Nota de Investigacion

ADICION DEL DEAE-DEXTRAN EN EL ESTABILIZADOR
0 EN SU DILUENTE SOBRE LA INMUNOGENICIDAD
EN LA VACUNA ANTIRRABICA, CEPA V-319/
ACATLAN EN BOVINOS

El DEAE-Dextran es un dietil aminoéter
policationico de dextran con un peso mo-
lecular promedio de 500,000 y se expende
con un contenido de nitrégeno aproximado
de 5.2%. Fl DEAE-Dextran a muy bajas
concentraciones (1%) ejerce su accién so-
bre las cargas negativas de la superficie
celular, por lo tanto estimula la penetracion
o captura dinimica de moléculas tanto de
protcinas como de acido nuclcico (Anéni-
mo, 1973), En 1974, Bijlenga y Van den
Bogard, demostraron las ventajas de agre-
gar DEAE-Dcxtran como adyuvante a la
vacuna antirrdbica de virus vivo, V-319/
Acatlan,

En 1979, Garcia hizo un trabajo previo
a éste, en el que ee estudit la mejor formn
de agregar este adyuvante a la vacuna an-
tirrabica, V-319/Acatlan, dcsarrollada en
el Instituto Nacional de Investigaciones Pe-
cuarias (Bijlenga y Hernindez, 1980). Los
esultados de Garciz (1979) indican que
ol diluente mantiene un pH adecuado para
la viabilidad del virus, que el DEAF-Dex.

tran no tiene efecto negativo sobre el virus
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durante la liofilizacion y que o diluente
gue contiene DEAE.Dextran conserva su
actividad adyuvante después de su esterili-
zacibn en autoclave. Este autor (Garcia,
1979) concluyé que el DEAE-Dextran pue.
de incorporarse sl diluente o al liofilizado
segin sea conveniente para el laboratorio
productor. Posteriormente se ha encontrado
que &l agregar el DEAE-Dextran en el di-
luente o en el liofilizado hay algunas va.
riaciones en cuanto al titulo del producto,
por lo cual se desarrollé cste trabajo con cl
propésito dc obscrvar la variacién en la
capacidad inmunizante para animales
agregar el DEAE-Dextran en el liofilizado
o en el diluente y decidir en qué forma se
debe agregar a la vacuna, ya que Biilen%a
y Van den Bogard (1974) detectaron la
accién adyuvante del DEAE-Dextran cuan-
do se incorpora en el diluente.

Este trabajo se desarrolld en el Centro
Experimental de Tulancinge, Hidalgo. Se
scpararon 4 lotes de bovinos con 10 ani-
males cada uno entre 6 y 12 meses de edad
y con un peso promedio de 190 kg, que
fueron vacunados de la siguiente forma:

Lote nimero 1, animales vacunados con
vacuna antirrabica V-319/Acatlan con DE
AE-Dextran en el liofilizado.

Lote niimero 2, animales vacunados con
vacuna antirribica V-319/Acatlin, con DE
AE-Dextran en el diluente.

Lote niimero 3, animales vacunados con

vacunz antirrdbica V-319/Acatlén, sin DE

Téc. Pec. MEx. 44 (1983)



Cuabgro 1

Anlmules con anticuerpos, media aritmética y media geométrica del titulo
de anticuerpos en bovinos de inmunizados con vacuna antirrdbica V-319/Acatlén

0 Dias 8 Dias 15 Dias 30 Dias 90 Dias

Lote nimero 1* 0/10 5/10 6/10 /1 10/10
DEAE-Dextran** 0 034 (.77 152 1/78

en ¢l liofilizado*** \] 1:2.19 1:5.89 1:33.2 1:67.3
Lote nimero 2. 0 1m a/IN 7/10 R/1L0 g/1%
DEAE-Dextran 0 0.34 081 1.27 1.61

en dl]u?ﬂtc 0 1:2.19 1:6.46 1:18.8 1:40.8
Lote niimero 3. 0/10 5/10 8/10 /10 9/10
Sin DEAE 0 0 34 0. 85 1.31 1.5]

xlran 0 1:2,19 1:7.08 1:20.5 20,6
If_oﬁe_ndmem 4. 0/10 o/10 010 0/10 0/1n

estigo

* Numerc de animales con antlcuerpos con 10 snimales per eada grupo.

¥ Media aritmétien del iituln de antiruerpos.

*** Medla geomdélrica del titulo de antlcuerpos.

AE-Dextran ni en el liofilizado, ni en el
diluente.

Lote niimero 4, animales testigos, sin va-
cunar, Los animales de cada lote fueron
sangrados el dia de la vacunacion y a los
8, 15, 30 y 90 dias posteriores a la vacu-
nacién, para determinar por la prucha de
seroneutralizacién (Atanasiu, 1974), la ta-
sa de anticuerpos producidos en cada fase
del estudio. El virus estandar de desafio
(CVS) o virus estandar de confrontacidén
fue obtenido del Instituto Wistar de Fila-
delfia y proporcionado por el Departamen-
to de Epizootiologia del Instituto Nacional
de Investigaciones Pecuarias. Para este
estudio se preparé un lote, inoculande 200
ratones blancos de 21 dias con 0.03 ml c/u.

Para titular el virus estindar de desafio
se congeld una alicuvta, se centrifugd a
300 g duranle 5 minutos para eliminar
fragmentos de tejido y detritus celulares y
el sobrenadante se diluyd 1:2; considerin-
dose esta dilucion como 1:10 o 101, se
prepararon diluciones decimales desde 10—
hasta 10-® y se inoculé un lotc de 6 rato-
nes con cada dilucién. Se observaron los
animales diariamente durante 21 dias y se
calculé el titulo del virus estindar de de-
safio (CVS) por el método de Reed and

Muench Téenicas de laboratorio en rabia,
Atanasiu, 1976).

El titulo del lote de virus estandar de
desafio (CVS) fue de 10-74/0.03 ml. Ekn ca-
da prucba de scroncutralizacidn se incluyd
una ftitulacibn de virus incubado a 4C
durante 90 minutos como centrol del virus
y otra a 37C, también durante 90 minutos,
a fin de poder calcular el nimere de desis
letales que se agregarcn a cada suero. El
titulo del virus estindar de desafio (CVS)
incubado a 37C fue de 107-8 X7/0.3 ml gy.
rante toda la serie de pruebas.

Segiin lo que demuestran los resultados,
el producto, al adicionarle el DEAFE.Dex.
tran, favorece la penetracién y el desarrollo
del virus.

En el lote niimero 1, la tasa de anticuer-
pos fue ascendente hasta que a los 90 dias,
todos los animales presentaron anticuerpos
y en los lotes 2 y 3, solamente 9 de 10 ani-
males presentaron anticuerpos a los 90 dfas.
Al determinar la media aritmética (Grifica
1) v la media geométrica (Grafica 2) se
observa que en los lotes con DEAE-Dextran
(lotes 1 y 2 )siguen subiendo los titules
de anticuerpos hasta los 90 dias, lo que no
sucede en el lote vacunado sin DEAE-Dex-
tran (Iote niimero 3), en el que después de
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GRAFICA - |
MEDIA ARITMETICA DEL TITULO EN ANTICUERPOS EN BOVINOS
INMUNIZADOS CON VACUNA ANTIRRABICA V-319/ACATLAN
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los 30 dias el titulo permanece constante,
lo que se muestra en el cuadro nimero 1,
En el lote nimero 4 o testigo no se en-
contré ningln animal positive, lo que in-
dica que no estuvieron expuestos a la rabia,

Esto permite concluir que la adicién del
DEAE-Dextran l'avoreoe'iu Tespuesta a la
vacuna como lo habfan demostrado Bijlen-
ga y Van den Rogard (1974) sl favarecer
la entrada del virus a las células, v en esta
forma se logra una mayor replicacién del
mismo, Bajo las condiciones de esta prue-
ba, la respuesta inmunolégica fue mejor
cuando se agregé el DEAE-Dextran en el
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liofilizado. La adicién del adyuvante en el
diluente también es benéfica y podria ser-
vir para mejorar la respuesta inmune a la
vacuna V-319/Acatlin en lotes elaborados
con anterioridad,

Summary

Forty 6 to 12 month old heifers were
divided in four groups 10 animals each.
They where non vaccinated and free of
rabies virus antibodies, The first group
was vaccinated with a vaccine containing
DEAE-dextran on the freeze dried pellet.



GRAFICA - 2

MEDIA GEOMETRICA DEL TITULO DE ANTICUERPOS EN BQVINOS
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The second group was vaccinated with a
vaccine containing DEAE.dextran in the
diluent, The third group was vaccinated
with a vaccine containing no DEAE-dex-
tran. The fourth group was left as unvac-
cinated control.

The rate of antibody production in vac-
cinated animals was mcasured by scroncu:
talization test 8, 15, 30, 90, days after vac-
cination, The best antibody titer was ob-
served in the first group, since nine out of
ten animals had detectable antibodies 30
days after vaccination. The antibody titer
was higher than that of groups 2 and 3.

Ninety days after vaccination all animals

from groups onc and two had detectable
antibodies, while nine out of ten in group
three had antibodies. The unvaccinated con-
trols remained seronegative throughout the
test. This trial indicated that the addition
of DEAE.dextran to the vaccine did im.
prove the antibody response and within the
conditions of the experiment the response
seemed better when the DEAE-dextran was
added in the pellet.

The adition of the adyuvant in the di.
luent is also beneficial and it can be used
to improve the immune response to the vac-
cine previously manufactured, when added
in diluent.
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