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La presente invencidn se refiere a una vacuna
para la proteccidn de équidos frente a los efectos de la
rinoneumonitis equina, a un método para preparar la vacuna,
y a un método para proteger con ella a los équidos.

En breve, la invencién comprende las etapas de

atenuar una cepa virulenta del virus de RNE por paso a tra-

vés de una linea de células Vero a temperatura reducida,

con un cierto nimero de pasos en serie, suficiente para re-
ducir la virulencia del virus sin afectar a su caracter in-
-,
munbdgeno.
La rinoneumonitis es una infeccidn viral aguda
que se cree causada por el virus del herpes equino tipo I,
y estd caracterizada por fiebre, leucopenia e¢ inflamacidn

"

catarral del conducto respiratorio. La enfermedad viral
predispone a infeccidn bacteriana secundaria, que afecta a
diversas partes del conducto respiratorio. Cuando estan
infectadas yeguas prefiadas, el aborto es normalmente una
secuela.

La rinoneumonitis tiene lugar en granjas, en

‘4reas de cria concentrada de caballos. Se observa una pauta

relativamente uniforme en el centro de Kentucky, donde se
han estudiado tanto la enfermedad respiratoria como el .abor
to. La enfermedad respiratoria se observa casi exclusiva-
mente en los caballos jévenes, ya sea en granjas o cuando
La mayoria de las

se relinen para venta o entrenamiento.

granjas del area tienen brotes de rinoneumonitis en otofio

-0 al principio del inviernp, especialmente en octubre, no-

viembre y diciembre. Los brotes en caballos jdvenes estédn
asociados a menudo con el destete y la reunidn en cuarteles

de invierno. Las yeguas de las granjas no tienen en ese mo
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mento signos patentes de enfermedad, pero se puede demostra:

la infectidn por ensayos seroldgicos. La enfermedad se ex-

tiénde répidamente dentro de un Area de establos o de entre;
namiento, quedando infectados todos los caballos dentro de
unos pocos dias o semanas.

Se han observado abortos en tods los meses excep~
to julio y agosto. Son mis abundantes mediado el invierno
y al principio de la primavera. De 700 abortos registrados
en Kentucky, 15% tuvieron lugar en enecro, 24% en febrero,
29% en marzo y 18% cn abril. L1 aborto puede tener lugar
desde el 52 mes de gestacidn hasta el término completo. Al
término completo nacen vivos algunos potros infectados pre-
natalmente. Los datos de 623 abortos muestran que el 11%
tienen lugar al 82 mes, 30% al 92 mes, 36% al 102 mes y 19%
al 112 mes., Los datos indican una relacidn entre la edad
del feto y la aparicidén del aborto, pero el periodo de crian
za de las yeguas y la pauta enzodtica de los caballos jove-
nes tienen una influencia importante sobre la incidencia
estacional y edad del feto en el momento del aborto.

El tiempo de incubacidén entre la inoculacidn
nasal y el aborto varia entre 3 semanas y 4 meses, estable
ciendo que la infeccidén que tiene como resultado el aborto
coincide con la infeccidén enzodtica més temprana de los ca
ballos joévenes en la granja. El virus se extiende f&cilmen
te por contacto directo, fomes y secreciones en aerosol. L1
virus se puede extender desde una yegua que aborta a otras,|
pero en la mayoria de los brotes la evidencia indica que ca
si todas las yeguas del lugar estaban infectadas 1 a 4 me-
ses antes de tener lugar los primeros abortos,

La enfermedad tiene lugar anualmente en caballod
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jévenes de muchas granjas en las que no se han introducido
caballos nuevos, lo que sugiere la presgncia de portadores
entre los caballos adultos. La regularidad de brotes cuan-
do se relinen caballos jévenes susceptibles también indica
un estado de portador. Los brotes son frecuentes cuando los
caballos susceptibles son reunidos para venta, en cercados,
en 4reas de entrenamiento, en reuniones para ‘carreras y en
establecimientos militares,

El periodo de incubacidén de la RNE varia de 2 a 10
dias. La infeccidn primaria de caballos completamente sus-
ceptibles se manifiesta por fiebre y una descarga serosa de
los ollares. Las temperaturas pueden llegar a 4leC, y la

fiebre persiste durante 1 a 7 dias en los casos no compli-

cados. Las temperaturas son usualmente m&s altas en la tar

de que en la mafiana. Hay leucopenia en paralelo con la fie
bre., Tanto los neutrdfilos como los linfocitos est@n depri
midos durante los 2 primeros dias de fiebre. Los linfocitod
vuelven a niveles normales en 2 a U4 dias, y los neutrdfilos
alcanzan de nuevo niveles normales en 5 a 9 dias. Se puede
reducir el consumo de alimento y agua. Se observa ligera
congestidén de las membranas mucosas nasales, y puede haber
edema palpable de los nodos linfiticos mandibulares, La
enteritis y diarrea, edema de las patas, y tendovaginitis
son infrecuentes en los casos no complicados. La depresidn
general es ligera en los caballos que se mantienen en des-
canso. Todos los signos est&n exacerbados por el ejercicio
o trabajo forzados. La recuperacidn es completa en 1 a 2
semanas, a no ser q&e surjan complicaciones.

Puede haber reinfecciéﬁ a intervalos de ¥ a 5 me-

ses o mds. Estas infecciones subsiguientes son usualmente
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asintomatic¢as, sin fiebre, y no dan como resultado compli-
caciones, especialmente en caballos adultos en granjas de
cria. El efecto de la reinfeceidn sobre caballos de'carrg
ras o sometidos a trabajo duro no se conoce,

La vacuna de la presente invencidn es Qna for-
ma atenuada del virus, preparada a partir de una cepa viru-
lenta de virus dg_rindneumonitis equina (RNE), que se pasd
en cincuenta (50) pasos por la linea de células Vero (rifién
de mono) a 262C, ‘

En breve, la invencidn se refiere a una vacuna
que se prepara por un procedimiento que comprende las eta-
pas de inocular un cultivo de células de tejido con una cg
pa virulenta de virus de RNE, de manera que tenga lugar la
reproduccidn del virus, pasar®en serie el virus asi prcpaga
do por cultivos de células de tejido adicionales, en un ni-
mero suficiente de pasos y bajo condiciones tales que lous
virus queden atenuados a un estado no virulento, sin perder
su cardcter inmundgeno,

La atenuacidn, o modificacidén del cardcter vi-
rulento o patdgeno de bacterias o virus a un estado no viru
lento o no patdgeno, es bien conocida en la técnica.

La modificacidn o atenuacién de la morfologia
y/o del cardcter patdgeno ha sido provocada por muchas téc-
nicas. A veces, el paso en serie repetido por tejido del
hospedador atenfia al organismo; el paso en serie por un te-

jido que sea diferente del tejido del hospedador conduce a

miento de radiacidn, paso a baja temperatura, y otras técni
cas, han sido usados por el bacteridlogo y virdlogo para prd

ducir organismos patdgenamente inertes, que conservan su ca-
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pacidad de‘hacer que sus hospedadores formen anticuerpos o
inmunidad mediatizada por células, capaces de neutralizar
eficazmente un patdgeno. La atenuacidn sin pérdida.dé carag]
ter inmundgeno de un organismo vivo es completamente impre-
decible, y sélo se pueden usar métodos empiricos para deter
minar la eficacia de cualquier técnica dada. Por ejemplo,
una técnica dada que ha resultade aplicable a un tipo de vi
rus no siempre puede ser proyectada como aplicable a otro,
Se han sefialado técnicas anteriores para atenuacidén de una
cepa virulenta de virus de RNE. Por ejemplo, el paso en
serie de un virus virulento de RWE por fejido de hamster,
con alguna adaptacidn, ha sido sefialado por E.R. Doll en Vet|
Bull. 32, 1493. La patente de los EE.UU. n2 3.725,542 descri
bid la atenuacién de una cepat;irulenta de virus de RNE por
cultivo y multiplicacidn de virus de rinoneumonitis, despro-
vistos de una fuente elegida de entre caballos infectados,
potros infectados, y fetos de caballo abortado, en tejidoé
susceptibles elegidos de entre drganos suscéptibles (tales
como rifidn de mono) de animales de ensayo susceptibles, y
lineas.permanentes de células susceptibles adecuadas para

el cultivo y multiplicacidn de dichos virus, implicando di-
cha multiplicacidén de tres a 10 pasos; atenuando completamen
te los virus hasta que hayan perdido caricter patdgeno para
el caballo, por paso en serie por cultivos primarios de célul
las obtenidos de ovejas, cerdos y lechones, y por lineas per|

manentes de células estables derivadas de estos cultivos pri

Se postula que la proteccidén inmundgena frente
a una exposicién subsiguiente a un virus virulento de RNE no

tiene lugar a no ser que el virus no virulento se reproduzca
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por si mismo en el animal hospedador, y se pueda recuperar
e identificar tras haber tenido lugar la vacunacidn. Hasta
la fecha, ninguna de las cepas de virus atenuado sefaladas
posee esta caracteristica, y no proporciona el grado de pro
teccidn deseado,

Sin embarfo, se ha hallado ahora, y forma el
objeto de la presente invencidn, que si la linea estable de

células del mono verde africano, Cercopithecus aethiops, la

linea de células Vero, es inoculada con un virus virulento
de RNE y se pasa en serie por tal lined de células a tempe-
raturas reducidas, por gjemplo 232C a 332C, el virus queda
atenuado y no virulento, pero alin conserva su cardcter inmu-
négeno, es decir, cuando se introduce en un h@spedador equi-
no desencadenard su mecanismo inmunoldégico para producir an-
ticuerpos virales e inmunidad mediatizada por células. Il
animal queda entonces inmunizado para subsiguientes infeccig
nes, y el virus no virulento se puede recuperar del animal
vacunado e identificar,

Usando técnicas ordinarias de paso en serie
que estén normalizadas enla técnica, se ha hallado que se
ha desarrollado el cardcter no virulento deseado, sin pér-
dida del caradcter inmundgeno, tras aproximadamente 30—Gd
pasos a una temperatura comprendida entre aproximadamente
23 y aproximadamente 332C., Sin embargo, se pueden usar has
ta aproximadamente 250 o 300 pasos o mas.

La vacuna de RNE de la presente invencidén se
puede administrar a cualquier especie de la familia de los
équidos por técnica extra- o interparcnterales, La vacuna,
en forma liquida, se puede administrar por via intranasal,

intraorgal, intraocular, intramuscular, intravenosa, intra-
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peritoneal y similares. En forma pulverulenta seca es ade-

con las vacunas de este tipo, se administran de aproximada-
mente 3.000 a 100.000 unidades TCID50 en una sola dosis.
Las etapas del procedimiento de la invencidn

se pueden describir mas claramente como sigue:

1. Reproduccidén del virus

Se prepararon cultivos de células de tejido
usando la linea estable de células Vero, derivada del mono
verde africano, a un nivel de paso de 129, Un recipiente
normalizado de cultivo en vidrio fue sembrado con una sus-
pensién tripsinizada de c&lulas Vero que contenla medio su
ficiente para cubrir las células hasta una profundidad'de
aproximadamente 12,7 mm. Se usd medio esencial minimc (MEM]
de Eagles, segln se define en Handbook of Cell and Orgar
Culture, de Merchant et al, Burgess Publishing Co., 19d&4,
que contiene 10% de suero fetal de ternero como medio de. cre
cimiento (5% en suero de mantenimiento).

Sin embargo, se puede usar cualquier medio nor:
mal de crecimiento, tal como medio de hfdrolizado de lactal+
blmina en solucidén salina equilibrada de Hanks, medio 199,
etc. Los recipientes dercultivé'fueron incubados a 372C du-
rante 1-3 dias, tras el cual se formd una monocapa de cé&lu-
las Vero.

Luego se inoculd el recipiente con herpes I
equino, identificado como aislado Al83 obtenido de la Uni-
versidad de California, usando técnicas asépticas normaliza
das, y tras 24-72 horas de incubacidn a 372C la citopatolo-
gia de las células era sustancialmente completa, 1lo que indi

ca que el virus se habia reproducido. El virus se pasd 13
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veces por células Vero a 372C, como antes, y luego se some~
tid al método de atenuacién detallado a continuacidn.
ATENUACION ‘

Usando matraces normalizados para cultivo de
tejidos, y el medio de crecimiento MEM antes descrito, se
prepararon monocapas de células Vero. Aproximadamente 100
TCIDSO/ml del 139»§aso se introdujeron en los matraces, y
los matraces inoculados se incubaron a una temperatura de
262C, Tras aproximadamente 8-10 dias se notd una pequefia
drea de degeneracidén de células, y se hizo un segundo paso
en serie con algo del medio fluido., La incubacién continud
a 262C, y aumentd la citopatologia celular. Tras cada paso
en serie aumentd la citopatologia, y tras aproximadamente
30-60 pasos en serie se halld que la citopatologia era com-

pleta tras 3-5 dias de incubacidn a 262C, Este virus ate-

nuado se identificd como vacuna RHE A183 V26 P50,

Los siguientes experimentos en vivo se efectua
ron con el paso 502 o 552 del virus adaptado en frio. Todos
los virus de vacuna de RN se administraron por via I.M. prg
funda,

Se produjo una exposicibén a RNL virulenta pa-
sando en serie el virus Al183 sin atenuar por lavados nasaleg
y sangre entera, a través de cuatro caballos. Ll virus pa-
sado por equinos indujo los sintomas clédsicos de rinoneumo-
nitis del RNE, asi como abortos en animales prefiados. La
mezcla de virus de RNE para exposicidn se usd repetidamente
para exponer caballos experimentales, con excelentes resul-
tados en animales no inmunes. Todos los virus de exposicidn
se administraron por via intranasal.

" Se usaron ensayos de neutralizacidn de suerc
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para medir.todas las respuestas seroldgicas a la vacuna de
RNE o virus de exposicidn. '

La pureza del virus de vacuna de RNE producido
como se ha descrito antes se determina neutralizando el efeg
to citopatdgeno (ECP) producido en cultivos de tejido con
suero tipo herpes I equino conocido,

El virus ae'la vacuna produce gran sincitio en
células RK 5 ¥ células Vero a 372C, El sincitio se puede
usar como marcador del virus de la vacuna a medida que el
virus virulento de exposicidn a RNE produce un ECP del tipo
de redondeo de células individuales, en las anteriores 1i-
neas de células, a 372C, )

E1l virus de la vacuna mata a hémsters recién
nacidos, y el virus de la vacuna se recuperd de los hamstersd
muertos produciendo el mismo tipo de marcador sincitial. No
se indujo ninglin sintoma clinico de enfermedades virales
equinas en caballos o potros vacunados, en grupos de edad
variable.

El virus de la vacuna se puede aislar de leuco
citos periféricos equinos de 2 a 11 dias tras la vacunacidn
contra RNE, No se aislan otros :gentes de virus después de
la vacunacidn, excepto el grupo herpes II de virus indige-
nas, Aden&s, el virus de la vacuna recuperado de los caba-
llos tiene el mercador de vacuna (sincitio),

El virus de vacuna experimental Al83 V26 P50 sg

comprobd para los siguientes agentes virales adventicios, po

.técnicas conocidas, y se halld que ninguno estaba presente:

virus de anemia infecciosa equina, grupo de virus herpes It
equino, adeno virus -equino, grupo de virus de encefalomiel;

tis equina, y grupo de gripe equina (A/Equi/l; A/Equi/2).
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El virus atenuado preparado como sela descrito
antes se cultivd en grandes cantidades usando el mismo medio
de desarrollo antes desecrito, en matraces normales de mono-
capa de células Vero. Los matraces se incubaron hasta que
se completd la citopatologia, usualmente en 3-4 dias. Luego
se recégié el medio de desarrollo, y se mezcld con una solu-
cibén estabilizadora y se dividid en dosis unitarias de apro-
ximadamente 1,000 a 10.000.000 TCIDSO/ml cada una, en los
viales usuales para vacuna. Luego se 1iofilizd el material
en los viales, y sc cerrd hermiticamente para uso.

Experimento 1

El siguiente experimento estaba destinado.a de-]
tepminap s1 la vacuna de RNL desarrollada era buena,'y.a ver
si el virus de la vacuna se transmitia a caballos por con-
tacto, Ademds, se iba a ensayar la eficacia de la vacuna
en vivo, frente al virus de exposicidn. '

Un grupo de 6 caballos de razas mezcladas, de
ambos sexos, se alojé bajo el mismo techo en una misma cua-
dra de grupo., La alimentacidn consistié‘en avena y heno her
bdceo, y habia bebederos de autoconsumo. El grupo recibid
la vacuna de RNE atenuada. Todas las vacunaciones se admi-
nistraron por via I.M, profunda. La primera vacunacidn fue
seguida por una vacunacién similar a los 28 dias. Todos los
caballos fueron expuestos a virus de RNI virulentos 56 dias
después de la primera vacunacién. Se observaron los siguien
tes parémetros: todos los caballos fueron comprobados a dia-
rio para observar signos clinicos de RNE, y las temperaturas
y los sueros se observaron durante todo el ensayo. Se eli-

gieron tres caballos para observar el aislamiento de vipus
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de las células de linfa cuajada y sondas nasales. Los ais
lamientos de virus se iniciqron en dos controles de contac-
to en el momento de la exposicidén. Se hicieron Ffrecuente-
mente recuentos completos de sangre en los caballos que se
estaban observandd respecto a los aislamientos de virus.

Se hicieron frecuentemente aiélamientos e -
identificaciones bacterianas en caballos que presentaban
drenaje nasal. Los principales fueron los niimeros 104, 77,
52, 53 y 54, El control de contacto fue el niimero 79, Los
resultados se muestran en las siguientes tablas del Experi-

mento I.

N
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Un examen de los datos presentados en las tablas
del anterior Experimento I, mis la ausencia de signos clini-
cos, indica lo siguiente:

1. La vacuna no indujo sintomas de enfermedad tras cualquier
vacunacidn.

2. El virus de la vacuna no se transmitié a los animales de

control de contacto'en‘un periodo de 56 dias en que se mantu
vieron juntos, antes de la exposicibén. IHubo numerosos ais-

lamientos de virus de herpes II equino en todo este experi-

mento.

Aungue el control, C79, mostrd los sintomas cli-
nicos normales de la rinoneumonitis equina, es decir, infla-
macidn del conducto respiratoric, anorexia y malestar gene-
ral, un aumento de tcmperaturé‘de varios grados por encima
de la normal dentro de dos dias tras la exposicidn a virus
virulentos, y una severa depresidn del recuento dc gldbulos
blancos de la sangre, los principales vacunados estaban pro
tegidos frente a la exposicidén a virus virulentos, segilin se
mide por la falta de sintomas clinicos, temperaturas norina-
les del cuerpo, y recuentos normales de gldébulos blancos de
la sangre.

Experimento 2

El siguiente experimento estaba destinado a de-
terminar si la vacuna de RNL atenuada era buena para yeguas
prefiadas (sin sintomas clinicos ni abortos), y a determinar

la eficacia de la vacuna en animales prefiados, frente a una

_exposicién g RNE virulenta, a obtenecr informacidn relativa

a anticuerpos pasivos de RNE transferidos a los potros, la
ausencia de riesgo de la vacuna a diferentes intervalos de

tiempo de préfiez, y a determinar si el virus de la vacuna sc
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transmitiria a controles de contacto que eran animales pre-
flados no vacunados.

El experimento 2 se dividid en cuatro grupos de
yeguas prefiadas. Dos grupos fueron vacunados una vez y ex-
puestos intranasalmente, 40 dias despuds, a virus de RNE vi-
rulento. Uno de los grupos antes mencionados recibid el 502
nivel de paso del virus de vacuna adaptado en'frio. Los dos
grupos restantes de ycguas prefladas se vacunaron dos veces,
con 20 dias de diferencia, de manera similar a la de antes,
con los mismos niveles de paso de virus de vacuna adaptado
en frio. Los dos {iltimos grupos fueron expuestos intranasal
mente 50 dias después de la primera vacuna. Un quinto grupo
se usd como caballos y potros de control de exposicién.

Se midieron los siguientes pardmetros: tempera-
tura, aislamientos e identificaciones de virus, CBC, titulos
de neutralizacidn de suero, y sintomas clinicos. Los paréﬁe-
tros anteriores se midieron tanto en las yeguas como en los
potros. Los potros fueron examinados para determinar virus
de leucocitos de la sangre y cornetes nasales, inmediataménte
tras ser hallados y dos o tres dias tras el nacimiento. Ade-
mis, se recogieron sueros en el momento de parir a los potros
recién nacidos, y semanalmente después. En algunos casos se
pusieron barreras de arpillera sobre la glandula mamaria, pa-
ra evitar que chupasen tras el parto, con el fin de asegurar
algunas muestras de suero anteriores a los calostros. En al-
gunas yeguas se midid el anticuerpo neutralizador de RNE en
los calostros. Ademds, se recogieron muchos pares de muestralb
de suero, de potros y yeguas, en el momento del nacimiento o
mis tarde,

Muchos de los potros nacidos durante este experi-
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mento fueron vacunados con el virus de vacuna de RHE atenua
do a los 10 a 21 dias de edad, y estos datos se presentarén
desde el pﬁnto de vista de ausencia de riesgo, en el Experi-
mento 3. Lbs datos obtenidos de este experimento se presen

tan en las siguientes tablas del Experimento 2.
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La Tabla del anterior Experimento 2 muestra la
ausencia‘de riesgo y la eficacia de la vacuna de RNE atenua
da de la presente invencidén. Se vacunaron y expusieron los
caballos, y los datos de los Grupos 1 y 2, aue se vacunaron
dos veces, y Grupos 3 y 4, que se vacunaron una vez, muestra
ambos, la ausencia de riesgo y la eficacia de la vacuna de
RNE atenuada en las yeguas prefiadas, durante y después de 13
prefiez, y no se aisld ningln virus positivo de vacuna de hern
pes I equino de los potros recién nacidos.

TABLAS DI, ATSLAMIENTO DE VIRUS

El niimero de aislamientos de virus de RNL des-
pués de las vacunaciones primera y segunda se compara en
las siguientes tablas de datos de aislamientos de virus.El
nlmero de aislamientos de virus de RNE hechos tras vacuna-
cidn y exposicién se compara entre animales vacunados y de

control.
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El examen de los datos presentados en los Gru
pos 1 a 5 de la anterior Tabla IV indica lo siguiente:
1. La vacuna de RNE era buena cuando se usd en
animales prefiados en etapas variables de preifiez.
2. Las yeguas prefiadas vacunadas estaban protegi
das de aborto y sintomas de RNE después de exposicidn. Mu-
rieron tres de progenie principal. Hubo un aborto un dia
antes de la vacunacidn e iniciacidn del experimento. Un po-
tro murid dos dias después del nacimiento, a causa de una
madre despreocupada, y un potro murid durante el parto de
una madre primeriza. El virus de herpes I equino no se re-
cuperd de esas tres progenies, Las dos muertes que hubo du
rante el ensayo se atribuyeron al azar, y no estaban rela-
cionadas en modo alguno con la RNE, y no se recuperaron ais
lados de herpes I equino de los leucocitos de la sangre ni
de cornetes nasales de: esos potros.
3. Los 12 controles de exposicidn presentaron
sintomas tipicos de RNE - depresidn, respuesta febril, ano-
rexia y leucopenia. Cinco yeguas de control prefiadas sospe
chosas presentaron un aborto y un potro‘muerto a un dia de
edad. De ambas de esas dos progenies se recuperd virus de
exposicién. Dos yeguas presentaron potros normales vivos;
una quince dias y la otra cinco dias después de la exposi-
cidn, De estos dos potros no se recuperd virus de exposi-
cién. Es cucstionable que la restante yegua de exposicidn
estuviese prefiada.
I, Una sustancial inmunidad pasivé a RNL pasd en
los calostros a las progenies, siempre que hubiese un tiempq
adecuado entre exposicidn y parto.

5. " En base a scrologias de neutralizacidn de RKE

.
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que no aumentaban, y aislamientos negativos de virus, la va-
cuna no se transfirid a las dos yeguas de control de contac-
to ni a los dos sementales mantenidos en confinamiento.

Experimento 3

El siguiente. experimento estaba destinado a dak
informacidén relativa a (a) riesgo de la vacuna en potros, tal
como se muestra por signos y exdmenes de patologia clinica;
(b) determinar culndo se puede vacunar a un potro en la fase
de anticuerpos maternos; (c) qué tipo de pauta de aislamien-
to de virus resulta en un potro vacunado de dos semanas de
edad; (d) eficacia del anticuerpo pasivo de RNE.

Los siguientes pardmetros se midieron er el
Experimento 3, Grupos 1 a 4: temperatura del cuerpo, CBC,
aislamientos de virus de cornetes nasales y leucocitos- de

sangre, serologias de neutralizacidén de RNE, y observaciones

Grupo 1 - Respuesta de potros a vacunacidén de RNE

Este grupo de ocho potros procedia de yeguas
con historial bien documentado respecto a su estado de RNE.
Los potros se vacunaron por via I.M. con una sola dosis lio
filizada de 1 ml de vacuna de RNB_AlSé'VZG P55, que conte-

nia 105’8

logs de virus/2 ml, que se reconstituyé con 2 ml
de agua estéril antes del uso.

Grupo 2 - Respuesta de potros a vacunacidn de RNE

(a) L1 potro nimero 6 era un potro huérfano., No se disponia
de historial de RNE sobre la madre del hudrfano.

(b) E1 potro nimero 74 procedia de una yegpa 6e control de
exposicién que parid un potro cinco dias después de una expo
sicidén intranasal a virus virulento de RNE. El virus de ex-

posicidn se aislé de la yegua; sin embargo, no se aisld viru$
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de RNE del potro tras el parto. Ira evidente que no hubo au-
mento de anticuerpos de RHNL en calostros en el corto interva
lo antes del nacimiento, tras la exposicidn,

Grupo 3 - Potros expuestos a virus virulento de RNE

Este grupo de potros consistia en cuatro, que
fueron expuestos intranasalmente, por catéter, con 10 ml de
2,7

virus virulento de RNE que contenia 10 logs de virus/2 nl

E)l historial de RNE de las yeguas implicadas estaba bien do-|

cumentado.

Grupo U:

Este grupo consistlia en dos potros procedentes
de madres con historiales de RNE desconocidos. Los potros
fueron expuestos de manera similar a la de los potros del -

grupo 3.

Los resultados de este experimento se presen-

tan en las siguientes tablas.
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EXPERIMENTO 3 - PARTE B

26057

AISLAMIENTO DE VIRUS, IDENTIFICACION Y/0 EXPOSICION EN POTR(QS

Grupo 1l: Vacunados

+3 45 +7 49 +10 +12 +13 +iu +21

4
48 SN

65 SN

[ ey
(@]
H O H

151 SN

152 SN I

= H -
s |

162 SN
163 SN
165 SN

171 SH

Grupo 2: Vacunados

LC + +
6 SN
LC I I I 1T II 1II 11
74 SN I1 1T

Grupo 3: Potros con Ab pasivo de RNE - Expuestos:

LC I I I
68 SN
LC I I I
706 SN
LC I I I I I
155 SN I I I I
LC I
157 SN I
Grupo U4: Potros de control de exposicidn
LC I ¥
174 SN I I + I I
LC I I T I I -
175 SN I T T I I
I = Virus de herpes I equino
II = Virus de herpes II equino

+ Virus sin identificar
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Ninguno de los potros vacunados mostrd ningfin
signo clinico adverso., Ocasionalmente se aisld la bacteria
Streptococcus zooepidemicus de pasos nasales durante drena-
jes nasales iﬁfrecuentes, que no tenian pauta de relacidn
con la vacuna de RNE,

Ninguno de los cuatro potros expuestos (Grupo
3) que contenian -anticuerpos de RNE de calostros enfermé ni
quedd deprimido, como los potros expuestos que no tenian an-
ticuerpos de RML de calostros.

Era evidente que la températura normal del
cuerpo de los potfos era mayor que en sus equivalentes adul
tos. Ademis, la tensibn.ambiental, tal como la manipulacidn
de los potros y el estar bajo el sol caliente, parecid te-
ner mds influencia sobre las fluctuaciones de temperatura.
Parece haber en general una tendencia a la leucopenia en los
potros vacunados, entre los 3 y 7 dias, La leucopenia es
mis severa en los potros de control expuestos que en los po-
tros vacunados,

Una marcada respuesta febril entre 2 a 6 dias
tras la infeccidn se notd en los potros expuestos que no te-
nian anticuerpos pasivos de RNE., No parece haber una eleva
cidn consistente de la temperatura tras vacunacidén de RNE
en potros expuestos a RNE con altos niveles de anticuerpos
pasivos de RNE, Un potro (155) que presentaba los mis bajos
anticuerpos de RNE de neutralizacidn (1:64) mostrd una eleva
cidn de temperatura similar a la de potros de control de ex-
posicidn; sin embargo, no se observd depresiéh ni anorexia.

7 Los siguientes puntos sobresalientes se pueden
extractar de los datos experimentales obtenidos,

1. E1 virus de cé&lulas Vero, adaptado en frio (262C), se re-
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pite en vivo cuando sc administra por via I.M.; produciendo
una inmunidad protectora (humoral y mediatizada) por célu;
las) frente a virus virulento de exposicién a RNE, cuando
se administra intranasalmente.

2, L1 virus de vacuna no es patdgeno cuando se administra a
yeguas prefiadas y a potros procedentes de diversos antecederj
tes inmunoldgicos de RNE, ﬂ
3. El virus de vacuna se puede aislar de caballos que han tq
nido exposicidén previa a RNL (segln se mide por los anticuer]
pos de neutralizacidén de RNE), o de animales sin anticuerpos
de neutralizacidn. Frecuentemente sc puede recuperar el vi
rus de leucocitos de la sangre lavados, o infrecuentemente
de cornetes nasales.

4, E1 virus de vacuna de RNE fio se transmite a caballos de
control de contacto, en base a la no conversidn sero de ani-
males de control de contacto, y por datos negativos de ais-
lamiento de virus con animales de control.

5. Las serologias de neutralizacidén de animales vacunadoc se
comparan favorablemente con las inducidas por virus virulen
tos de exposicidn a RMNE,

6. Los anticuerpos de RNE de calostros, de alto titulo, trans
feridos pasivamente a potros, protegen aparentemente (np hay;
sintomas visibles) a los potros frente al virus virulento de

exposicidn a RNE.

7. La inmunidad mediatizada por células parece desempeﬁar un!

)

papel importante en la proteccidn de caballos contra los abop

ha hallado alin una manera viable de medir la inmunidad celu-
lar a RNE, aparte de los experimentos de exposicidn directa.

El nimerc de aislados de virus recuperados trap
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vacunacionés con una vacuna de RNE de repeticidn, o exposi-
cidn a virus virulentos de RNE, depende mucho del tipo y
grado de inmunidad que presente el hospedador. Prevalecen

mucho los aislamientos de virus de potros con altos niveles
consideran que esos potros tienen inmunidad humoral, y que,

se exponen a virus virulentos., Sin embargo, la inmunidad
humoral descmpefla poco o ningin papel para cortar un estado
de portador de virus. En contraste, la inmunidad acfivé in
ducida con la infeccidn de virus, yva sea un virus de vacuna
de repeticidén o un virus virulento, induce inmunidad tanto
mediatizada por células como humoral, Por los datos es évi-
dente que tras nueva exposicidn a virus de vacuna de repeti
e¢ibén, o virus virulento, se elimina prdcticamente el estado
de portador de virus; sin embargo, esto no es absoluto. Estq
parece existir en animales no sensibilizados a RNL, y en Ani
males anteriormente sensibilizados a RNE, en base a las se-
rologias. Es evidente que la inmunidad celular, como la
inmunidad humoral, decae con el tiempo. L1 intervalo de
tiempo implicado en el agotamiento de la inmunidad celular
es desconocido en este momento, )

8. L1 virus de vacuna de RNE no cruza la barrera placenta-
ria, en base a muestras negativas de suero de neutralizacids

anteriores a los calostros, en ocho potros recién nacidos.

Ademds, no se aisld virus positivo de vacuna de herpes I

puestas. También resulta que las curvas de agotamiento de
anticuerpos de neutralizacién de RNE, adquiridos pasivamen-

te, en cinco potros aislados, decaen sin interrupcidn, lo qu
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indica que no hay exposicién en el {itero a virus de herpes I
ya que no parece haber induccidn activa de anticuerpos de -
herpes I. ,
9. Los aislamientos de virus de vacuna de RNE se recuperaron
mds frecuentemente de leucocitos de la sangre que de los cox]
netes nasales. Este hallazgo también es aplicable al virus

de vacuna administrado.intranasalmente. Aunque solo produ-

jeron aislados dos principales, de cuatro, todos eran de ley

cocitos de la sangre, Muchos de los aislamientos de virus

(de vacuna) nasal recuperados en los experimentos se pueden

haber originado por diminutas cantidades de sangre absorbi-

das de capilares dafiados cn el proceso de tomar muestras,
con sondas nasales de 15 cm de longitud, de animales en movi
miento. Desde luego, algunas muestras de sonda nasal se pen
dieron a causa de contaminacidén por bacterias y mohos.

10, Hubo tres casos claros de catarro clinico y muchos ais-

lamientos de Streptococcus zooepidemicus, Strep. equisilimis

strep-grupc E, Staph. Aureus, se halld que un potro tenia

Streptococcus equi. Estas bacterias se aislaron periddicamen

te de animales en ensayo. Todas estas bacterias tienen la
capacidad de producir signos clinicos de fiebre y/o drenaje
nasal; por tanto, se vigilaron frecuentemente para ayudar a
determinar la causa de cualquier .anomalia clinica que pudie
ra tender a confundir los resultadbs obtenidos de animaies
en ensayc. En la mayoria de los casns las expansiones bac-

terianas fueron muy evidentes cuando se revisaron los diagra

mas de temperatura del caballo y leucocitos totales.

-

L1 Streptococcus zooepidemicus es frecuente-

mente un agente acompafiante del virus de la rinoneumonitis

equina, lo que no es sorprendente en vistade su naturaleza
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de ubicuidad en la poblacidn equina. Pareceria que cualquie
tensidén severa del caballo puede incitar a la expansién de

Strep. zooepidemicus.

Para resumir brevemente, la presente invencidn
se refiere a una vacuna y al método para prepararla. Un ais-
lado Al83 virulento de un virus de herpes I equino se intro-

duce en una monocapa de una linea permanente de c&lulas Verol,

Que se incuba 3 a 5 dias a 372C, y se completd la citopatolo
gla de las células. Una monocapa de células estables, reciep
temente preparada, de células Vero, se inoculd con una por-
cibén del virus recogide producido. Se volvid a incubar el
cultivo para producir la citopatologia de al menos una por-
cidn de las células de tejidos. Después, una porcidn del vi-
rus producido se pasd en serie al menos 30 veces, a una tem
peratura de incubacibén de 262C, y se recuperd el virus no
virulento, de linea, inmunoldgicamente activo.

Como serd fécilmente evidente para los exper-
tos en la técnica, por lectura de la anterior descripeida de
tallada y ejemplos, se pueden hacer en ella diversas modifi-
caciones sin salir del espiritu de la presente invencidn, y
tal alcance de dicha invencidn solo estard limitado por el

dmbito de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

Los puntos de invencidn propia y nueva que se
presentan para que sean objeto de esta solicitud de Patente
de Invencién en Espafia, por VEINTE afios, son los que se re-
cogen en las reivindicaciones siguientes:

1%.- Procedimiento para la obtencidén de un vi-
rus vivo de herpes de rinoneumonitis equina, atenuado e inmy
noldgicamente activo, que comprende las etapas de: a) intro-
ducir un virus vivo virulento de rinoneumonitis equine en un
cultivo de células de tejido; b) incubar el cultivo has*a qup
se haga evidente la citbpatologia celulér; ¢) recoger una
porecidén del virus asi producido y volver a introducir el vi-
rus recogido en cultivos de tejido frescos; d) repetir el
paso en serie del virus por cultivos de teﬁidos, un nimero
suficiente de veces, a una temperatura de incubacidn sufi-
ciente para producir un virus no virulento vivo, inmunoldgi
camente activo; y e) recuperar dicho virus de dicho medio de
cultivo de tejidos.

2&

.~ Procedimiento seglin la reivindicacién 12,
donde dicho cultivo de células de tejidos es un cultivo de
células Vero.

3%.- Procedimiento seglin la reivindicacién 19,
donde la temperatura de incubacidn de los pasos en serie se
mantiene en una comprendida entre aproximadamente 232C y
aproximadamente 332C,

a s ” ) . .. a
47.~ Procedimiento segiin la reivindicacidn 1%,
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.donde la temperatura de incubacibn de cada paso en serie ed

aproximadamente 262C.

5.~ Procedimiento segfin la reivindicacién
la, donde el paso en serie se efectfia al menos treinta ve-
ces., '

68,~ Procedimiento segln la reivindicacién
la, donde al menos se efecthia 50 pasos en serie en la in-
cubacibén de 2%9C a aproximadamente 339C.

724,- Un procedimiento para la obtencién de
un virus vivo de herpes de rinoneunonitis equina.

Tal y como se ha descrito en la Liemoria que
antecede y para los fines que se han especificado.

v

Esta llemoria consta de treinta y nueve hojas

escritas a mAquina por una sola cara.

Vadrid, Q5.DIC.°"77

P.A.
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