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c. s. I. c. 
INSTITUTO DE LA GRASA Y SUS DERIVADOS 

LA POBLACIÓN MICROBIANA DE LAS SALMUERAS 
DE ACEITUNAS 

por 

Antonio Izquierdo Tamayo. 

En trabajos anteriores (1 y 2) nos hemos ocupado del proceso micro-

biológico en la fermentación de las aceitunas verdes, aderezadas al estilo 

sevillano. Hacíamos en dicho estudio diferentes consideraciones sobre las 

fases de la fermentación, así como sobre las especies de microorganismos 

causantes de la misma y de sus posibles alteraciones. El presente trabajo 

tiende a completar aquél en cuanto a los datos cuantitativos de la pobla­

ción microbiana y a reforzar sus conclusiones en cuanto a la naturaleza o 

clasificación de las bacterias encontradas en la salmuera. 

Para realizar las observaciones que constituyen el tema de esta nota 

hemos utilizado salmueras de aceitunas del almacén de los señores Bru-

guier y Trujillo, tomadas diariamente de dos bocoyes marcados: uno de 

aceitunas gordales y otro de manzanillas. Con objeto^ de comprobar las 

diferencias que pudiese haber se hizo posteriormente lo mismo con dos 

bocoyes del final de la campaña; prácticamente podemos decir que con 

dos de los últimos bocoyes que se llenaron. Al momento de recoger las 

muestras eran hechas las determinaciones de acidez y pH por el labora­

torio de química y pasaban las muestras al de microbiología, donde se 

realizaban las diluciones convenientes por los procedimientos al uso y se 

sembraban en placas con agar-infusión de levadura glucosada a pH 5 

para el recuento y aislamiento de colonias de L a c t o b a c i l l u s y 

levaduras; paralelamente se sembraban (*) diluciones en medio de Levine 

(*) Una vez, más queremos destacar aquí la labor de nuestra laborante seño­
rita Ana María Navas Riao, sobre la que ha recaído la parte más ingrata de las 
siembras y recuentos. 
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para el aislamiento de organismos Gram-negatJvos. Los recuentos y cálcu­
los consiguientes se realizaron como es costumbre en estas observaciones. 

Los datos de todos los recuentos se ofrecen en los cuadros adjuntos.. 

Igualmente se han confeccionado las gráficas con el logaritmo del 
número de bacterias vivas, según es costumbre, las que también ofrecemos 
para mayor claridad en la comprensión de la evolución de las salmueras. 
También nos ha parecido útil incluir una gráfica de las variaciones de 
ocidez y otra de los cambios de pH, para que se observe su correlación 
con el auge o decrecimiento de las poblaciones microbianas. 

C U A D R O I 

Salmuera de aceitunas gordales. (Principio de campaña.) 

Días 
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Aerobacter y es-
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nero Bacillus 

Lactobacillus con 
A #=> Tí^ ri i l P t p f 
.TV. C l U iJ ClL-L C i 

Lactobacillus 
plantarum y 

levaduras 1 

'̂  
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C U A D R O II 

Salmuera de aceitunas manzanilla. (Principio de campaña.) 

Días 
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— " 

Gram-positivos 

— 
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C U A D R O III 

Salmuera de aceitunas gordales. (Final de campaña.) 
(Entradas en salmuera el 7 de octubre de 1952.) 

Días 
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0,80 
0,77 

pH 

5,55 
5,2 

4,6 
- 4,65 
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4,4 
4,35 
4,35 
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Gram-nega-
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9,000.000 
8,000 

z • 

Gram-positivos 
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8.100,000.000 
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15.480,000.000 
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1.383,000.000 
2.196,000.000 
1.390,000.000 
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4,000.000 

Especies \ 
predominantes ¡ 

Lactobacillus | 
con 

Aerobacter 

Lactobacillus j 
plantarum ' 

con 
levaduras ; 

C U A D R O I V 

Salmueras de aceitunas manzanilla. (Final de campaña.) 
(Entradas en salmuera el 7 de octubre de 1952.) 

Días 
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pH 

5,45 
5,2 
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4,7 
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4,35 
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4.9 
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4,1 
4,1 

.4,15 

Microorganismos por c. c. 

Gram-nega-
tivos 

49,000 
49,000 

Gram-positivos 

Especies 
predominantes 
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793000.000 

. 1.494,000;000 
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15.120,000.(X)0 
18,000.000 

9.273,000.000 
1.926,000.000 
1.476,000.000 

491,000.000 
1.636,000.000 

80,000.000 
1^000.000 

22I5OO.OOO 

Lactobacillus 
con 

Aerobacter 

Lactobacillus 
plantarum 

con 
levaduras 
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CAMBIOS DEL pH EN DOS SALMUERAS 

SALMUERA G- lGorda!es (principio de campaña) 
SALMUERA MH-Marlzanillas(Principio de canpaña) 

IE 
fî F 

7 -E 
í L 

r -r 
0 X 

^ 1 
^ 4 -t 

Q . r 0 ^ 

~E 
1 ~t 

JTTÍT 

lllll 
1 

TTÏÏ 

1 
1 
\ 
\ 

< 

l i l i 
2 

TílT 

INI 
! 

TTTT 

^ 

Mil 
\ t 

TílT 

« • - • 

lili 
> e 

rnrr 

• l L , _ 

lili 
) t 

TTTT 

l i l i 
y í 

ÏÏTT 

l i l i 

TTTT] 

lili 

[ïïTT 

l i l i 

TÏÏT 

Mil 

TTTT 

MM 

TITT 

IMI 

[TTiïl 

MM 

M 

Mil 

M\ 

Ml! 

frmi 

w 

l l l l 

TTTri [Tnrr] 

IMI 
) ib ii \2 17 Ú 27 50 Z9 ¿6 53 

MM 

M 

l l l l 

TÏÏTJ 

Mil 
70 8'5 

TTiT 

MM 

—Í 

3 

3 

i 

iZA 

diâs 

Fig. 3, 



Acidez (gramos por cien) 

2̂  

C3'C 

Kl -^J 
? 0 ríoT 

Co E 
ro_h 

03 ± 

•^1 
0»T 

CoT 

P̂ l 
o t 

tnT 

XK 

c 

y III 

1N^ d % 
3 % 

i 

luii 

D Ç 

INI 

\ 
\ 
1 

\ 

i lüi 

:> c 
3 ó 

l i l i 

N. 
1 
f 

1 \ 

Llüi 

lili 

^ 

\ 
\ 
\ 

JIU-

5 p 

lili 

\ 
\ 

l lJi 

5 c: 
n O 

Mil 

S 
s 

IUJJL 

lili 

\ 

mi 

> ? 

lili 

1 
1 
\ \ 

1 

l i l i 

> c 

Mil 

L \ _ 

VJ 
pr 

/f 
l ) 
U 

r% 
•"""»'# 

mL 

> -
3 

lili 

l i l i 

IIH 

l i l i 

a 

i 
ZJ 

i 
mi 

i 
—1 

i i 
d 

i 
3 

i 
H 

3 
H 

i 
i 
3 

H 2:9 

3> 

m 
rs4 

ó 
CO 
Go 
3>. 

73 

CO 



POBLACIÓN MICROBIANA DE SALMUERAS 11 

CONSECUENCIAS Y DEDUCCIONES 

El examen detenido, tanto de los cuadros como de las gráficas, nos 

lleva a hacer algunas consideraciones acerca de la evolución que experi­

menta la población microbiana de las salmueras. 

Primeramente puede verse que no existen diferencias de importancia 

entre las salmueras de principio y fin de campaña. 

las bacterias Gram-negativas comienzan a desarrollarse eo los prime­

ros días rápidamente, alcanzando su máximo hacia el tercer día, para 

decrecer hacia el sexto día en las manzanillas, y hacia el noveno en 

los gordales; el número de las mismas es constantemente más alto en las 

gordales que en las manzanillas. En las salmueras de fin de campaña se 

observa lo mismo, si bien parece que los números tienen tendencia a ser 

más altos y en las manzanillas persiste hacia el cuarto día, para descen­

der bruscamente. La desaparición de estas bacterias coincide, en general, 

con pH alrededor de 4,5. 

Paralelamente se van desarrollando y multiplicando los L a c t o ­

b a c i l l u s conforme las condiciones del medio le van siendo óptimas. 

En las salmueras tiene lugar un rápido descenso inicial del pH, debido a 

la salida de ácidos orgánicos de las aceitunas, formados en su mayoría 

durante el cocidç y los lavados; este descenso hace posible la multiplica­

ción de los bacilos lácticos. Experiencias realizadas por nosotros y aún no 

completados nos han permitido observar que, en medios Con el 7 por 100 

de CINa y pH neutro, los lactobacilos son incapaces de desarrollarse, 

haciéndolo inmediatamente en cuanto se baja el pH a 5; esto es precisa­

mente lo que ocurre en las salmueras de aceitunas. Así, pues, al segundo 

•día de iniciado el proceso aparecen los L a c t o b a c i l l u s en números 

ya relativamente altos, coexistiendo con los Gram-negativos; en días suce­

sivos los bacilos lácticos van en aumento, en tanto que los otros disminu­

yen hasta desaparecer; quedan, pues, al final como casi únicos poblado­

res de la salmuera los L a c t o b a c i l l u s . La aparición de colonias de 

estos en las placas al sembrar salmueras de dos días hace suponer que en 

el período anterior han sufrido unti fase de multiplicación rápida tras un 

período, de latencio; no se han realizado aún investigaciones sobre estos 

estadios iniciales de la salmuera. Respecto a la evolución de la población 

de lactobacilos en las salmueras, los recuentos nos permiten observar que 

sufre oscilaciones con altibajos, pero con una t end^c ia marcada a aumen-
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tar hasta los doce-trece días, para estabilizarse después o descender muy 

lentamente. Dichas oscilaciones pueden obedecerla variaciones en el ma­

terial fermentativo de que dispongan, sin excluir la posibilidad de que 

las muestras se* hayan tomado de distintas zonas del bocoy; pero no dejo 

de tener alguna significación que los números máximos se alcancen hacia 

el mismo tiempo en todas las salmueras estudiadas. En las de principio de 

campaña los números comienzan siendo mayores en las gordales, para 

descender (¿espués e igualarse con las manzanillas, siendo al doceavo 

dio más alto el número alcnnzado en las salmueras de manzanillas. Pare­

cida marcha siguen las de final de campaña, si bien parecen menores en 

éstas las oscilaciones de la población en las gordales. 

Se han.hecho determinaciones y recuentos en salmueras de ocho 

meses, encontrándose cifras de 51.000.000 en las gordales y de 84.Ô0O.00O 

en las manzanillas; así, pues, se ve que el número de bacterias lácticas 

vivas de la salmuera se mantiene durante mucho» tiempo relativamente 

estabilizado, si bien más bajo que durante los días de máxima, que son 

los doce-trece primeros, con altibajos debidos también, muy probable­

mente, a oscilaciones de la temperatura del ambiente. Así, pues, no con­

viene olvidar *que las cifras últimas de los cuadros (ciento cinco-ciento 

veinticuatro días) corresponden a salmueras en el mes de enero, en tanto 

que las cifras consignadas más arriba para salmueras de ocho meses se 

han obtenido en el mes de junio. 

Análogamente al estudio realizado anteriormente (1) se han aislado 

colonias y se han clasificado numerosas cepas, llegándose a reforzar los 

resultados de nuestro trabajo anterior: 

1. Las bacterias Gram-negativas aisladas corresponden al género 

A e r o b a c t e r , siendo la más abundante A. c 1 o a c a e y mucho 

menos A. a e r ó g e n e s . 

2. La especie causante de la fermentación, aislada reiteradamente, 

ha sido L a c t o b a c i l l u s p l a n t a r u m . 

3. Siguen sin encontrarse L a c t o b a c i l l u s heterofermentativos; 

de unas salmueras procedentes de Alcalá de Guadaira se han aislado, en 

cambio, varias cepas de L e u c o n o s l o c m e s e n t e r o i d e s . 

4. En las primeras fases, así como en diversas salmueras deteriora­

das, se aislan también especies esporógenas del género Ba c i I I u s , que 

requerirán un detenido estudio ulterior. 

5. Con los L a c t o b a c i l l u s coexisten diversas levaduras, de las 

10 
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que se han aislado cuatro o cinco tipos diferentes. Su número en salmueras 

de ocho meses se 'ha evaluado en 10.500.000 por c. c. para las gordales 

y 3.500.000 por c. c. para las manzanillas. 

Respecto a los períodos o estadios del proceso fermentativo, en los 

cuadros I y II quedan delimitados los tres que hemos llamado primario, 

intermediario y f inal, dándose su característica en la casilla de especies 

predominantes. Se refuerza también nuestra conclusión del trabajo ante­

rior respecto a la mayor rapidez de la fermentación con relación a los 

estudios efectuados en California. 

RESUMEN 

Se hace un estudio cuantitativo, por el método de recuento en placas, 

de las poblaciones microbianas que se desarrollan en las salmueras de 

aceitunas. Los bacilos Gram-negativos alcanzan un máximo de 400,000 

por c. c. a los tres días, decreciendo rápidamente hasta desaparecer. Los 

Lactobacilos se desarrollan al principio lentamente, para alcanzar nú­

meros elevadísimos a los doce-quince días, decreciendo después y estabi­

lizándose su número en unos 51-84 millones por c: c. Se hacen considera­

ciones sobre la naturaleza de los microorganismos y sobre los diferentes 

períodos del proceso fermentativo, ofreciéndose cuadros con los números 

de las poblaciones microbianas y gráficas demostrativas de su evolución.-

BIBLIOGRAFIA 

(1) IZQUIERDO TAMAYO, Antonio.—1953. Fermentación microbiana 

en eí aderezo de las aceitunas verdes. Microbiología Española. Vol. 6, 

num. 4, págs. 291-306. 

(2) IZQUIERDO TAMAYO, Antonio.—-1953. Microbiology of Spanish-

type green olives. (Comunicación presentada al VI Congreso Internacional.' 

de Microbiología. Roma. Septiembre 1953.) 

(3) R. DE LA BORBOLLA (J. M.), C. GOMEZ HERRERA, SRTAS. R. GUZ­

MAN Y R. VAZQUEZ.—1952. Estudios sobre aderezo de aceitunas verdes. 

Vil . Efectos del tratamiento con lejía. Anales de la R. Soc. Españ. de Fis.. 

y Quím. Serie B. Química. 

1Ï 



c. s. 1. c. 
INSTITUTO "JAIME FERRAN"', DE MICROBIOLOGÍA 

SECCIÓN DE VIRUS 

OBTENCIÓN DE ANTIGENOS Y SUEROS HIPERINMU-
NES DE LAS ENCEFALITIS DE SAN LUIS, JAPONESA B, 
EQUINAS ESTE Y OESTE Y ENSAYOS DE FUACION 

DE COMPLEMENTO CON LOS MISMOS. I (*) 

por 

A. P. García Gancedo 

E S T U D I O P R E L I M I N A R 

A partir del año 1930 se han ido descubriendo tan crecido número de 

infecciones humanas y animales producidas por virus neurotropos, que 

han inducido a los investigadores a buscar los procedimientos más fáciles,, 

rápidos y seguros, para establecer el posible diagnóstico etioiógico de 

estas infecciones. Leake ha sugerido, que este importante grupo de enfer­

medades sea diagnosticado como' «encefalitis infecciosa» hasta que el 

virus responsable haya sido identificado en el curso de estudios experi­

mentales en laboratorios especializados. 

El llegar a establecer un diagnóstico diferencial entre las diversas 

encefalitis producidas por virus, tanto desde el punto de vista sintoma-

tológico (clínico), como por las aportaciones suministradas por los labo­

ratorios corrientes, es virtualmente imposible dada la muy limitada reacción 

del tejido del sistema nervioso central a los procesos inflamatorios. Sin 

embargo, es indudable que existen ciertas diferencias respecto a localiza-

ción de las lesiones, extensión del proceso y ritmo de progresión, que 

pueden servir para distinguir ciertas infecciones producidas por un deter-

' (*) Trabajo realizado bajo la dirección del Dr. E. Gallardo, Jefe de la Sección 
de Virus. 
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minado virus de las originadas por otros. La poliomielitis, por ejemplo, 

suele afectar generalmente las astas anteriores de la medula, y con menos 

frecuencia los ^núcleos del cerebro o de ja corteza, como se observa en 

•en cierta proporción en los casos paralíticos; el virus de la rabia tiene 

poca afinidad por las células de las meninges periféricas y se encuentra 

rara vez en el líquido cefalorraquídeo; la encefalitis de tipo' Ruso, ade­

más de provocar manifestaciones de suma gravedad, determina frecuente­

mente una parálisis flaccida del cinturón escapular. Los informes de labo­

ratorio demuestran, que en todas estas afecciones el número total de cé­

lulas en el líquido cefalorraquídeo' suele ser generalmente de 25 a 500, 

y en ciertos, casos,, normal o de más de 2.000. En los primeros días de la 

enfermedad predominan las células polimorfonucleares, que son reempla­

zadas más adelante por un gran número de linfocitos, observándose tam­

bién frecuentemente monocitos en la proporción del 5 al 20 por 100. 

Algunos investigadores (Adamson y Dubo), establecen un diagnóstico even­

tual entre la poliomielitis y las encefalitis equinas, por la presencia de los 

monocitos. Sin embargo, Hammon afirma que estas células pueden pre­

sentarse también en los porcentajes señalados tanto en la poliomielitis 

como en la meningitis tuberculosa. La presión del líquido puede ser normal 

o elevada, la glucosa y los cloruros, generalmente normales, y las globuli­

nas normales o ligeramente elevadas. 

El estudio histopatológico en los casos mortales puede resolver el diag­

nóstico diferencial en la rabia, por el hallazgo de los cuerpos de Negri, 

y en la poliomielitis, por el t ipo y distribución de las lesiones; mas no 

•aclara el diagnóstico en los de encefalitis tipo' San Luis y eqwna Oeste, 

pues en ambas se observan lesiones diseminadas en los núcleos cerebra-

.les, sin participación alguna de la medula. 

Se cuenta también con datos anamnésicos y epidemiológicos de gran 

valor; una mordedura por un perro en los casos de rabia, una parotiditis 

epidémica, sarampión, varicela, etc., en las encefalitis postinfecciosas, o 

una vacunación antivariólica en la encefalitis postvacunol. Si la enfer­

medad se presenta durante el verano, se determinará si el enfermo visitó 

o vivió en algún foco conocido de encefalitis humana o equina, y si fué 

picado por mosquitos o garrapatas; en los casos que aparezcan durante 

el invierno, se determinará si el domicilio del enfermo está infectado de 

ratones, ya que, como es sabido, la coriomeningitis leucocitaria se re­

gistra pocas veces en verano y suele darse en personas que habitan 
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viviendas en las que existen gran número de ratones. Vemos pues, que 

un interrogatorio minucioso, enfocado desde el punto de vista epidemio­

lógico, puede dar cierta información respecto al probable agente etioló-

gico, a veces más completa que un examen clínico detenido. 

Pruebas en laboratorios especializados. 

Las únicas prácticas y específicas que pueden hacerse en el vivo son 

las serológicas de neutralización y las de fijación de complemento. Para 

ambas se precisan dos muestras estériles ^de suero, tomada una durante 

los siete primeros días de enfermedad y la otra diez días o tres sema­

nas después de la primera. De registrarse reacciones negativas con los 

sueros de la segunda toma, ello significa que la enfermedad en cuestión 

no ha sido causada probablemente por el virus con el cual se verificó la 

reacción serológica. En las epidemias en que se den casos de pacientes 

o grupos de los mismos cuyas sangres no protejan contra los virus cono­

cidos, habrá que pensar en otros agentes etiológicos no aislados o bien 

én casos de poliomielitis, enfermedad que como es sabido no puede ser 

diagnosticada directamente por métodos serológicos. 

Las sangres deben ser extraídas con las más rigurosas precauciones 

asépticas y todo el material utilizado, agujas, jeringas, tubos y tapones, 

esterilizado en la autoclave o en seco. Para las pruebas de neutraliza­

ción es preferible la sangre total sin anticoagulantes ni medios conserva­

dores, pero de tenerse que hacer la remisión a distancia, se utilizará el 

suero adicionado de borato fenicado de mercurio hasta una concentra­

ción de 1/50.000, dosis que no perjudica a las experiencias de neutrali­

zación ni a las de fijación de complemento. 

Una d-eterminación completa de neutralización, requiere de diez a quin­

ce días y muchos más cuando se realizan titulaciones comparativas. 

La reacción de fijación de complemento es indiscutiblemente la de más 

fácil y rápida realización, pero seguirá limitada su aplicación a la clínica, 

en tanto no pueda efectuarse en laboratorios de tipo general. En la ac­

tual idad, la preparación de antígenos y antisueros positivos para ensayos 

de control es demasiado especializada para ser llevada a cabo en los 

laboratorios corrientes. 

La mayoría de los procesos encefálicos producidos por virus se dan en 
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animales vertebrados salvajes y domésticos, siendo en las aves donde 

reside el principal reservorio de virus, de donde por intermedio de artró­

podos hematófagos j(mosquitos, garrapatas, piojos, etc.) son transmitidos 

a nuevos animales o al hombre, cerrándose así la cadena epidemioló­

gica. Dentro de este importante grupo están incluidos los virus de las 

encefalitis de San Luis, Joponesa B, Rusa y los de las equinas Este, Oeste, 

Venezolana y California; y como probables 'pertenecientes al mismo, 

los del Nilo Occidental, Forestal de Semliki y Fiebre Bwamba. Otros mu­

chos virus con afinidades neurotropas se han ido aislando en los últimos 

años. En 1944, Roca-García aisla de mosquitos capturados en América del 

Sur, los denominados A n o p h e l e s H , A n o p h e l e s B y 

W y e o m y a , cuyas posibles relaciones con infecciones del hombre son 

hasta ahora desconocidas. En 1946, Smithburn, Haddov^ y Mahaffy, me­

diante la inoculación de un triturado fi l trado de A e d e s infectados, en 

M a c a cu s R h e s u s , aisla el J lamado Bu n y a m v e r a V i r u s , 

adaptándolo al ratón. Por este virus no se han podido comprobar enfer­

medades aparentes en el hombre ni en animales inferiores en condiciones 

naturales, pero q^ indudable que se producen infecciones inaparentes en 

el hombre, que se revelan por el hecho de haberse encontrado en los 

sueros de residentes de-Uganda anticuerpos neutralizantes. 

De los dieciocho virus aislados por el personal de la División Interna­

cional de la Salud en artrópodos de las selvas de Africa Oriental y Occi­

dental, Brasil y Colombia, la gran mayoría siguen en estudio en los labo­

ratorios de la Fundación Rockefeller de Nueva York, y considerados hoy 

como «agentes desconocidos de enfermedades desconocidas». 

Son igualmente neurotropos el llamado virus B, transmitido al hom­

bre por mordedura de monos, el de la coriomeningitis linfocitaria, de posi­

ble transmisión por el polvo impregnado por excretas de roedores (ratón 

doméstico), los de la meningoencefalitis hemorrógica focal y Seudocorio-

meningitis de forma de transmisión desconocida, y el de la Encefalomieli-

tis ovina (Louping-ill), enfermedad de las ovejas, de la que se han dado 

casos humanos accidentales en investigadores que trabajaban con este 

virus. Casals en 1944 dio a conocer las estrechas relaciones serológicas 

entre el Louping-ill y la encefalitis Rusa, y un año después, Silber y Shu-

bladze comunicaron la presencia del Louping-ill en la Rusia Blanca, no 

sólo en las ovejas, sino también en el hombre. Ello representa una obser­

vación extraña, pues en Escocia no se ha observado ningún caso humano. 
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a pesar de tratarse de una enfermedad enzoótica y epizoótica en dicho 

país desde hace muchos años. 

MATERIAL, VIRUS Y ANIMALES UTILIZADOS 

Los cerebros de los ratones infectados experimentalmente, constituyen 

hasta ahora el material básico para la elaboración de los antígenos, y 

ellos fueron desde luego los utilizados por nosotros. 

Se partió de los siguientes virus: San Luis, estirpe Webster, aislada por 

e! Dr. L. T. Webster de un cerebro humano; Japonés B, estirpe conocida 

como Nakayamo; equino Este, estirpe aislada, en la epidemia de Nueva 

Jersey en el uño 1933 de un caso fatal humano, y equino Oeste, estirpe 

aislada por el Dr. B. Howitt de un cerebro de caballo en California. Estas 

cuatro estirpes proceden de la Universidad de California, laboratorios de 

la Fundación^ Hooper, donde le fueron amablemente cedidos al Dr. E. Ga-

J lardo e.n 1948. 

Animales.—Para la preparación de antígenos utilizamos ratones blan­

cos de cuatro a cinco semanas; para la obtención de sueros hiperinmunes, 

cobayos machos, y para una prueba previa de receptividad comparada de 

virus: ratones, cobayos, conejos y embriones de pollo. (Véase cuadro.) 

MÉTODOS 

Técnica de la inoculación intracerebral en el ratón. 

Es indispensable para inyectar intracerebralmente al ratón, mantener 

a éste en completa inmovilidad durante la operación. Para ello previa­

mente se anestesia ligeramente al animal con éter. Para hacer la inocu­

lación se le sujeta con la mano izquierda de la siguiente forma: con el 

pulgar y el índice se le coge por la piel detrás de las orejas, pasando e! 

cuerpo por el hueco de la mano y sujetando el rabo con el dedo meñi­

que. Se desinfecta con alcohol la parte superior de la cabeza y se atra­

viesa verticalmente con la aguja la piel y el hueso, hasta llegar a lo 

masa encefálica. Entonces se inyecta el líquido' lentamente. 



SUSCEPTIBILIDAD COMPARADA DE ALGUNOS ANIMALES DE LABORATORIO 

ANTE LAS ESTIRPES UTILIZADAS 

Animales 

Virus 

San Luis ... ... 
Japonés B . . . . . . 
Equino Este ,.. 
Equino Oeste .. 

Ratones de 4 a 
5 semanas 

In trac. 

4- + + -1-
+ + -f- .f 
•t- -h 'f -f 
•f -f -h 'V 

ïntrap. 

'V 4-
•h -I-

Cobayas de 250 
a 300 gs. 

Intrap. 

4 ' 4-
0 
4- 4- 4 ' 4-
4- 4- 4- 4-

Intrac. 

+ 
0 
4 ' 4- 4 
4- 4-

Conejos de 
1.400-1.800 gs. 

Intrac. 1 Intrap. 

0 1 o" 
0 i 0 
-t- -1- 4- 1 ± 
+ + ^• 1 i 

Embriones de 
pollo de 8 a 10 

días 

zb 1 
-4-

+ -f -h -V i 
•f + -f -1-1 

4- + 4- 4-
+ + 4-
4- 4-

+ 
•áz 

0 

— 
zzz 

— 
z r 

rr-

_ . 

Mueren 

No 

»í 

?> 

í» 

í> 

todos. 
75 '% 
50 % 
25 % 
alguno 

niueren. 
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Cualquier movimiento en el momento de la inyección causa la muerte 

del animal. 

Técnica de la inoculación intracerebral en el cobayo. 

Es necesario, como en el caso anterior, mantener el animal inmóvil. 

Para ello se le sujeta por las patas a una bandeja y se le anestesia lige­

ramente. Después se depila la parte superior de la cabeza arrancando el . 

pelo con los dedos, desinfectando a renglón seguido la zona depilada. 

Entonces con un trépano se abre un orificio e inmediatamente se clava la 

aguja vertical en el cerebro, inyectando el líquido con lentitud. 

Técnica de la inoculación intraperitoneal en él cobayo. 

En términos generales es aconsejable utilizar animales machos de peso 

medio (300 a 400 grs.), a los que es conveniente tomar la temperatura 

rectal durante cuatro O' seis días, con objeto de excluir una posible infec­

ción secundaria de jos animales que sea causa de error en el trabajo em­

prendido. 

Sujeto el cobayo por un ayudante, se introduce la aguja en un tra­

yecto subcutáneo de 1 ó 2 cm. aproximadamente, y luego se atraviesan 

perpendicularmente los músculos de la pared abdominal, introduciendo la 

aguja otro centímetro en dicha dirección, sin el menor temor a perforar 

el intestino, inyectando seguidamente el contenido de la jeringa. 

El lugar de la inoculación estará depilado en una extensión aproxi-

.mada de 4 a ó cm., bastando para esto, arrancar con los dedos los pelos 

en la zona de piel correspondiente. 

La inyección debe ir precedida y seguida de frotamiento con tintura 

de yodo y alcohol en la zona de punción. 

Temperatura y curva febril. 

Después de inoculados los cobayos, deben ser sometidos al control ter-

mométrico. A este propósito es necesario hacer las siguientes considera­

ciones: 

En primer lugar, la temperatura del cobayo varía notablemente según 
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sea la del ambiente. Es preciso que estos animales estéq en una habita­

ción cuya temperatura se mantenga entre 20 y 23 grados C. aproximada­

mente. Temperatura ambiente inferior a este límite, provoca hipotermia ert 

e! cobayo, lo que significa dificultades en la interpretación de la curva 

térmica del mismo. Otro dato a tener en cuenta es, que la temperatura 

del cobayo cambia a lo largo del transcurso del día, razón por la que 

debe ser tomada siempre a la misma hora. 

La temperatura normal del cobayo, en las condiciones ambientales ex­

puestas, oscila entre 37,5 y 39,5 grados C. Cuando la temperatura am­

biente es más alta o más baja que los valores ambientales expresados, se 

deja influenciar la temperatura del animal en los sentidos respectivos. Va­

riaciones grandes de temperatura, como las que acontecen en laborato­

rios sin calefacción, acentúan las variaciones térmicas horarias. 

Se considera como fiebre en el cobayo toda temperatura que se eleva 

por encima de 40 grados C. Este criterio se sigue en las escuelas de 

Zinsser y otros, en América del Norte, y también por la de Nicolle. En 

los laboratorios alemanes se toma como límite febril mínimo, la tempera­

tura de 39,5 grados C. • 

El control térmico del cobayo requiere cierta práctica, pues es frecuen­

te la perforación del intestino por maniobras mal conducidas. Es preciso 

sujetar el cobayo con la mano y el antebrazo izquierdo, apretándolo lige­

ramente contra el lado izquierdo del tórax del que mide la temperatura. 

Con la mano derecha se introduce el,termómetro en dos tiempos: Primero, 

para atravesar el ano, y segundo, para penetrar en el rectO' unos 5 a ó cm. 

El termómetro que se utiliza para este animal es, sencillamente, el clí­

nico ordinario, convenientemente desinfectado por antisépticos (lisol, zo-

tal), lavado posterior en alcohol y, por último, vaselina o glicerina estéril 

como lubrificante. 

i a fiebre producida en el cobayo por una infección, varía según el 

virus utilizado. 

Cuando se inyectan por vía intraperitoneal 4 ó 5 c. c. de sangre en el 

cobayo, no suele provocarse, en general, elevación febril precoz por ab­

sorción de proteínas. La fiebre se inicia, según el virus, del cuarto al oc­

tavo día y tiene carácter continuo. Rara vez remite uno o dos días, siendo 

sus características más acusadas la continuidad. Curvas febriles irregula­

res denotan casi siempre, o mala técnica en la toma de la temperatura,, 

o infecciones de los animales, extrañas en absoluto al virus inoculado. 
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Obtenida en uno o varios cobayos inoculados la curva febril típica o 

sospechosa del virus inoculado, los animales correspondientes a este lote 

deben ser separados en dos grupos. Los de uno serán sacrificados con la 

doble finalidad de realizar una autopsia general y recoger los órganos 

que nos interesen (cerebro, bazo, testículos, pulmones, etc.). El segundo 

qrupo de animales, en el que se incluirán también los que no hayan teni­

do fiebre, servirá para las pri^ebas de inmunidad. 

Autopsia. 

Para estudiar las lesiones anatomopatológicas, así como para recoger 

e l material que interesa para comprobar si la enfermedad es transmisible 

o! cobayo por-pases sucesivos, es preciso el sacrificio del animal y lo 

-autopsia del mismo. Para sacrificarle se coloca debajo de un cristalizador 

•o campana, en la que se asfixiará por la introducción de gas de alum­

brado. Muerto el animal, se sumerge en una solución de zotal o lisol al 

5 por 100, con el fin de destruir los gérmenes y parásitos de los pelos y 

piel ; esto- es imprescindible para efectuar la autopsia asépticamente. 

La técnica más empleada es como sigue: El cobayo se fija sobre una 

plancha de corcho mediante unos alfileres de cabeza redonda, con los 

que se atravesarán las plantas de sus patas. La plancha de corcho debe 

estar cubierta por un paño mojado en un antiséptico (zotal, lisol). Una 

vez así dispuesto el animal, se procede a cortar la piel del abdomen y 

tórax, comenzando en las regiones inguinales. A continuación se despega­

rá la piel cortada, de los planos subyacentes, mediante un estiramiento 

de la misma en dirección a la cabeza. 

Separada la piel, se procederá a la apertura de las cavidades abdo­

minal y torácica. El abdomen se abrirá de la siguiente forma: Con pinzas 

y tijeras se hace un ojal en la parte central del mismo, que se continuará 

hasta el apéndice xifoides. La presencia o ausencia de exudados podrá 

•así observarse y, si es preciso, hacer recogida de los mismos para su es­

tudio. Después se continuará la incisión hasta el pubis. Finalmente, otro 

corte crucial y medio, permitirá el levantamiento de los colgajos y aper­

tura completa del abdomen. 

El tórax se pondrá al descubierto levantando todo el peto externo-
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costal mediante dos cortes laterales con tijeras y corte de las inserciones 

anteriores del diafragma. 

A continuación se procede a la apertura del cráneo para la extrac­

ción de la masa encefálica. Para ello se cambia de posición al animal, 

colocándole en decúbito prono y fijándole como anteriormente. La inmo­

vil idad de la cabeza nos la dará un alfiler clavado en el labio superior. 

Lo craneotomía se hará en la siguiente forma: La piel se incide desde la 

parte central de la raíz del cuello hasta el arranque de las extremidades 

anteriores. Luego se hará un corte sagital hasta el hocico. Fnalmente, se 

procederá al despegamiento de los dos colgajos resultantes, con pinzas y 

tijeras, llegando lo más posible hasta los conductos auditivos y ojos. 

Queda así al descubierto toda la calota ósea, la cual antes de abrirse 

debe ser flameada ligeramente con mechero de gas o con algo de alco­

hol, para destruir los' gérmenes accidentalmente llevados a la región du­

rante la separación de la piel. 

Para efectuar la apertura de la cavidad craneal, se fija ésta mediante 

forceps o pinzas con dientes de ratón adaptables a las órbitas, con ja 

mano izquierda, y con la derecha se corta la bóveda valiéndose de una 

cizalla o de tijera curva resistente, formando un ángulo que teniendo como 

vértice el occipucio, llegue a ambos agujeros auditivos. Dos cortes latera­

les complementarios hechos con el mismo^ instrumento terminan por abrir 

la total idad de la calota, dejando al descubierto la masa encefálica. 

La extracción del cerebro y cerebelo se realiza con las ramas de 

unas tijeras curvas cerradas o con una cucharilla, ayudándose con 

pinzas. 

Las técnicas descritas pueden ser aplicadas a la mayoría de los ani­

males de laboratorio, con tan sólo la variación del instrumental, más o 

menos resistente, según el animal. 

Pases en ratón. 

Se realizan preparando suspensiones del virus en la concentración ade­

cuada para cada cepa, como más adelante se indica en la parte expe­

rimental. Se inocula asépticamente, previa anestesia con éter, por vía in­

tracerebral, con 0,03 c. c. de suspensión por ratón. Cuando éstos présen­

lo 
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tan parálisis se sacrifican sangrando a muerte, realizándose la extracción 

de los cerebros asépticamente. 

Cada cerebro se coloca en un frasco de boca ancha estéril, dé tapón 

esmerilado provisto de algunas perlas de vidrio, las cuales al agitarse dis­

gregan el cerebro. Se agrega después caldo común en cantidad suficien-

Inoculado con encefalitis de San Luis para obtener suero hiperinmune. Cobayo 3P 
Pauta 3.^ 

te para que quede al 10 por lOQ. Se hacen siembras de esta emulsión en 

tubos de caldo común y de éstos se resiembra en dgar inclinado para 

observar si existe contaminación bacteriana en dicha emulsión de cere­

bro. Si está pura se conserva a — 2 0 grados hasta su posterior l iofi l i-

zación. 

Los ratones deben observarse cuidadosamente varias veces al día, 

para evitar que mueran y sean devorados por los demás. Cuando están 

atacados presentan pelo erizado, rigidez en el rabo, parálisis de las ex­

tremidades y convulsiones. También excitación y movimientos giratorios 

característicos. 

Hemos observado que utilizando ratones jóvenes son sensibles todos 

11 
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O los cuatro virus. Que la cantidad de suspensión de virus más apropiada 

para la inoculación intracerebral es de 0,03 c. c. por ratón. Que las sus­

pensiones óptimas de material virulento para la inoculación son: 

Encefalitis de San Luis: Suspensión 1/10 presentando parálisis a los 5 a 7 días 

Japonesa B: " 1/10 " " " " 6 " 8 " 

equina Este: " 1/10.000 " " " " 3 " 4 " 

" Oeste: " 1/1.000 " " " " 4 " 5 " 

Y que al cabo de un año el material virulento liofilizado mantiene 

su virulencia. 

Pases en cobayo. 

En las encefalitis equinas Este y Oeste partimos de suspensión viru­

lenta de cerebro de ratón, y después de varios tanteos, hasta llegar a la 

concentración adecuada del virus, conseguimos adaptar dichos virus a 

cobayo, obteniendo así suspensiones virulentas.de cefebro de cdbayo. Este 

material es el que se utilizó en las inoculaciones a estos animales. 

En líneas generales s'e emplea el mismo método que en los pases en 

ratón, variando en algunos detalles, como son trepanación previa antes 

de inocular, y siendo la cantidad inoculada 0,10 ó 0,15 c. c. 

También se hizo alguna inoculación por vía intraperitoneal. 

Los cobayos atacados presentan temblor, babeo, debilidad y paráli­

sis. Otro síntoma es la aparición de fiebre, debiéndose tomar diariamente 

la temperatura rectal profunda,, introduciendo ei termómetro clínico hasta 

la línea de 38 grados. 

Los cobayos se observan dos veces al día, y si a los quince días no 

presentan síntomas de enfermedad se desechan. 

Hemos observado que los cobayos jóvenes son sensibles a los dos 

virus mencionados. Que la cantidad de suspensión de virus más adecua­

da para la inoculación intracerebral es 0,10 ó 0,15 c. c. por cobayo. 

Que las suspensiones óptimas de material virulento para la inoculación 

intracerebral son: 

Encefalitis equina Este: Suspensión 1/TO.OOO, presentando' parálisis a 

los tres a cuatro días. 

12 
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Encefalitis equina Oeste: Suspensión 1/1.000, presentando parálisis a 

los tres a cinco días. 

Y que al cabo de un año el material virulento liofiíizado mantiene su 

actividad. 

En las encefalitis de San Luis y Japonesa B, para las experiencias en 

cobayo hemos partido siempre de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 

Elementos necesarios para la reacción de fijación de complemento. 

S a n g r í a d e c a r n e r o . 

Se recoge sangre de carnero asépticamente y se mezcla con un volu­

men igual de solución de Alserver's. La cantidad de sangre necesaria se 

lava tres veces en solución salina centrifugèda cada vez, durante diez mi-

fiutos, a 2.000 r. p. m., o cinco minutos a 4.000 r. p. m. 

Solución modificada de Alserver's 

Glucosa ,, 2,05 % 

Cloruro sódico' ... 0,42 % 

Citrato sódico . . . . . . . . . 0,80 % 

Acido cítrico 0,055 % 

Agua destilada 100 c. c. 

C o m p l e m e n t o . 

Se sangran en corazón varios cobayos machos (4 ó 5), y la sangre 

3Coge por separado en tubos estériles, dejándola a la temperatura 

3nte una hora y en la nevera veinticuatro horas. Los sueros resultan-

> cada tubo se separan y se titulan, descartando aquellos que en 

i d a d de 0,14 c. c. con 0,40 c. c. de células sensibilizadas, al ser 

os en baño moría a 37 grados C. durante uno hora, nO' dan 

total. Los sueros potentes se conservan en hielo seco o liofili-

a c i ó n d e l c o - m p l e m e n t o . 

os reactivos deben conservarse fríos durante la prueba. 

ibo se hace una dilución de complemento al 1/30 y en una 

olocan ocho tubos con 0,05, 0,08, 0,10, 0,12, 0,14, 0,16, 0,18 y 

w. de esta dilución. Después se añade la solución salina hasta 

Icompletar el volumen de 0,60 c. c. Agitada la gradil la se coloca en 

n 
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baño maria a 37 grados durante una hora, agregándose por último a 

cada tubo 0,40 c. c. de células sensibilizadas preparadas quince minutos 

antes de la reacción. (Véase el cuadro que se presenta como ejemplo.) 

TÍTULACIÓN DEL COMPLEMENTO 

Tubos 

i 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 

Complemento 

0,05 c. c. 
0,08 " 
0,10 " 
0,12 " 
0,14 " 
0,16 " 
0,18 " 
0,20 " 

Sol. salina 

0,55 c. c. 
0,52 " 
0,50 " 
0,48 " 
0,46 "' 
0,44 " 
0,42 '' 
0,40 " 

o 
CO 

• O 

etí 
tí 
tí 

v2 ' 
cti. 

1 Ití 

eS 

Células sensi­
bilizadas pre­
paradas 15 mi­

nutos antes 

0,40 c. c. . 
5> 5^ 

" " 
" " 
" " 
?» »9 

" " 
?» ü? 

O 

.s 'V 

1 
^ctí 

1 Ití 

P3 

Resultados 

2 
2 
1 
0 
0 
0 
0 
0 

Dilución previa del complemento al 1/30. 
0: hemolisis total. 
4: no hay hemolisis. 
3, 2, 1, =t : grados intermedios de hemolisis. 

El título obtenido én este caso es 0,12, que significa que en 0,12 c. c. de com­
plemento diluido al 1/30 hay una unidad de complemento. 

El complemento se tituló siempre inmediatamente antes de su empleo. 

A m b o c e p t o r h e m o l i t i c o a n t i c a r n e r o (hemolisina"». 

Hay tres métodos de obtención: 

Vía intravenosa.—Se utiliza un conejo blanco que pese alrededor de 

2.700 grs. Se practican 10 inyecciones intravenosas de eritrocitos frescos 

de carnero (una diaria), lavados y diluidos al 1/2 en solución salina. Des­

pués se hace sangría de prueba diez días más tarde de la última inyec­

ción, y se-titula. Si el suero tiene título alto se hace sangría total. 

Vía peritoneal.—Se practican 3 ó 4 inyecciones intraperitoneales de 

eritrocitos frescos en las cantidades de 5, 10, 15 y 20̂  c. c , con intervalos 

de siete días .A la tercera inyección se hace una sangría de prueba diez 

días después. Si tiene alto título se hace sangría total, y de no ser así 

se pone la cuarta inyección y diez días después, sangría total. 

Método mixto.—Consta de una primera inyección intraperitoneal de 

5 c. c. de eritrocitos frescos; pasados siete días, tres inyecciones de 

14 



TITULACIÓN AJMBOCEPTOR H E M O L Í T I C O ANTICARNERO ( H E M O L I S I N A ) OBTENIDA EN NUESTRO LABORATORIO 

Tubos 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

1 
2 
3 

Diluciones pre-
\das ílel am­

boceptor 

1/10 
1/20 
1/40 
1/80 
1/100 
1/200 
1/400 
1/800 
1/1000 
1/2000 

1/10 
î > 

Soluiíión 
salina 

0,40 c. c. 
9 97 

9 99 

' • " 
9 99 

' " 
9 99 

9 99 

9 99 

0,60 c. c. 
Í > ,99 

0,80 " 

Soluciones de 
amboceptor 

0,20 c e . 
99 99 

99 99 

" " 

"' '' 
r> 99 

•!9 99 

Testigos 

0,20 c. c. 
0,0 " 

9» 9,9 

Suspensión de 
eritrocitos 

2 % 

0,20 c. c. 
9» •>" 

" " 

" 

" " 

0,20 c, c. 
9» 99 

Complemento 
al 1/30 

0,20 c. c. 
9> 99 

" " ' 
•" " 

• • ' ' " 

" "' 
. 

99 59 

0,0 c c 
0,20 " 

1 0,0 " 

Resultados 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
2 

4 
4 
4 

pl título se encuentra entre 1/1.000 y 1/2.000 y por ello iiacemos otra titulación entre estos dos límites, 



TITULACIÓN AMBOCEPTOR H E M O L Í T I C O ANTICARNERO ( H E M O L I S I N A ) OBTENIDA EN NUESTRO LABORATORIO 

Tubos 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 

1 
2 
3 

Diluciones pre­
vias del ambo­

ceptor 

1/1000 
1/1100 

. 1/1200 
1/1300 
1/1400 
1/1500 
1/1600 
1/1700 
1/1800 
1/1900 
1/2000 

1/1000 
" 
f » 

Solución 
salina 

0,40 c. c 
, , 0» 

" " 
" " 
•' " 

" • " 

"' " 
" " 
' • ' , " 

0,60 c. c. 
j» » 

0,80 " 

Soluciones de 
amboceptor 

0,20 c. c. 
Î » ?> 

? • 5Î 

í « •)' 

; ? »5 

" " 
" " 
• 1 11 

" " 
" " 
5» Î Î 

Testigos 

0,20 c. c. 
0,0 " 

Suspensión de 
eritrocitos 

2 % 

0,20 c. c. 
' 

' 
' 
' 

" 

" 

" 
" 
" 

0,20 c e . 
?» i « 

Complemento 
al 1/30 

0,20 c. c. 
' 
' 

' 

' 
' 

0,0 c. c. 
0,20 " 
0,0 " 

Resul-
tados I 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
1 i 
1 
2 
2 

4 
4 1 

.4 

El título es 1/1.600, lo cUal quiere decir que 0,20 c. c. de solución de ambocep­
tor al 1/1.600 contienen una unidad hemojíticfif 
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1 a 2 c e . en días consecutivos por vía endovenosa. Pasados diez días se 

hace una sangría de prueba y si el título es conveniente, sangría total. 

Se pueden poner dos nuevas inyecciones endovenosas en la misma dosis, 

O' una peritoneal de 10 a 15 c. c. si el. título resultase bajo. 

El suero se conserva añadiendo un volumen igual de glicerina pura 

no ácido y estéril, o bien fenol purísimo en la cantidad corriente para los 

sueros, o borato de fenilmercurio en cantidad para que quede al. 

1/10.000. 

T i t u l a c i ó n d e l a m b o c e p t o r h e m o l í t i c o a n t i -

c a r n e r o . 

Se preparan en 10 tubos las siguientes diluciones de amboceptor 

1/10, 1/20, 1/40, 1/80, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1.000 y 1/2.000,. 

colocando en cada tubo 0,20 c. c. de cada dilución. A cada tubo se 

añaden 0,40 c. c. de solución salina, 0,20 c. c. de eritrocitos en dilución, 

al 2 por 100, y 0,20 c. c. de complemento diluido al 1/30. 

AI mismo tiempo se preparan tres tubos controles; el primero con 

0,60 c. c. de solución salina, 0,20 c. c. de solución de amboceptor 1/10, 

0,20 c. c. de suspensión de eritrocitos y sin complemento; el segundo 

con los mismos elementos que el anterior, pero en vez de amboceptor, 

complemento; y el tercero, sin amboceptor y sin complemento. 

La unidad hemolítico %exó 0,20 c. c. de la dilución de amboceptor 

más alta, que hemolice totalmente O, 20 c. c. de la suspensión de eritro­

citos 2 por 100 en presencia de 0,20 c. c. de complemento diluido al 1/30, 

todo ello incubado en baño moría a 37 grados durante media hora. 

Véase el cuadro que presentamos con la titulación de hemolisina ob­

tenido por nosotros. 

OBTENCIÓN DE SUEROS HIPERINMUNES 

Se pueden conseguir de ratón, cobayo y hamster, mediante sucesivas, 

inoculaciones por vía periférica de dosis crecientes de virus. 

Sueros híperinmunes de ratón. 

Se utilizan animales de cincuenta o sesenta días, en los que se inicia 

la inmunización con vacuna formolizada. La preparación de lo vacuna se-

17 
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'efectúa triturando finamente en mortero, sin abrasivo, los cerebros viru­

lentos de los distintos virus previamente pesados, a los que se añade 

-lentamente solución salina formolizada al 1/2 por 100 en cantidad sufi­

ciente para que la suspensión quede al 10 por 100. Después de diez a 

quince días de permanencia en nevera, se comprueba la pérdida de su 

actividad patógena mediante inoculaciones intracerebrales en ratones 

jóvenes. 

Pauta de inmunización: Los días primero y tercero, inoculaciones intra-

peritoneales de 0,25 c. c. de vacuna formolizada. Los días décimo, décimo-

quinto y vigésimo, inyecciones intraperitonea-les de 0,50 c. c. de suspen­

siones de cerebros virulentos al 1/10.000, 1/100 y 1/100, respectivamente. 

Diez días después de la última inyección se sangran los ratones por pun­

tura cardíaca, previa anestesia con éter. La sangre de los distintos ra­

tones se centrifuga separadamente y los sueros colocados en tubos esté­

riles se almacenan en nevera previa inactivación a óO^ C. durante media 

hora. 

Sueros hiperinmunes de Hamster. 

Adaptados los virus al hamster mediante inoculaciones intracerebrales 

en animales jóvenes, se comienza la inmunización con dos inyecciones 

Intraperitoneales de 1 c. c. de vacuna homologa formolizada en los días 

primero y tercero, y en los décimq^ decimoquinto y vigésimo, inyecciones 

por la misma,vía de 1 c. c. de suspensión virulenta de cerebro de hamster 

•oí 1 por 100. 

. Sueros hiperinmunes de cobayo. 

Se consiguen, bien siguiendo una técnica semejante a la utilizada en 

los de hamster, o bien inmunizando cobayos machos de 250 a 300 grs. de 

•peso, mediante repetidas inyecciones intraperitoneales con intervalos de 

siete días, de suspensión de cerebro virulento de ratón del 1/10.000 

c! 1/100, en dosis de 1 a 4 c. c. Cuando los animales han recibido cua­

tro o seis inyecciones, se sangran por primera, vez para determinar el 

Î8 
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poder de los sueros, y si éstos son de título alto se practican sangrías 

totales. Los sueros, una vez Inactivados a 56 grados C. durante media 

hora, se almacenan previa liofilización. 

La mayoría de los investigadores son partidarios de utilizar el ratón 

blanco suizo para la obtención de los sueros hiperinmunes encefalíticos, 

por ser, como es sabido, este animal el más receptivo a los distintos virus. 

Las desventajas de este método son el requerir largo tiempo de inmuni­

zación para obtener títulos apropiados y la pequeña cantidad de suero 

conseguido por animal. Ante estos inconvenientes, Hammon y sus cola­

boradores, que vienen practicando varios cientos de ensayos al año, pre­

paran los sueros hiperinmunes ateniéndose a las siguientes técnicas. 

Sueros equinos del Este y del Oeste. 

Se inoculan subcutáneamente cobayos con 0,50 c, c. de suspensiones 

del 1/1.000 al 1/10.000 de cerebro infectado de cobayo, que suelen 

dqr lugar en varios de los animales a parálisis no seguidas de muerte. 

Diez días después se inyectan 0,50 c. c. de la suspensión al 1/100 por 

vía intraperitoneal, y a ios siete o diez días otra de 0,15 c. c. intracerebral 

de una suspensión al 1/10. Después de dos semanas se sangran los ani­

males a muerte y los sueros, una vez inactivados, se mezclan, distribu­

yéndolo en ampollas pequeñas y se liofil izan, para evitar la rápida pér­

dida de título que se observa cuando se conservan en estado líquido a la 

temperatura de nevera. 

Sueros de San Luis, Japonés B, Nilo Oeste, Ruso y Hammon-Reeves, 

de California. 

Después de unos cuantos pases en hamsters se liofilizan ampollas 

conteniendo suspensiones de cerebro al 1/10 y se almacenan a baja 

temperatura. De este stock se obtiene el material para inoculación de 

cobayos, a los que se hacen dos inoculaciones intracerebrales de 

0,15 c. c. cada una, de suspensión de cerebro al 10 por 100, con inter­

valo de diez días. Generalmente los cobayos presentan fiebre después de 
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la primera inyección, pero rara vez se aprecian otros síntomas. Los ani ­

males se sangran diez o quince días después de la última inyección y el 

suero se conserva como en los virus equinos. 

Estos sueros se han ensayado durante varios años con muchos tipos 

de antígenos de cerebro, sin haberse dado el caso de que hayan reac­

cionado con antígenos de cerebros de ratones normales. 

Los sueros de San Luis y Japonés B suelen dar títulos del 1/256 

al 1/512; los equinos del Oeste y de California, del 1/64 al 1/128, y 

el del Este, del 1/128 al 1/256, estando todos ellos dentro de los límites 

en que pueden usarse a diluciones altas como controles positivos o para la 

estandardización de los antígenos. 

Usando este procedimiento para la obtención de sueros hiperinmunes^. 

las diluciones óptimas (aquellas más altas de antígeno que dan el título 

más alto con el suero), no dan lugar a confusiones por superposición entre 

los antígenos ni tampoco por superposición entre sueros heterólogos sirt 

diluir y los antígenos. 

Nuestro modo de proceder. 

No pudiendo seguir, como era nuestro deseo, las pautas de Hammon,. 

por carecer de hamsters para la adaptación de los virus de San Luis y 

Japonés B a tales animales y de ellos efectuar los pases a cobayos, y 

suponiendo que las pequeñas cantidades de suero de ratón que pudiése­

mos obtener con las pautas de Casals serían insuficientes para nuestros 

ensayos, nos decidimos a prescindir de las pautas clásicas y a ensayar 

la posibilidad de obtener en los cobayos, tanto los sueros hiperinmunes 

de las encefalitis de San Luis y Japonesa B como los equinos del Este y del 

Oeste. A ello nos indujo también el hecho experimental, comprobado por 

varios investigadores, de que los dos primeros virus referidos dan lugar en 

!os cobayos a infecciones ligeras que se manifiestan en los sueros, por la 

formación de gran cantidad de anticuerpos neutralizantes, y el suponer 

que en tales sueros podrían hallarse igualmente pequeñas cantidades de 

anticuerpos fiiadores del complemento. En cuanto a Jos del Este y deli 

Oeste, esperábamos no encontrar grandes dificultades para la obtención 

de los sueros, ya que los cobayos son muy sensibles a los virus equinos. 
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Encefalitis de San Luis. 

Se obtienen seis sueros, habiendo.ensayado cuatro pautas diferentes. 

Con la primera, conseguimos el suero 1; con la segunda, el 2; con la 

tercera, el 3 y el 4; y con la cuarta, el 5 y el 6. El suero 3 se obtuvo 

entes de terminar la pauta de inmunización, por encontrarse el animal 

a los diez días de la inoculación intracerebral, en fase paralítica y en 

estado preagónico. ^ 

La temperatura rectal profunda en los cobayos rebasó los 40^ C. des­

pués de las inoculaciones intracerebrales, apreciándose tan sólo un ligero 

aumento después de las intraperitoneales. 

Encefalitis Japonesa B. 

Se obtienen once sueros, siguiendo las mismas pautas y verificándose 

las inoculaciones en las mismas fechas que en la encefalitis de San Luis. 

Con la primera se obtienen los sueros 1 y 2; con la segunda, el 3 

y el 4; con la tercera, el 7, 8 y 9, y con la cuarta, el 10 y 11. Los sueros 

5 y 6 proceden de una segunda sangría realizada treinta y ocho días 

después de la primera, en los cobayos correspondientes a los sueros 3 y 4. 

Las temperaturas observadas después de las inoculaciones, fueron se­

mejantes a las obtenidas en la encefalitis de San Luis. 

De estas experiencias, destaca notablemente el hecho, de que habién­

dose efectuado los ensayos de inmunización al mismo tiempo y con las 

mismas pautas, en los correspondientes a la encefalitis Japonesa B, sólo 

muere un cobayo de los diez inoculados, en tanto que en los de la ence­

falitis de San lu is, de los trece animales inoculados, cinco mueren a las 

veinticuatro horas de la inoculación intracerebral; uno inoculado por la 

misma vía, se sacrifica a los diez días, paralítico y preagónico; uno muere 

a los seis días de la segunda inyección intraperitoneal, con caída del 

pelo en los costados (posibles trastornos tróficos); uno se sacrifica a los 

siete días de la cuarta inyección intraperitoneal en fase agónica; y tan 

sólo cuatro animales llegan al fmal de la experiencia sin anormalidades 

apreciables. 
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Esta patogenicidad del virus de la encefalitis de San luis para el 

cobayo no ha sido citada, que nosotros sepamos, en los trabajos de los 

investigadores dedicados a estos estudios, razón por la cual consideramos 

oportuno consignar nuestras observaciones por si pueden servir para ulte­

riores experiencias. 

Encefalitis equina Este. 

Debido a la gran actividad patógena de este virus, hemos encontrado 

algunas dificultades hasta llegar a determinar las óosh nO' letales. 

En la obtención de diez sueros se ensayaron seis pautas diferentes: 

e l suero 1 se obtiene por la pauta segunda; el 2, por la pauta tercera; 

el 4 y el 5, por la cuarta; el ó y el 7, por la quinta, y el 10, por la 

sexta. El suero 3 procede de una segunda inmunización del cobayo que 

proporcionó el suero 2; y el suero 8, del mismo animal que proporcionó 

Jos sueros 2 y 3, sangrado ciento once días después de conseguir el 

suero 3. El suero 9 procede de una segunda inmunización realizada en 

e! cobayo del que se obtuvo el suero 7. 

Encefalitis equina Oeste. 

De los ocho sueros que se obtienen, el 1, 2, 3 y 4 lo fueron con la 

fnlsma pauta; el 5 y 6 proceden de los cobayos que originaron los sueros 

3 y 4 después de dos nuevas inyecciones intraperitoneales, y el 7 y 8 de 

ios mismos animales con otras dos inyecciones intraperitoneales. 
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ENCEFALITIS Í)E SAN LUîè èUfeftOS ÏÎIPERÏNMUNEà 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
x\nimales utilizados: Cobayos machos. 

MUTA 1.^ 

Cobayo Peso 
Grs. 

500 

485 

520 

620 

Intracerebral. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

1/10 

1/10 

i 1/10 

Canti­
dad ^ 

0,15 c c. 

0,15 

0,15 

0,15 

1.^ intraperit. 

Suspensión 
del virus 

0 

1/10 

0 

1/10 

Canti-
. dad 

ü 

0,50 c. c. 

0 

0,50 

2.^ intraperit. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

0 

1/10 

Canti­
dad 

0 

1 c. c. 

0 

1 

Resultados 

Muere a las 24 horas. 

Sangría a los 15 
días. Suero .n.° 1. 

Muere a las 24 horas. 

Muere a los 6 días. 

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 2 .^ 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
Animales utilizados: Cobayos machos. 

Cobayo 

2P 

3.° 

Peso 
Grs. 

570 

710 

565 

Intracerebral. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

1/10 

1/10 

Cantidad 

0,20 c. c. 

0,20 " 

, 0,20 " 

Resultados 

Sangría a los 15 días. Suero n.*̂  2. 

Muere a las 24 horas. 

Muere a las 24 horas. 



MNCEt*ALÍTtS Í)E SAN tUtS SUEROS iíIPERÍNMtJNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 

Animales utilizados : Cobayos machos. 

Í>AUTA 3. ' 

Cobaye 

l.« 

3.« 

Peso 
Grs. 

500 

550 : 

530 

Intracerebral. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

1/10 

1/10 

Canti­
dad 

O.IS c e 

0,15 

0,15 

1.^ Intraperit. 
Suspensión 
del virus 

0 

1/10 

0 

Canti­
dad 

0 

1 c. c. 

0 

1 2.̂ , Intraperit. 
Suspensión 
del virus 

0 

1/10 

0 

Cantidad 

0 

i c. c. 

0 

Resultados 

Muere a las 24 horas. 

Sangría a los 15 
días. Suero n.** 4. 

Sangría a los 10 
días. Suero n.^ 3 
y cerebro. 

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 

Animales utilizados: Cobayos machos. 

PAUTA 4.^ 

Cobayo 

l.« 

2.^ 

3.« 

Peso 
Grs. 

630 

410 

540 

Vía de 
inoculación 

intraperitoneal 

1.^, 2.^, 3 .^ 4.% 5.^ 

1.^, 2.^ 3 .^ 4.^ 5.^ 

1.^, 2.^ 3 . \ 4.^ 

Dilución 

1/100 

1/100 

1/100 

Cantidad 

4 c e . 

' 4 " 

4 " 

Resultados 

Sangría a los 15 días. Suero n.** 5. 

Sangría a los 1Í días. Suero n.^ 6. 

Sacrificado a los 7 días. Extracción del 
cerebro. 



ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS « I P Ê R I N M U N E S 

Temperaturas de los cobayos. 

PAUTA 1.^ PAUTA 2 , ^ 

A ./v 

4n 
6 

6 

A 

2 

40' 
e 
6 

4 

2 

- 39' 

8 

6 

4 

2 

36' 

/ \ 
/ \ 

- V 

^^./ 

Û / 2 ^ 4 5 6 7 8 9 10 ff 12 13 f4 f5 i6 17 /<? / 9 20 2/ 22 25 24 26 26 27 26 29 

Ic Ip • ¡p S 
O / 2 3 4 3 6 7 â 9 JO n 12 15 14 15 

Ic 3 
Cobayo 2.«: 

4 0 . 
Suero 1. 

Ic : Inoculación intracerebral. 
Ip : " intraperitoneal. 
M: Muerto. 
S: Sangría. 

Cobayo 1.°: — - - Suero 2, 



ËNCËPÀLÎTiS DE SAN LUlè 
Temperaturas de îos cobayoê. 

PAUTA 3.^ 

SUEROS HIPERÍÑMUNES 

0 1 2 5 4 5 6 7 â 9 fO il 12 f5 14 fS fà 17 76 f9 20 2f 22 23 24 26 26 27 Fâ 2950 

Ip S Je 
Cobayo 2° : 

" ^ 3° : 

Ip 
Suero 4. 

" 3. 



ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUEROS HIPERINMUNES 

Temperaturas de los cobayos. 

PAUTA 4 . " 

0 / 2 3 ^ 5 6 7 8 9 fO // /Z/5 1^ tS t6 17 /$ /<) ¿O 2/ ZZ ¿S 2^ ZS 26 17 Z8 29 30 Si 32 Î2 S¿ 36 3& S? ¿6 S9 40 Jl jtZ J5 44 À5 

/P IP IP- IP IP 
Cobayo 1.*̂ : Suero 5. 

2.^: " 6, . 
5» O O . ^ 



ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 1.^ 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobaye 

1.0 

2.^ 

Peso 
Grs. ' 

532 

440 

Intracerebral. 
Suspensión 
del virus . 

1/10 

1/10 

Canti­
dad 

0,15 e.c 

0,1S 

1.^ Intraperit. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

1/10 

Canti­
dad 

0,50 c e . 

0,50 

2.^ Intraperit 
Suspensión 
del virus „ 

1/10 

1/10 

Cantidad 

1 c. c. 

1 " 

Resultados 

Sangría a los 15 | 
días. Suero num. 1. ! 

Sangría a los 15 
días. Suero n.^ 2. 

ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 2} 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobayo 

1.^ 

Peso 
Grs. 

7ÓÓ 

770 

Intrancerebral 
Suspensión 
del virus 

1/1Ô " 

1/10 

Cantidad 

0,20 c e . 

0,20 " 

Resultados 

Sangría a los 15 días. Suero num. 3. 

Sangría a los 15 días. Suero num. 4. 

Se vuelve a sangrar a los dos cobayos de esta última experiencia a los treinta 
y ocho días de la primera sangría, obteniéndose los sueros num. 5 y núm. 6. 



ENCEFALITIS JAPONESA É SUEROS HÎPERiNMUNËâ PAUTA â.'^ 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobayo 

3.^ 

Peso 
Grs. 

570 

540 

Intracerebral 
Suspensióa 
del virus 

1/10 

1/10 

1/10 

Cantidad 

0,15 c e . 

0,15 

0,15 

1.^ Intraperit. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

0 

1/10 

Can ti dad 

I c e . 

0 

1 

2.^ Intraperit. 
Suspensión 
del virus 

1/10 

0 

1/10 

Cantidad 

2 c e 

0 " 

2 " 

Resultados 

Sangría a los 15 días. 
Suero niírn. 7. 

Sangría a los 15 días. 
Suero niim. 8. 

Sangría a los 15 días. 
Suero núni. 9. 

ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES PAUTA 4 . ^ 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de ratón. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobayo 

1.° 

2.^ 

3.« 

Peso 
Grs. 

700 

610 

550 

Vía de 
inoculación 

intraperitoneal 

1.^, 2.^, 3.^, 4.^, 5.^ 

1.^ 

1.^, 2.^, 3.a, 4.a, 5.a 

Dilución. 

1/100 

1/100 

1/ÍOO 

Cantidad 

4 c e 

4 " 

4 " 

Resultados 

Sangría a los 15 días. Suero núm. 10. 

Muere a los 2 días. 

Sangría a los 15 días. Suero núm. 11. 



ENCEFALITIS JAPONESA S âUËROS ÍÍIPERÍÑMUNES 

Temperatura de los cobayos. 

PAUTA 1.^ PAUTA 2 . ^ 

Of 2 5 4 5 6 7 8 9 fO ff f2 /5 f4 /5 fé f7 f8 f9 20 2f 22 25 24 25 26 27 28 29 

le • . Ip Ip S 
O f 2 5 4 5 

le 
6 7 S 9 ro // / f / j /4 /5 

Cobayo 1.^: Suero 1. 
" 2.°: " 2. 



ENCEFALITIS JAPONESA B 

Temperatura de los cobayos. 
PAUTA 3 . ^ 

SUEROS HIPERINMUNES 

O t 2 s 4 S 6 7 8 9 /O ff /Z /5 f4 /5 fó // W 19 20 21 22 25 24 25 26 27 26 2950 
Ic 
Cobayo 1«: 

" 2 ° : 

Ip If> 
Suero 7. 

3.^: . — . - - . - - " 9. 



ENCEFALITIS JAPONESA B SUEROS HIPERINMUNES 

Temperatura de los cobayos. 

PAUTA 4 . ^ 

8 
é 
4 

2 
40* 
6 
6 
4 

2 

59< 

8 

6 

4 

2 

58'\ 

--X y - \ - ^ 

^ A 
"A 

A. â i \ 

^7" 7—V V 

\_. 
/ \ / • 

\ / \^---

N / 
N» 

v^\. .'̂ 'rv. 
V 

// 
í ^ 

^Í, 
í? /, 2 5 4 5 6 7 8 9 fO ff /2 /5 /4 /5 íé t7 78 f9 20 2/ £2 25 24 25 26 27 28 29 50 5/52 55 34 55 56 57 58 59 40 4f 42 45 4J 45 

Ip Jp Ip Ip Ip Ô 
Cobayo 1.°: Suero 10. 



ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos machos. 

PAUTA 1.' 

Gobayc 

I."* 

2.^ 

3.« 

4>P 

Peso 
Grs. 

241 

295 

280 

280 

1.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

. 1/10.000 

• M 

5> 

?> 

Cantidad 

0,5 c. G. 

5> 

» 

" 

2.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

0 

Î » 

5» 

1/5.000 

Cantidad 

0 

»» 

» 

0,5 c. c. 

Resultados 

Muere a los 7 días. 

Muere a los 7 días. 

Muere a los 7 días. 

Muere a los 5 días. 

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos machos. 

PAUT\ 2 . ^ 

Cobayo 

3.^ 

Peso 
Grs. 

281 

301 

296 

1.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

Canti­
dad 

0,5 c. G. 

^.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

0,5 c e . 

5> 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

1/20.000 

5» 

Canti­
dad 

I c e . 

5> 

2.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

0 

1/1.000 

»> 

Canti­
dad 

0 

1 c c 

5» 

Intrac. 
suspen. 
virus 

Canti­
dad 

0 0 

0 0 

1/1.000 0,1 c e 

Resultados 

Muere a las 18 horas. 

Muere a los 3 días. 

Sangría a los nueve días. 
Suero nP 1. 



ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos machos. 

«•AUTA 2.» 

Cobayo 

3.^ 

Peso 
Grs. 

285 

312 

290 

1.^ Sabcíit. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

5» 

Canti­
dad 

0,5 c. c. 

5> 

2.^Intrap. | 
Suspensión 
del viriís 

1/10.000 

Canti- i 
dad 

0,5 c. c. 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

1/10.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

2.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

0 

Canti­
dad 

1 c. c. 

0 

Intrac. 
suspen. 

virus 

1/1.000 

0 

Canti­
dad 

0,1 c. c. 

0 

Resultados 

Muere a las 18 horas. 

Muere a los tres días. 

Muere a los 6 días. 

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos machos. 

PAUTA 3 . ^ 

Cobaye 

l.« 

4.'« 

Peso 
Grs. 

315 

295 1 

385 

410 

1.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti-
. dad 

0,5 c. c. 

2.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

i 

Canti­
dad 

1 c. c. 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

1/40.000 

Canti-
! dad 

1 c. c. 

2.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

>» 

Canti­
dad 

1 c. c. 

Inlrac. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

5» 

Canti­
dad 

0,15 CG. 

Resultados 

Muere a los 2 días. 

Muere a las 18 horas. 

Muere a los 4 días. 

Sangría a los 7 días. 
Suero n.^ 2. 



Animal inoculado: Cobayo 4.*̂  de experiencia anterior. 

3.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/5.00 

Cantidad 

1 c. c. 

4.^ Intraper. 
Suspensión 
del virus 

1/2.500 

Cantidad 

1 c. c. 

Resultados 

Sangría a los 13 
días. Suero nú­
mero 3. 
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ËNcËFALÏTiS E Q Ü Í K A È S T Ë ê U | R O S HlPERÎNMUNEâ 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos machos. 

tAUTA 4 . ^ 

Cobayo 

2P 

Peso 
Grs. 

550 

525 

1 1.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

0,5 ce . 

2.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

5» 

Canti­
dad 

1 c. c. 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

5» 

Canti­
dad 

I c e 

» 

2.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

Intrac. 
Suspensión 
del virus. 

1/10.000 

5> 

Canti­
dad 

0,1 c. c. 

Resultados 

Sangría a los 17 
días. Suero n.^ 4. 

Sangría a los 17 
días. Suero n.*̂  5. 

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

PAUTA 5 . ^ 

Cobayo 

l.« 

2P 

o o 

Peso 
Grs. 

485 

510 

560 

1.^ S about. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

2.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

5> 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/20.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

2.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

?» 

Canti­
dad 

l e . c. 

Intrac. 
Suspensión 
del virus. 

1/10.000 

?» 

Canti­
dad 

0,1 c. c. 

5» 

Resultados 

Muere a las 18 ho­
ras. 

Sangría a los 15 
días. Suero n.*̂  6. 

Sangría a los 15 
días. Suero n.° 7. 



Animales inoculados: Cobayas 2P ^P de la experiencia anterior. 

Cobayo 

2.^ 

3.^ 

3.^ Intraper. 
Suspensión 
del virusé 

1/10.000 

Cantidad 

1 c. c. 

4.^ Intraperitoneal. 
Suspensión del 

virus. 

1/5.000 

. -9 

Cantidad 

1 c. c. 

5» 

Resultados 

Muere a las 18 horas. 

Sangría a los 15 días. 
Suero num. 9. 

(El suero num. 8 procede de una segunda sangría a los ciento once días de la primera, del cobaya núm. 4 de 
la pauta 3.^ y éei cual se obtuvo él suero uúm. 2.) Í .* .. . 

BNCËFAUTIS EQUINA ESTE SUEROS H I Í E R I N M Ü N E S 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro dé cobayo. 

Animales inoculados: Cobayos njachos. 

PAUTA 6.* 

Cobayo 

2P 

Peso 
Grs. 

490 

535 
i 

1."" Subcut. r^ .̂ . , Canti-í>uspensiot , , , 1 . dad del virus 

I/IO.OOO I I c e . 

1 
j ; 

i 2.^ Subcut. 
Suspensión 
del virus 

1/5,000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

1.^ Intrap. 
Suspensión 
del virus 

1/10.000 

1 

Canti­
dad 

1 c. c. 

I 

2.^ Intrap. ' 
Suspensión 
del virus 

1/5.000 

i 

Canti­
dad 

1 c e . 

Intrac 
'uspensión 
del virus. 

1/10.000 

5> 

Canti­
dad 

0,15 C. c. 

Resultados 

Muere a las 18 ho­
ras.- •,. 

Sangría a los 15 
djas. Suero rt.° 10. 



ENCEFALITIS EQUlNA OES^TE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobayo 
Tntraper. 

Suspensión 
de virus 

1/1.000 

Canti­
dad 

Intracer. 
Suspens, 
de virus 

1/1.000 

Canti­
dad 

0,10 c. c. 

Resultados 

Muere a las 18 ho­
ras. 

Sangría a los 15 
días. Suero nP 1. 

. Sangría a los 15 
días. Suero n.^ 2. 

ENCEFALITIS EQUlNA OESTE SUEROS HIPERINMUNES 

Se parte de suspensión virulenta de cerebro de cobayo. 
Animales inoculados: Cobayos machos. 

Cobayo 

2.° 

3P 

Peso 
Grs. 

330 

35D 

390 

1.^ Subcut. 
Suspensión 

de virus 

1/10.000 

Canti­
dad 

0,50 c. c. 

?» 

2.^ Subcut. 
Suspens, 
de virus. 

1/1.000 

5J 

Canti­
dad 

0,50 c. c. 

Intraper. 
Suspensión 
de virus 

1/1.000 

Canti­
dad 

1 c. c. 

Tntracer. 
Suspens, 
de virus 

1/1.000 

5» 

Canti­
dad 

0,10 c e . 

Resultados 

Muere a las 24 ho­
ras. 

Sangría a los 15 
días. Suero nP 3.1 
Suero nP 4. 



ENCEFALITIS EQUINA OESTE 

Cobayo 

3.^ 

Se parte del mismo material de la experiencia anterior. 
Animales inoculados: Los mismos de la experiencia anterior. 

âUÈROS lîIPERÎNMUNËS 

L^ Intraper. 
Suspensión 
del virus 

1/500 

Cantidad 

I c e 

2.^ Intraper. 
Suspensión 
del virus 

1/250 

Cantidad 

1 c. c. 

Resultados 

Sangría a los 11 días. Suero n.*̂  5. 

Sangría a los 11 días. Suero n.° 6. 

ENCEFALITIS EQUINA OESTE 

Se parte del mismo material de la experiencia anterior. 
Animales inoculados: Los mismos de la experiencia anterior. 

SUEROS HIPERINMUNES 

Cobayo 

2.^ 

3.° 

1.^ Intraper. 
Suspensión 
del virus 

1/100 

1 2.^ Intraper. 
Cantidad | Suspensión 

j del virus 

1 c. c. 1/50 

Cantidad 

1 c. c. 

5J 

Resultados 

Sangría a los 13 días. Suero n.^ 7. 

Sangría a los 13 días. Suero n.° 8. 


