los sintomas patolégicos usua-
les de'enfermedad debidos al feline calicivirus. Los gatos
vacunados son también resistenbtes a las exposiciones al

virus productor de la enfermedad.

Se ha observado un marcado awmento en 1a- res-
puesta de anticuerpos al ser administrada parenterglmentetﬁ
una segunda e incluso una tercera o mis dosis de refuerzo
de las vacunas en cuestibén. Por ejemplo, se ha obzervado
gue se consiguen resultados beneficiosos cuando se aplica
una segunda inyeccidén intramuscular aproxima&améﬁte dos
semanas después de la vacuna inicial. Para obbtener los
mejores resultados, se recomienda no aplicar la segunda

inyeccidén antes de aproximadamente 3~-4 semanas después de

. la primera inyeccidn.

tra caracteristica de esta invencidén es que
se ha hallado que se puede lograr una mejora de la produc-
cién de anticuerpos, ademés de con la mencionada adminis-
:tracién parenteral de dosis de refuerzo de estas vacunas,
mediante exposicidn de los gatos que han sido previamente
‘inmunizados por administracidén pareuteral, de preferencia

I.M., de estas vacunas, al feline calicivirus, por ejemplo
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el serotipo F-9,.por via intranasal, ya haya sido dicho

virus modificado segin la presente invencidn, ya se en-

Esta instilécién intranasal que sigue a la
vacuna parenteral produce.niveles notablemente elevados
de anticuerpos que persisten durante largos periodos de
tiempo. Por ejemplo, cuando los animales asi'tratados son
expuestos a virus virulenté, la proteccidn aportada es mu-
cho més fuerte, segin lo demuestra la falta de sintomas
clinicos de enfermedad tras exposiciones a altas dosis. in-

fecciosas de cultivos de tejidos de feline calicivirus mo-

-dificado, virulento, no modificado. Para obtener los mejo-

reé fesultadbs, ée recomienda que pase un tiempo suficien-
te para que el gato quede sensibilizado tras la vacunacidn
parenteral inicial, a fin de desarrollar por lo menos un
grado minimo de inmunidad, reflejado por la mayor forma-
‘¢ibén de anticuerpos, antes de someter al animal al si- .
guiente contacto intranasal con FCV virulento. De prefe-
rencia, se aplica la instilacién intranésal dentro de las
2-5-semanas siguientes a la vacuna parenteral inicial.

Se realiza flcil y répidsmente la instilébién
intranasal mediante inhalacidn del feline calicivirns,
sea mediante fdérmulas ordinarias de aerosol pulverizadas
en los conductos nasales, sea por gotitas aplicadas a las
narinas externas o a los conductos nasales. Una concentra-
cidn apropiada de feliﬁe‘calicivirus,por ejemplo el serotipe
F-9,tanto si se ha modificado segin queda descrito, como
si se encuentra en su ferma vivea, virulenta Y no atenuada,
.para fines de instilacién intranassl después de una vacu-

nacién inicial por administracidén parenteral es de aproxi-
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madamente 107 a aproximadamente 108 en dosis infecciosas
de cultivo de tejidos, por ml.
Se cree que la vacuna inicial por via parente-

ral seguida del contacto con FCV, modificado o no, por la

‘via respiratoria, constituye un nueve método de inmuniza-

cién contra el feline calicivirus. Tal método proporciona‘
al animal una feépuesta humoral de anticuerpos y una inmu-
nidad local al tracto respiratorio que es mucho més pro-~
tectora contra la enfermedad, debido al FCV. Asi pues,
se aporta aqui un medio para una proteccidén efectiva y du-
radera‘contra la mayoria de los serotipos deFCV.,
EJEMPLO- VI .

_ Se tomd 1 Ml de la vacuna preparada en el Ejem-
plo IIT (P-26 como nivel de paso) y de una poncentfacién .
de virus a 359C de aproximadamente 105’5TCID50/m1 v se
adninistrd intramuscularmente a un gato susceptible (Gato
4) que previamente se habia determinado era sero-negntivo
al FCV. Se mantuvo otro gato como control no vaqunado.

Un mes después & la fecha de 1la inoculaciébn inicial, reci-

'bid el gato vacunado una segunda inyeccién de 1 ml, intra~ -

muscularmente. Aproximadamente 3-1/2 meses después dc la

fecha de la inoculacidn inicial, se sometieron el gato

"~ vacunado y el control no vacunado a una instilacién intra-

nasal de > 10’ICIDg de feline calicivirus virulemto (FPV-
255) con un nebulizador, tal como se ha realizado en el
Ejemplo I1. Se obtuvieron los siguientes resultados, que
indidan una respuesta'siginiéicativa antieuerpos, notable~ -
mente elevada, y carencia de sintomas clinicos de enfermedad
cuendo se ha hecho seguir ls administracién intranasal del

virus a la vacuna parenteral.
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Respuesta de anticuerpos

Concentracidn Concentracidn Sintomas
en el momento un mes después ~ clinicos tras
de la insbtilacidn de la instilacidn la instilacidn
5 : intranasal intranasal intranasal
Gato A - 1:18 T 1:180 ninguno
Control <1:2 1:120 . graves ’

El anterior Ejemplo VI demuestra la caracteris-
tica de esta invencidn por la que se aporta a los gatos
10 una inmunizacién efectiva y duradera contra el FCVpor el
procedimiento que comprende, primeramente, la administra-
cién parenteralmente a un gato de una vacuna de por 1o .
menos aproximadamente dosis infecciosas de los cultivos de
tejidos del 105, de un calicivirus feline atenuado, de pre-
15 ferencia del serotipo F-9, virus oue fue atenuvado en por.
1o menos 10 pasos en serie de uno a .seis dias, a tfavés
de cultivos de tejidos de felino, en un fluido nutritivo,
a una temperatura de incubacién de aproximadamehte 50£290,
seéuidos de una subsiguiente administracién a dicho gato
20 por via respiratoria, de aproximadamente 105 a aproximada-
mente 10° en dosis,infecciosas de cultivos de tejidos, de
feline calicivirus en su forma viva, virulenta y no ate-
‘nuada. Se obtienen también resultados similares con la ad-
ministracidén respiratoria de dosis de lO3 aproximadamente,
25 - a aproximadamente 108, infecciosas de cultivos de tejidos,'
de feline calicivirus atenuvado conforme a los métodos de
‘esta invencién.
En resumen, la Patente de Invencidn que se soli-
cita deberd recaer sobre las‘siguientes

30 -
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REIVINDICACIONES .

1. Un procedimiento para la produccién de una vacuna

Qque cuando se inyecta en gatos es capaz de inmunizarlos contra

el feline calicivirus caracterizado porque comprende los pasos

de: .
. a) atenuar.el feline calicivirus virulento median
te la propagacién de dicho virus a través de por lo menos 10 pa
508 en serie de uno a sels dias por cultivos de tejidos de fe~
lino en un fluido nutritivo; a una temperatura de incubacién de
aproximadamenfe 30%29C,
b) propagar opcionalmente el virus atenuado;.
¢). aislar opcionalmente la vacuna.

2. Un proéedimiento segin la reivindicacibén 1 que —
comprende:la introduccidn de un inoculum de feline calicivirus
infeccioso vivo en un medio de cultivo fluido nutritivo que no
es tdéxico respecto a dicho virus y que contiene células viables

de lengua de felino; la propagacién de dicho virus mediante in-

cubacidén de dicho medio fluido inoculado a una temperatura ée -

aproximadamente 30£29C durante un periodo de 1 a 6 dfas, y 1la -
separacidn a continuacién de un inoculum de dicho virus, del mis
mo, y el paso en serie del virus a través de otros cultivos si-

milares de lengua de felino, con un total de por lo menos unos -

10 pésos. )

3. Un procedimiento segiin la reivindicacidén 2 en el -

que dicho feline calicivirus es el serotipo F-9.

4: Un procedimiento segln la reivindicacidn 1 que —
comprende uns atenuacién del feline calicivirus infeccioso vivo
mediante paso en serie de dicko virus a travész de por lo menos ~
10 cultivos de tejido de felino, nutritivos y fluidos, a una ten

peratura de incubacidén de aproximadsmente 30520C, hasta que se -

o ot - g e e
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obtiene ura conecentracidén de virus de por lo menos dosis de vi

_rus/infecciosas de los cultivos de tejidos de 107 por milili—

!
tro, y la recogida de la vacuna fluida.

5. Un procedimiento segln la reivindicacién 1 que -

comprende: la atenuacién de un serotipo F-9 de feline calici—

. virus infeccioso vivo, mediante paso en serie de dicho virus

a través de por lo menos 10 cultivos fluidos nutritivos con—
tentivos de células viables de lengua de felino, a una tempe-
ratura de incubacidén de aproximadamente 30320C hasta Que se -

obtiene una concentracidén de virus de aproximadsmente dosis -

-fihfedciosas’de los cultivos de tejidos, del virus, de aproxi-

madamente 105 a 188, por mililitro, y la recogids de la vacu-
na fluida.

6. Un procedimiento segln la reivindicacibéa * pezra
preparar ura vacunha de feline calicivirus.en forma sb6lida y -

seca, caracterizado porque se seca a baja temperatura el ©lul

do contentivo del virus atenuado obtenido.

7. Un procedimiento segin la reivindicacidén € zr el

que dicho feline calicivirus es el serotipo F-9.

8. Un procedimiento segtn la reivindicacibén 1 que
comprende: la propagacibén de un feline calicivirus atenvado, -
mediante suficientes pasos en serie a través de cultivos de tg
jidos de felino en un fluido nutritivo a una temperatura de -
incubgcién de aproximadamente 32-372C, hasta que dicho medio
fluido contiene aproximadamente de 103 a 108 en dosis, de vi-
rus atenuado, por ml, infecciosas de los cultivos de tejidos;
¥y ia recogida de la vacuna fluida.

" -9, Un procedimiente seghn la reivindicacién 8, en el
que dicho feline calicivirus es el serotipe F-9.

~
10. Be reivindica por Gltimo como objeto sobre el -
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que ha de recaer.la Pafente de Invencidén que se solicita:

UN PROCEDIMIENTO PARA LA PRODUCCION DE UNA VACUNA QUE CUANDO
SE INYECTA EN GATOS ES CAPAZ DE INMUNIZARLOS CONTRA EL FELI-
NE CALICIVIRUS.

Todo conforme queda descrito y reivindicado en -

. la presente memoria descriptiva que consta de veintiuna pagi

nas mecanografiadas.

Madrid, 21 Noviembre 1.975
BERN RIA
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