VOLUMEN 8 ABRIL-JUNIO 1955 NUM. 2

A~

el Onstitubo “Tuime Forvin' de Microbiotopia
ﬂle.zz& licratidt 2%”%!

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID :



OTRAS REVISTAS DEL PATRONATO
«ALONSO DE HERRERA»

ANALES DE EDAFOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL.—Publicados por el Instituto
de Edafologia y Fisiologia Vegetal.

Continuadores de los «Anales del Instituto Espaiiol de Edafologia, Eco-
logia y Fisiologia Vegetal». Abiertos a una amplia colaboracién, recogen
en sus paginas trabajos sobre suelos y fisiologia vegetal, tanto del Instituto
de origen como de ofros Centros investigadores espafioles y extranjeros vy,
asimismo, estudios de tipo informativo y bibliogrdfico.

Mensual. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 160 pesetas.

ANALES DE LA ESTACION EXPERIMENTAL DE «AULA DEl».—Revista dedicada
a la publicacién de trabajos originales sobre investigacién agricola y pro-
blemas biolégicos relacionados con la misma. Publicada por la Estacién Ex-
perimental de «Aula Dei», Zaragoza.

Cada volumen, excepio Vol. 1, contiene unas 300 pdginas, distribuidas
en cuatro nimeros, que se publican a intervalos irregulares.

ANALES DEL INSTITUTO BOTANICO «A. J. CAVANILLES».—Publicacién del
Instituto «Antonio J. de Cavanilles».
Publica trabajos y notas cientificas que abarcan todos los campos de la
Boténica.
Precio del tomo anual, 100 pesetas.

COLLECTANEA BOTANICA.—Publicacién del Instituto Botdnico de Barcelona.
Dedicado a la Boténica en general, viene a ser un érgano exterior de la
actividad del Institute Botdnico de Barcelona, elemento de enlace con los
demds Centros de investigacién.
Publica trabajos sobre las distintas disciplinas de la Botdnica: Sistema-
tica, Floristica, Fitosociologia, Fisiolagia, Micologia, Briologia, Algologia, etc.
Dedica una parte a resefias bibliograficas y a la informacién.
Semestral. Ejemplar, 30 pesetas. Suscripcién, 45 pesetas.

FARMACOGNOSIA —Publicacién del Instituto «José Celestino Mutis».

Esta revista estd dedicada al estudio de los problemas de la Farma-
cognosia, siendo sus finalidades: una, propiamente cientifica, que trata de
Boténica, andlisis quimico, experimentacién fisiolégica y clinica, y otra, de
orden préctico, relativa al cultivo y recoleccién de materias primas idéneas,

no sélo para la Medicina, sino para la Dietética y la Industria.

Trimestral. Ejemplar, 25 pesetas. Suscripcién, 80 pesetas.

GENETICA IBERICA.—Publicacién del Laboratorio de Citogenética del Instituto
«José Celestino Mutis».

Publica trabajos sobre Citologia, Citogenética y Genética de los diver-
sos materiales que constituyen el tema especifico de investigacién en los
distintos Centros colaboradores de la revista, en Espafia y Portugal, y los
relacionados con la mejora de las especies vegetales que interesan a la
Farmacognosia.

Trimestral. Ejemplar, 20 pesetas. Suscripcién, 70 pesetas.



o

DE°INVESTIGACIO

N




SUMARIO
Pégina
CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES
Obtencién de antigenos y sueros hiperinmunes de las en-
cefalitis de San Luis, Japonesa B, Equinqs Este y.Oeste y
ensayos de fijacién de complemento con los mismos. II,
por A. P. Garcia Gancedo ... ... ... ... .ot cs oer s e 100
Descripcion de las inclusiones intracelulares producidas por
el virus «Broad-bean Mottle», por Miguel Rubio Huertos
y D. H. M. Van Slogteren ... ... ... ... ... ... ... ... ... 133
Contribucién al estudio de levaduras salvajes y cultivadas
de la microflora espafiola (continuacién), por Enrique
Feduchy Marifio ... ... ... ... ... .o oo oo o e 137
Nueva especie de levadura aislada de liquido curtiente:
Saccharomyces Chambardi, nov. sp.,
por Carlos Ramirez Gémez y Jacques Boidin ... ... ... ... 225
SE SUPLICA EL CAMBIO TODA LA CORRESPONDENCIA
ON PRIE L"’ECHANGE DEBE DIRIGIRSE A
AUSTAUSCH ERWUNSCHT MICROBIOLOGIA ESPANOLA
EXCHANGE DESIRED SERRANO, 113 6 144 - MADRID - (ESPANA)

Nuamero suelto: 22 pesetas. Suscripcién anual (4 nimeros): 80 pesetas.



VOLUMEN § ABRIL-JUNIO 1955 NUM. 2

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS
MADRID



CONSEJO DE REDACCION

Prof. Dr. don Arnaldo Socias Amords, Director
del Instituto “Jaime Ferran‘ de Micro-
biologia, del C. S. I. C.

Prof. Dr. don Lorenzo Vilas Lépez, Secretario de
la Sociedad de Microbidlogos Espafo-
les.

Dr. don Ricardo Salaya Ledn, Bibliotecario de la
Sociedad de Microbidlogos Espafoles.

Gréaficas TEJARIO, S. A. Pza. del Biombo, 4.-Tel. 22 12 88-Mabrip



c.s. I Cc
INSTITUTO <JAIME FERRAN*, DE MICROBIOLOGIA
SECCION DE VIRUS

OBTENCION DE ANTIGENOS Y SUEROS HIPERINMU-

NES DE LAS ENCEFALITIS DE SAN LUIS, JAPONESA B,

EQUINAS ESTE Y OESTE Y ENSAYOS DE FIJACION
DE COMPLEMENTO CON LOS MISMOS. 1l (¥)

por
A. P. Garcia Gancedo. .

TITULACION DE SUEROS

Es un hecho de todos conocido, que cuanto-mds tiempo permanezcan
“en incubacién las mezclas de suero cmﬁgeno y complemento, es fijado

mds complemento por una caontidod determinada de anticuerpo, y que
los factores temperatura y tiempo deterioran espontdneamente el comple-
mento lentamente a temperaturas bajas (0° a 5° C.) y rdpidamente a
temperaturas superiores a 30° C. Igualmente se ha comprobado que la
reaccién de fijacién de complemento es més sensible en frio que en ca-
iiente, si bien la accién anticomplementaria de suero y antigeno es mds
pronunciada después de dieciocho horas en nevera que en una en bafio-
maria a 37° C. Este inconveniente queda eliminado utilizando antigenos
que no tengan propiedades anticomplementarias.

En los ensayos de fijocién de complemento efectuados para la titula-
cién de nuestros sueros hemos seguido la técnica siguiente: En una serie
de tubos se colocan diluciones de suero inactivado del 1/1 al 1/256, en
volumen de 0,20 c. c.; seguidamente se afiade a cada tubo 0,20 c. <. del
complemento diluido de manera que contenga dos unidades y 0,20 c. c.
de la dilucién de antigeno. Agitada la gradilla, se coloca en la nevera,
donde permanecerd de dieciséis a dieciocho horas. Todos los componentes
de esta parte de la reaccion deben mantenerse frios durante las manipu-
laciones.

(*) Trabajo realizado bajo la direccién del Dr. E. Gallardo, Jefe de la Seccién
de Virus.
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A la mofana siguiente, separada la gradilla de la nevera, se incuba
durante media hora en bafiomaria a 37° C., después de haber afiadido
0,40 c. c. del sistema hemolitico preparado quince minutos anfes.

El sistema hemolitico se prepara con partes iguales de una suspensién
de eritrocitos de carnero lavados, al 2 por 100 en solucién saling, y una
dilucién de hemolisina que contenga dos unidades hemoliticas en 0,20 c. c.

De esta mezcla se afiade a cada tubo 0,40 c. c., y después de la me-
dia hora de incubacién a 37° C. se procede a leer los resultados, que se-
rén anotadas con los ndmeros 4-3-2-1-0 y el signo . . El nimero 4 .indica
fijacion total; el nomero 0, hemolisis total y los demds nimeros y el sig-
no 4+ indican diversos grados de fijacién. ' i

El titulo del suero serd aquel que dé al menos 2 de fijacién a la dilu-
cién més alta. '

Nuestros ensayos de fijacion de complemento se efectuaron en volu-
men total de 1 c. c. por tubo, con dos unidades de complemento.

Al mismo tiempo se verificaban los siguientes controles:

Control de suero.—Contiene las diluciones mds bajos de suero, mds
dos uhidades de complemento, mas el sistema hemolitico, sustituyendo al
antigeno con solucién salina. o

Control del antigeno y del sistema hemolitico.—Consiste en una serie
de cuatro tubos conteniendo 0,05, 0,10, 0,15 y 0,20 c.c. de la dilucién del
complemento usado en la prueba; o sea, media, una, una y media, dos
unidades. Completado el volumen en cada tubo hasta 0,40 c. c: con solu-
cion salina, se afiade a cada uno 0,20 c. c. de antigeno, no agregéndbse-
les suero. Luego se les agrega el sistema hemolitico en la cantidad de
0,40 c. ¢

Como es natural, los controles son sometidos a las mismas incubaciones
que la prueba de fijacién de complemento, y pondrdn de manifiesto toda
reaccién anticomplementaria que haya ocurrido en la primera fase de

incubacién en nevera.

Sueros de la encefalitis de San Luis.

Los sueros 1 y 2 se titularon en presencia del antigeno a la dilucién
1/1 y 2/1 con resultado negativo. '
Los restdntes sueros se titularon con el antigeno de la dilucién 1/1, re-
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sultando: Suero 3, titulo O; suero 4, titulo 1/4; suero 5, titulo 1/8; y suero
6, titulo 1/4. (Véanse los cuadros correspondientes.) :

Sueros de la encefalitis Japonesa B,

Los suercs 1, 2, 3 y 4, titulados en presencia del antigeno a la dilu-
<ién 1/2, dieron el siguiente resultado: Suero 1, titulo O; suero 2, titulo
1/2; suero 3, titulo O; y suero 4, titulo 0.

Los mismos sueros con el antigeno a la dilucién 1/1, dan un titulo de
1/256 en los sueros 1y 2, y de O en los 3 y 4.

Y dichos sueros con el antigeno a la dilucién 2/1, no modifican el
titulo alcanzado en la anterior titulacion.

Los restantes sueros se titularon con el antigeno a la dilucién 1/1 con
los resultados siguientes: Suero 5, titulo O; suero 6, titulo 1/1; suero 7,
titulo 1/8; suero 8, titulo 1/32; suero 9, titulo 1/64; suero 10, titulo 1/16,
y suero 11, titulo 1/16. (Véanse los cuadros conrrespondientes.)

Sueros de la encefalitis equina Este.

El suero 1 no se tituld, por haberse utilizado totalmente en pruebas de
neutralizacién, independientes a este trabajo. ‘

Los sueros 2 y 3 se han titulado con antigeno a la dilucién 1/4, resul-
tando: Suero 2 titulo 0; suero 3, titulo 1/8.

Los sueros 4, 5, 6, 7 y 8, con antigeno al 1/2, obteniéndose: Suero 4,
titulo O; suero 5, titulo 0; suero 6, titulo 0; suero 7, titulo 1/4, y suero 8,
titulo O.

Y los sueros 9 y 10 con antigenc al 1/1, dando los siguientes titulos:
Suero 9, titulo 1/128, y suero 10, titulo 1/64. (Véanse los cuadros corres-

pondientes.)

Sueros de la encefalitis equina Oeste.

Los sueros 1, 2, 3, 4, 6, 7 y 8 se titularon con el antigeno a la dilu-
ciénl/4 y se obtuvo: Suero 1, titulo O; suero 2, titulo O; suero 3, titulo O;
suero 4, titulo 1/128; suero 6, titulo 1/256; suero 7, titulo 1/32; y suero
8, titulo 1/64.

Y los sueros 5 y 9 con el antigeno al 1/2 dieron: Suero 5, titulo 1/32;
y suero 9, titulo 1/16. (Véanse los cuadros correspondientes.)
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TITULACION DE SUEROS

°

ENCEFALITIS DE SAN LUIS b i SUERO N2 T

Diluciones del suero

Antigeno .
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256’

S. LUIS 2/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno - R
1/1 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
sSLuls21| 0 o o 0 0o o0 0 0 0

Titule del suero: 0.

ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N.° 3.

Diluciones del suero

Antigeno

1/1 '1/2 1/4 1/8. 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

S. LUIS 1/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.
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SUERO N.U 4

Diluciones del suero

Antigeno ‘
11 1/2 1/4 1/8 1/16 -1/32 1/64 - 1/128 1/256
I's. LUIS 1/1 3 2 2 1 = 0 0 0 0
‘Titulo del suero: 1/4.
‘ENCEFALITIS : DE SAN LUIS SUERO N.° 5
Diluciones del suero
Antigeno
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| S. LUIS 1/1 4 3 2 2 1 =+ 0 0
Titulo del suero: 1/8.
ENCEFALITIS DE SAN LUIS SUERO N. 76
Dilucioneé del suero
Antigeno
/1 1/2 1/4{ 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
S. LUIS 1/1 3 2 2 1 = 0 0 0

Titulo del suero: 1/4.
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ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N° 1
" 1
! Diluciones del suero
Antigeno —_— |
|
/1 1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64- 1/128 1/256|
) 1
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
. |
_Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno —
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64', 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 4 4 4 T4
Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS JAPONESA B - SUERO N.2 3
!
| Diluciones del suero
-Antigeno |
i /1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
|
JAPON 2/1 | o 0 0 0 0 0 0 0 0
“

Titulo del suero: 0.
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. ENCEFALITIS JAPONESA B ) SUERO N.° 4 ¢
Diluciones del suero
Antigeno : - — ——
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 l;’256$
JAPON 2/1 0 0 0 0 0 (1} 0 0 0 1

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS JAPONESA B : SUERO N.° 5

Diluciones del suero

Antigeno e — e : —
‘11 12 174 1/8 1716 1/32 1/64 1/128 1/256

JAPON 1/1 0 0 0 0- 0 0 0 0 -0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS JAPONESA B . SUERO N.° 6
o i N
Diluciones del suéro :
Antigeno : . T T ‘
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 ;
JAPON 1/1 2 0 0 0 0 0 0 0 0 |

Titulo del suero: 1/1.

-~
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i
ENCEFALITIS JAPONESA B

SUERO N.° 7

Diluciones del suero
Antigeno
1/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 | 4 3 2 2 = 0 0 0 0
Titulo ({el suero: 1/8.
ENCEFALITIS JAPONESA B _SUERO N.° 8
Diluciones del suero
Antigeno
11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 3 2 0 0 0
Titulo del suero: 1/ 32.
ENCEFALITIS JAPONESA B SUERO N.° 9
Diluciones del suero
Antigeno
1/1 172 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 4 4 3 2 0 0

Titulo del suero: 1/64.

8
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SUERO N.° 10

Diluciones del suero

Antigeno
1/71  1/2 1/4 1/8 1/16 '1/32 1/64 1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 3 2 0 0 0 0
Titulo del suero: 1/16.
ENCEFALITIS JAPONESA B suEro N.° 11
Diluciones d;el suero
Antigeno
/1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 -1/128 1/256
JAPON 1/1 4 4 4 3 2 0 0 0 0
Tﬁulo del suero: 1/16:
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N.° 2
Diluciones del suero
Antigeno .
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
ESTE 1/4 0 0 0 0 0 0 0
|
Titulo del suero: 0.
9
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SUERO N.° 3

|

|

Diluciones del suero

“ Antigeno i — -
{ 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| ‘
! ! . - 3
ESTE 1/4 4 3 2 0 0 0 0 0
Titulo del suero: 1/8.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE sﬁmo NO 4
| |
! Diluciones del suero
Antigeno | ——— 7 :
! 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
_ | — - 2
ESTE 1/2 ‘ 0 0 0 0 0 0 0 0

Txtulo del suero: 0.

ENCEFALITIS EQUINA ESTE
\

Antigeno

ESTE 1/2

SUERO N.2 5

Diluciones del suero

- N -

172 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 l/256}

Titulo del suero: 0.

10



ANTIGENOS Y SUEROS DE ENCEFALITIS 111

ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N2 6
Diluciones del suero
Antigeno
1/2 174 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
ESTE 1/2 1 = 0 0 0 0 0 0
Titulo del suero: 0.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N° T
Diluciones del suero 1 ,
Antigeno - — T
1/2 14 1/8 1/16 1/32 1/64 ' 1/128 1/256t
R o
ESTE 1/2 3. 2 1 0 0 .0 0 o |
I
Titulo del suero: 1/4.
ENCEFALITIS EQUINA ESTE SUERO N 8
Diluciones del suero e
Antigeno S B ——
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32  1/64 1/128 1/256 |
— ‘ o
. ESTE 1/2 1 ES 0 0 0 0 0 0

1¥
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ENCEFALITIS EQUINA ESTE ) SUERO N.° 9
Diluciones del suero
!
Antigeno
1/1 1/2 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
| _ESTE 1/1 4 4 4 4 3 3 2 0

Titulo del suero: 1/128.

ENCEFALITIS EQUINA ESTE ‘ suEro N.° 10
Diluciones del suero
Antigeno
k /1 12 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
|1 ESTE 1/1 4 4 ° 4 4 3 3 2 0 0

‘Titulo del suero‘: 1/64.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE ‘ SUERO N.2 1
‘ a® [
Diluciones del suero
Antigeno :
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256 |
| OESTE 1/4 © 0 o 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

12
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ENCEFALITIS EQUINA OESTE
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SUERO N.° 2

Diluciones del suero

Antigeno
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64

1/128  1/256 |

OESTE 1/4 | o 0 0 0 0 0

Titulo del suero: 0.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

" SUERO N2 3

Diluciones del suero
Antigeno :
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256‘:
OESTE 1/4 o o0 o0 o 0 0 0 0

* Titulo del suero: 0. .

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

SUERO N.° 4

Diluciones del suero
Antigeno
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 -1/128 1/256 |
OESTE 1/4 4 4 3 3 2 2 2 0

Titulo del suero: 1/128.

13



114

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

i
i

A. P, GARCIA GANCEDO

SUERO N.° 5

Diluciones del  suero

| Antigeno B

11 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
OESTE 1/2 4 4 4 4 3 2 0 0 0
Titulo del suero: 1/32.
ENCEFALITIS EQUINA OESTE SUERO N.° 6
Diluciones del suero
Antigeno B - -
1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
. OESTE 1/4° 4 4 4 4 3 3 2 2
| o ) S
Titulo del suero: 1/256.
ENCEFALITIS EQUINA OESTE SUERO N.° 7
Diluciones del suero |
Antigeno e e |
I
/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256
OESTE 1/4 4+ 4 3 2 2 1 0 0 !

Titulo del suero:

14
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ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Antigeno

OESTE 1/4

|

|
|

i

Diluciones del suero

" 1/4

1/8 1716 1/32

1/64

Titulo del suero: 1/64.

ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Antigeno

OESTE 1/2

/1 1/2

Diluciones del suero

)

1/128

115

SUERO N.° 8

1/256 I

SUERO N.° 9

|

1/4

3 3

Titulo del suero: 1/16.

OBTENCION DE ANTIGENOS

f+

Preparacién de antigenos encefaliticos.

|
|
|

1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256|

[

0 i

Como es sabido, los llamados virus neurotropos se fijan y multiplican
preferentgmenfe en las células del sistema nervioso central, siendo como
consecuencia de ello los tejidos cerebral y medular los més ricos en virus.
Tales virus pueden hallarse también en otros tejidos, si bien no en la pro-
porcién requerida para la preparacién de antigenos, con la sola excepcién
del de la Coriomeningitis linfocitaria, que, en las infec-
ciones experimentales de los cobayos, evidencia gran cantidad de virus en

los bazos de los animales moribundos.

15
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También los tejidos embrionarios de pollo, infectados con los virus.
equinos Este y Qeste son ricos en virus.

Dos tipos de antigenos encefaliticos de cerebros de ratén son los gene-
ralmente aceptados por los investigadores; los virulentos, con los peligros.
inherentes al uso de material infeccioso y los avirulentos que, bien pre-
parados, suprimen el peligro de contagio, sin pérdida de antigenicidad.

Antigenos virulentos.

Métodos de centrifugacién.—P. Walter y sus colabora-
dores, utilizando la centrifugacién a una velocidad relativamente alta,
10 o 15.000 r. p. m., separan de las suspensiones de tejido cerebral el
material anticomplementario y las substancias que dan lugar a las reac-
ciones inespecificas en los ensayos de fijacién de complemento. El modo
de operar es el siguiente: Cerebros de ratones infectados con un virus
determinado, se pesan y trituran en mortero sin abrasivo, afiadiendo len-
tamente solucién salina con 1 por 100 de suerc normal inactivado de la
riisma especie animal hasta conseguir una fina suspensién al 10 por 100.
De esta suspension se separan las particulas de mayor tamafio mediante
una cenfrifugacién a 1.500 r. p. m. durante diez minutos. El liquido sobre-
nadante, ligeramente opalescente, se centrifuga a 6.500 r. p. m., en tubos
de pléstico tapados, durante veinte minutos. Separado nuevamente el
liquido de los materiales sedimentados, se -practica una intensa y Gltima
.cenfrifugacién a 12.400 r. p. m. durante una hora. El liquido sobrena-
dante, transparente o débilmente tefiido de hemoglobina, rico en virus.
activo, constituye el antigeno. Para su conservacién se afiade un anti-
séptico que no modifique sus propiedades antigénicas (borato de fenil
mercurio, mertiolato, etfc.), y seguidamente se reparte en cantidades de
2 a 5 c. c. en ampollas, se deseca en congelacién (liofilizacién) y, una
vez cerradas, se almacenan en nevera. Cuando se necesitan para su uso,
se afade agua destilada hasta su volumen primitivo. El titulo de los
antigenos virulentos desecados suele ser de 1/8 y sus propiedades espe-
cificas se mantienen durante largo tiempo. .

‘Otro método consiste en someter las suspensiones virulentas a una
centrifugacién de 10.000 a 30.000 r. p. m. durante una hora, filfrando
el liquido sobrenadante por filtro Seitz. Los antigenos asi obtenidos no
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tienen poder anticomplementario, pero la filiracién reduce su antigenici-
dad en grado muy apreciable o totalmente, razén por la cual no es
técnica recomendable. '

~ Caosals y Palacios, en modificaciones sucesivas, mejoran y simplifican
‘les manipulaciones para la obtencién de antigenos virulentos por centri-
fugacién. Parten de cerebros frescos de ratén triturados en. mortero sin
abrasivo, que colocan en suspensién al 10 por 100 en sclucién salina
con suero normal de la misma especie. Sometida la suspensién a una
centrifugacién de 5.000 r. p. m. durante veinte minutos, separan el liquido
sobrenadante que contiene el antigeno. Esta Unica centrifugacion es su-
ficiente para eliminar los materiales anticomplementarios y las substancias
que dan lugar a los reacciones inespecificas. Su conservacién y almacena-
miento se verifican en la forma ya descrita.

Antigenos avirulentos.
Los "antigenos virulentos pueden ser transformados en avirulentos sin
Gue pierdan su poder antigénico de modo apreciable. Para ello se han
ensayado distintos métodos.

La inactivacién con formalina o por el calor no fué satisfactoria; la
formalina los hace anticomplementarios y el calor destruye su aniige-

ricidad.

La luz ultravioleta es un método de inactivacién muy recomendable.
Si se utiliza como fuente de luz lg lémpara de vapor de mercurio de
Hanovia, los antigenos se colocardn en frascos o ‘ampollas de cuarzo
antes de la adicién del antiséptico, y se agitan Gnicamente durante la
irradiacién. El tiempo necesario para la transformacion de cada antigeno
se determina por inoculacion intracerebral en ratones de diversas mues-
“tras de los antigencs.

Casals perfeccion6 este método sometiendo el liquido sobrenadarte
a la centrifugacion, repartido en frascos o ampollas y liofilizado, ¢ la
irradiacién con luz ultravioleta. Segun él, las suspensiones de los lvirus
Este, Oeste, Rabia, Ccriomeningitis y San Luis, expuestas a la luz ultra-
violeta, no alteran sus propiedades fijadoras del complemento especificas,
no adquieren poder anticomplementario ni modifican su titulo antigénico.
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Nuestro proceder

Para la obtencién de los antigenos correspondientes a las encefalitis
de San Luis, Japonesa B, equina Este y equina Oeste, nos hemos atenido
a la pauvta seguida por W. McD. Hammon y C. Espana: 1.° Los .cerebros
de un grupo de ratones muertos o sacrificados de encefalitis experimen-
tal, se trituran finamente en un mortero sin abrasivo, agregandc después,
poco a poco, agua bidestilada en cantidad suficiente para que la suspen-
sién quede al 1/20. 2.° El producto asi obtenido se reparte en cantidades
de 10 c. c. en ampollas de 40 c. c. e inmediatamente se liofiliza intensa-
mente (doce a catorce horas). 3.2 A cada ampolla liofilizada se afcden
dos volimenes de bencenc purisimo (20 c. c.) y después de dos o tres

Inoculado intracerebralmente con encefalitis Japonesa B. Suspension de cerebro
al 1/10. Fase paralitica.

horas de contacto se filtra por placa de Jena y vacio. 4.° Esta operacion
se repite dos veces mds, con un volumen de benceno (10 c. c.) y media
hcra de contacto. 5.9 Libre la substancia cerebral del benceno por la
tiliracion efectuada, se deposita en un mortero con una pequefia cantidad
de solucién salina, suficiente para empapar, durante una hora; se tri-

0
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tura y se afiade lentamente 'solucién salina hasta completar el volumen
criginal (10 c. c.). 6.° La suspension resultante se centrifuga durante cua--
renta y cinco minutos a 10.000 r. p. m., o bien veinte o freinta minutos
a 15.000 r. p. m., refirando seguidamente el liquido sobrenadante que es
el antigeno. 7.° Afadido mertiolato o borato de fenil mercurio en can-
tidad para que quede éste al 1/10.000, se reparte en ampollas y se
liofiliza para su conservacion.

Durante las primeras manipulaciones se trabajard con las méximas
precauciones, con el fin de evitar un posible contagio.

El repetido contacto con el benceno, ademds de desposeer al material -
liofilizado de su virulencia sin pérdida de su cardcter antigénico, des-
struye el poder anticomplementario, que parece ser debido, segin De Boer
y Cox, a les lipoides. ‘

La técnica descrita proporciona antigenos sin el més minimo poder
anticomplementario, que generalmente pueden ser diluidos (en solucién
salina) hasta el 1/4. ’ ‘

Nosotros hemos obtenido un sclo antigeno de la encefalitis de San
Luis y dos de la Japonesa B, equina Este y equina Oeste. Con ellos hemos
practicado todos los ensayos de fijacién de complemento para “valorar
nuestros sueros en diluciones 2/1, 1/1, 1/2, 1/4 con resultados satis-
factorios. (Véanse los cuadros de titulacién de sueros.)

Determinacién del poder anticomplementario de los antigenos.

En tres series de tubos con ocho tubos cada una se depositan, mediante
pipeta calibrada, cantidades de 0,05, 0,08, 0,10, 0,12, 0,14, 0,16, 0,18
y 0,20 c. c. de complemento previamente titulado. En dos series de tubos
se ponen 0,20 c. c. del antigeno a probar. En la serie que queda, en
lugar del antigeno se afiade 0,20 c. c. de sclucién salina. Una ds las
series se coloca en bafomaria a 37° C. durante una hora, junto con la
que contiene solucién salina, que actia como control. La otra serie se
coloca en nevera durante dieciséis o dieciocho horas, sometiéndola des-
pués también al bafiomaria. Después de esta incubacién a 37° C., a los
tubos que contienen todos 0,60 c. c., ya que se les ha afiadido a cada
uno cantidad suficiente de solucién salina hasta completar dicho volumen,
agregamos a diches tubos 0,40 c. c. de células sensibilizadas preparadas
-cuince minutos antes y se incuba ofra media hora a 37° C. Se anota la
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reaccién y se determina la cantidad menor de complemento diluido, que
dié hemolisis completa. .

Hemos observado que todos los antigencs que se han obtenido ‘care-
cen de poder anticomplementario. ' '

Aunque el primer tubo de cada serie (véanse cuadros) presenta en
todas las determinaciones fijacién pdrcial, esto también ocurre en el pri-
mer tubo de los controles, y es debido a que contienen una cantidad insu-
ficiente de complemento (0.05 c. c.).
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. ENCEFALITIS DE $AN LUIS . AnTicENO N° 1
Se parte de cerebro de ratén del Pase I
Animales , Via de Suspension Cantidad
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada Resultados
Ratones 10 Intracerebral 1/10 0,03 c. c. Se sacrifican 9 a los
: cinco dias y uno a

ENCEFALITIS JAPONESA B

Se parte de cerebro de ratén del Pase I

los seis.

ANTIGENO N.° 1

Animales , Via de Suspension
inoculados Nimero ) inoculacién del viras
Ratones 10 “Intracerebral 1/10

tid
iﬁﬁ?{laﬁ‘i Resultados
Mueren a los cinco
dias dos.
0,03 c. c. | Sacrificados a los

seis dias seis.
Sacrificados a los
siete dias dos.




ENCEFALITIE JAPONESA B

Se parte de cerebfo_ de ratén del Pase 11

ANTIGENO N2 2

Animales Ni Via de Suspension Cantidad Resultad
inoculados | umero inoculacién del virus inoculada esultados
—— . - -
Muere a las 24 ho-
ras 1 (*).
Ratones 10 [ntracerebral 1/10 0,03 c.c. Mueren a los seis
[ dias 3.
Sacrificados a los
seis dfas 6.
(*) Se desecha. -
ENCEFALITIS EQUINA ESTE ANTIGENO N.° 1
Se parte de cerebro de r_atén del Pase 1
Animales , Via de Suspensién !  Cantidad Resultad
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada . esultados
| Se sacrifican entre
Ratones 12 Intracerebral |  1/10.000 0.03 c.c. las 82 y 86 horas.




ENCEFALITIS EQUINA ESTE ' ANTIGENO N.° 2
Se parte de cerebro de ratén del Pase I - :

Animales , Via de Suspension Cantidad Resultados
inoculados Nimero inoculacién | del virus inoculada esuliados
| | | N
: . | S Se sacrifican entre
Ratones 12 Intracerebral | 1/10.000 [ 0,03 c.c. las 48 y 60 horas.
| !
I
ENCEFALITIS KQUINA OESTE - ‘ anTicENO N.° 1

Se parte de cerebro de raién del Pase I .

! 4 dias.

| |
’ !

Animales Ni I Via de Suspensién. ¢  Cantidad Resultados l

inoculados umero | inoculacién del virus | inoculada ;

q | ) ) |

. | ’ T

g Ratones - 13 . Intracerebral | 1/30 1 0,03 c.c. Se sacrifican a los|
1 . E i ’
i i




ENCEFALITIS EQUINA OESTE

Se parte de cerebro de raton del Pase II

ANTIGENO N.° ¥

Animales

, Via de Suspensién | Cantidad .
inoculados Nimero inoculacién del virus inoculada Resultados |
Ratones 7 Intracerebral 1/1.000 0,03 c.c. Mueren a los 4 dias

dos.
Mueren a los 6 dias
dos.
Sacrificados a
6 dias tres.

los

DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO
. ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS DE SAN LUIS

Complemento

!

Antigeno sin|Solucién sa-| Mezcla hemo-| : 5
Tubos ; al 1/30 | - . diluir lina. litica | Rosultados
{ N
1 ! 0,05 c. ¢ 0.20 c. c. 0,35 c. c. 0,40 c. c. 3
2 : 0,08 ” 0,32 ” 0
3 0,10 ” 0,30 ” 0
4 0,12 ” 0,28 ” 0
5 0,14 ” 0,26 ” 0
6 0,16 ” 0,24 ” 0
7 0,18 2 0,22 ” 0
8 0,20 ” | 0,20 ” 0 -

Titulo del complemento: 0,08 c. c.
0: Hemolisis completa.
0: Fijacién parcial,
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O_BTENCIél'\I DE ANTIGENOS
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS JAPONESA B. N0 2
! Complemento | Antigeno | Solucién sa- Mezcla
| Tubos | “"311/30 | sin diluir lina hemolitica | Resultados
1 005 c.c. | 020 c.c 0,35 c.c. 0,40 c.c. 2
2 0,08 » ”» ” 0’32 ”» ” ” 0
3 0’10 ) » ” 0’30 ” ’ 2 0
4 0’12 ” ” ” 0,28 ” ” » 0
5 0,14 ” ” 2 0,26 2 2 ” 0
6 0,16 o 024 7 o 0
7 0,18 'Y ” 0,22 9 ” 2 0
8 0,20 ” ”» ” 0,20 » ” » o
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
) DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA ESTE. Ne 1
: ’ T
| Complemento | Antigeno:| Solucién sa- Mezcla
Tubos al 1/30 sin dilvir lina hemolitica Resultados
1 005 c.c. | 020c.c| 035 c.c 0,40 c.c. 1
:]‘ 2 0’08 ) EL) L1l 0’32 /9’ ” ” 0
i 3 0,10 ” ” ” 0,30 . ” ” O
4 0,12 ” ¢l ?” 0’28 ’” " Al 0
5 0’14. »” 2 ” 0’26 ” 9 " 0
‘ 6 0,16 . 2” 2 0’24 ” ” ” 0
z 7 0’18 2 ” & 0’22 ” A ” 0
; . 8 0720 ” kil 9 0720 ”» " ” 0
! i
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA ESTE. N0 2
. Complemento | ‘Antigeno | Solucién sa- Mezcla |
Tubos al 1/30 sin diluir lina hemolitica Resultados
1 0,05 c. c. 0,20 c. <. 0,35 c.c. 0,40 c.c. 3
92 0,08 i i ?» 0’32 ”» . ” 1
3 0’10 2 ” 0’30 ”» ” 0
4 0712 » ) » 0,28 ” ] ” 0
5 0,14 9 I (1} 0,26 ” ” ” 0
6 0,16 ” ” - 0’24 ” ” 0
7 0,18 ” > ”» 0’22 ”» ” ” 0 t
8 0,20 ” . ) 9 0’20 2 ] ” "U
Titulo del complemento: 0,10 c. ¢
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DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO

NO 1

ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE.
Complemento | Antigeno | Solucién sa- Mezcla |
Tubos al 1/30 sin diluir lina hemolitica | Resultados
1 | 005ce | 02 ce| 035cec 040 c.c. | 1
2 0’08 k2 . i3] 0’32 *» M . . * \ 0
3 0,10 ° - 0,30 v | 0
4 . 0’12 9 . il 0’28 . *y " . ‘: ()
5 0’14' *” 2] 0,26 * (1] 9 J} . 0
6 016 Tl 02 R
7 0,18 . 7 v 0,22 ” v ! i)
8 0’20 2 9 0’20 9 2} 1] 0
i S— —_— — S—
Titulo del complemento: 0,08 c. c.
ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE. NC 2
i B
: Com l ’ N ’ l . /
‘ plemento | -Antigeno ! Seolucién sa- Mezcla L
Tubos al’1/30 | sin diluir liria hemolitica Resultados
H 005 c.c. | 020 cc |  035ce | 040 c.c 1
2 0,08 7? | it [t 0’32 ” E (4 9 0
3 0,10 \ Tor 030 | o7 0
4 0,12 P 0,28 ” 1 . 0
'y 0,14 | 2 ’ 0 ,26 i -y . i 0
6 gl6 * 77 024 7 o 0
7 018 ; .y 9 0,22 2 1‘ £t " 3
8 0,20 ~ 1 ” 0,20 i o | 0

Titulo ~diefli7(:‘(;11:1};1Ver‘;;e'nto: 0,08 c c.

DETERMINACION DEL PODER ANTICOMPLEMENTARIO

ANTIGENO DE LA ENCEFALITIS EQUINA OESTE

|
l
|
|

\

N.° 1 (2.2 PRUEBA)

Tubos

|
|

VN WmE 5N

Complemento

014 ~
016 ”
0,18 ~
020 *~

0.20 c.c.

Antigeno
sin diluir

Solucidén sa- Mezcla
lina hemolitica Resultados
0,35 c.c. - 0,40 c.c. 3
0732 E) ” - 0
0’30 Y " 9 0
0,28 L1] k2] kil 0
0’26 L ” kil ﬂ
024 7 »o 0
0,22 .Y 9 . 0
0. 20 . ” ’ B)

Titulo del complemento: 0,08 c. c.
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TITULACION DE ANTIGENOS

Se verifica siguiendo la misma pauta que en la titulacién de los sue-
ros que anteriormente describimos, sustituyendo en ella el antigeno per el
suero y éste por el antigeno. Varian también las diluciones empleadas
~ {véanse los cuadros correspondientes).

Hemos realizado las titulaciones utilizando el suero de més alto titulo
disponible en cada caso, obteniendo los resultados siguientes:

Encefalitis de San Luis.—Antigeno n.% 1, titulo .1/3.

Encefalitis Japonesa B.— Antigeno n.° 1, titulo 1/2; y antigeno n.° 2,
titulo 1/2. ’

Encefalitis equina Esfe.—;Anfl'gerio‘ n.% 1, titulo 1/4, y antigeno n.% 2,
fitulo 1/3. .. '

Encefalitis equina Oeste.—Antigeno n.® 1, titulo 1/4, y antigeno n.° 2,
titulo 1/2. '

ENCEFALITIS DE SAN LUIS ; ANTIGENO N.° 1

Se utiliza el suero n.° 5 con titulo 1/8.

‘! + Tubos [ Antigeno Suero % "Resultadus
R S ‘ o
| 1 | 1/1 1/1 4

2 1 1/1 172 | 4
l 3. L 1/2 L 14 J 3
= 4 L1783 L1/8 ; 2
s 0w 116 1

6 [ 1/6 ! 1/64 | 0

7 I V2 % 1/32 1 0

3 | 1710 I o112 0

Titulo del anti;lo: 1/3.

ENCEFALITIS JAPONESA B ° aNTiGENO N.° 1
Se utiliza el suero n.° 2 con titulo 1/128.

Tubos . Antigeno Suero Resultados
1 11 11 s
2 1/1 1/2 3
-3 1/2 1/4 2
3 /3 | 1/8 .
5 1/4 1/16 0

6 IV IRRVE” 0

<7 I 1/8 i 1/64 0
3 | .1/10 ‘ 1/128 0

Titulo del antigeno: 1/2 .
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ENCEFALITIS JAPONESA B CANTIGENO N0 2
Se utiliza el suero n.° 2 con titulo 1/128.
‘ Tubos ‘ Antigeno I Suero ‘ Resultados
oo —_— | —— i
1 1/1 ,‘ 1/1 4
| 2 1/1 12 3
j 3 1/2 14 2
) 4 1/3 18 1
a 5 1/4 i 1/16 0
6 ! 1/6 L1832 0
! 7 . 1/8 f 1/64 0
i 8 : 1/10 L 1/128 0
Tftlild del antfgienoz 1/2. o
ENCEFALITIS EQUINA ESTE ’ ANTIGENO N.° 1
Se utiliza el suero n.° 9 con titulo 1/128.
Tubos . Antigeno Suero t Resultados
pE— —— e ‘
1 171 1/1 4
2 /1 1/2 | 4
3 1/2 1/3 l 4
4 1/3 1/8 i 3
5 1/4 1/16 ! 2 ’
6 1/6 1/32 1 . 1
7 1/8 1/64 0
8 1/10 | 1/128 0

. Titulo del antigeno: 1/4.

ENCEFALITIS. EQUINA OESTE ANTIGENO ~.° 1
Se utiliza el suero n.° 4 <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>