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l. lnlroulll'l'iúll 

Las lécnicas de cuhivo de ulirnvirus en la 
membrana corioaloinloidea del embrión de pollo 
han ahi~rlo un vasto campo en lo experimenta­
ción microbiológica . pues no sólo se emplean 
para el culti vo y esludio de los virus, sino que, 
por trararse de un medio vivo y estéril, pueden 
utilizarse para el estudio de los problemas deri­
vados de la infección bacteriana. 

Convencidos de la gron importancia que lie­
nen dichos problemas, hemos emprendido una 
serie de experiencias encaminad.rs a resolver al­
gunas cuestiones relacionadas con el cul tivo en 
huevo de Pastcurcllas y Salmouel/as, bajo la di­
rección del Dr. Germán Saldantl Sicilia. Decano 
y Catedrálico <le HiMología y Anatomfa Patoló­
gica de la Facultad de Veterinoria de Córdoba. 

Agradecemos las orientaciones de nueslro 
querido compañero Diego )ordano, Caiedrálico 
de Biología, que nos inició en las técnicas de cul­
livo en huevo. 

11. A 11 /l'rc'flt' II/Ni 

Si bien es abundanle lct bibl iografía sobre 
cul tivo de ultrilvirus en corio-alct ntoides de em­
brión de pollo . es muy escasa , por el contra­
rio, en lo que respectil al cultivo de baclerias en 
las mismas condiciones. 

Solamente conocemos los lrnbabjos de 1.!. w. 
OOOIJI>AS I Ullf· y K. •\ NIJLilSON, en JOS (jlle se eslu ­
dictn problemas de inrección medlanle inocula­
ció n de cultivos de Stapht¡lococcus aureus, 
Strepfococcas uiridans, Aerobacter aerogenes, 
/;'bPrlllella tgpM, Brucelfa aborta~, Corynebac 
leriunz dtfleriae y Mycobacteritwz tuberculosis 
aoiam. Estos a u lores aseveril n que para el eslu­
dio de la inrección, en los primeros estadios de 
invasi ón , la inoculilción en la membra na corlo­
alanroidea del embrión d e pollo, con culllvos 
puros de bacterias pa tógenas, es un método réi ­
c il de rea lizar. Estudian el repar lo o loca lización 
y ltJ capacidad de reproducción que !as distintas 
bíl cterias del g rupo antes mencionado lienen 
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para desarrollarse en las células mesodérmicas 
(fijas y móviles) y en los epi telios ecto yendo­
dérmico . 

Para dichos a utores, todas menos el Stoph. 
aureus, Strep. lzaemolilicus y C. difteriae, inva­
den las células y se observil n dentro de las fijas 
Y móviles del mesodermo. E l Strep. oiridans lo 
encontraron sólo dentro de célulils errantes y fijas 
del mesodermo; el A . oerogenes, en célulils 
erran tes mesodérmicas, pero tilmbién en cé­
lulils del epitelio ecrodér !Tiico; el E. typhi, en el 
epi telio entodérmico y en menor ex tensión en el 
ectodérmico; el Br. abortus en el epireHo ecto­
dérmico y en elementos mesodérmicos de la 
membrilna ; el il4. tuberculosis aoium, sólo en 
los elemen 1os me:~odérmicos. 

Teniendo en cuen ta tales hechos, sientan 
también la concl usión de que pilra alg unas bac­
terias la fagocitosis no represen ta una resisten­
cia a la invasión, sino que, por el contrario, la 
favorece, ya que los gérmenes viven y se repro­
ducen dentro del protoplasma d e células fagoci­
rarias. 

Respecto al Se. aureus y al !zaemoliticus, di­
cen haber observado que pueden ser destruídos 
en parle por los fagoci to"> del embrión y que son 
incapaces de crecer en el medio i ntracelular. 

T ambién son muy inter esantes las experien­
cias de N . P. . OOLDSWOIHHY y V.\RNFOO MOPPI'ITT, 

que reseñamos a contiuación : 
Es tos aurores cortan trozos de cáscara en 

formo de cu11drado, dejando fn lel!ra la testa, s in 
exponer el huevo 111 aire. En Jos huevos así «pre·· 
parados» comprueban que no se producen reac­
ciones, ni tampoco cu11ndo al quililr un pedazo 
de cáscvra se rompe un vaso corio-alanloideo. 

Esrudian lo que ellos llam110 «reacción per i ­
féricd», que se reconoce a simple visra como una 
línea de engrosamien to , discontinua e irregulilr , 
separada unos 2 mm. del borde de la venlilnil. 
Al microscopio esta l fnea presenta principa lmen­
te hiperrrofia papilomatosa del en todermo . con 
frecuencia intesa, mientras q ue el ecto y meso­
dermo ofrecen ordinariamente lesion~s menos 
llamlllivas , pero perceptibles. Las células del me­
sodermo hipertrófico se mostraban con signos 
degener11 1ivos: rumefac las, irregulares, con 
g rDndes vocuolas, y el ma rerial nuclear apenas 

visible. El examen bacterioscópico y el culiivo 
de esras lesiones resulió negativo. 

Al excluir la causa bl!creriológica, los aura­
res verifican experiencias con factores físicos 
asociados a las manipulaciones que requiere la 
preparación de la venlcma. 

Un chorro de aire frfo es eficaz en la produc­
ción de lesiones atróficos corioalanroideas. El 
aire proyectado fué esrerílizado por lillración. En 
cambio, el ai~e caliente (a 37" C) no produjo le­
siones. Así como tampoco un pedazo de hielo 
con lactando duwnle 10 minutos. Lo que mori va 
la lesión es la desecación r típida originada por 
el frío. 

Tomaron huevos de 1 O dfas de incubación y 
los sumergieron IOtdl o parciclmente en caldos 
de culiivo. Esros cultivos los ensayaron respec­
to a su ca pacidüd para dererminar lesiones co­
rioalanroideils, depositando una gola sobre la 
testa y cubriendo con un trozo de cáscara esté­
ril ten pronro como la gota se absorbía. Después 
par11 flnaban. La mayor parte de estos caldos de 
cull ivo no producil!n efecto, aunque con tenían 
muchas bacterias. Aislaron un bacilo parecido 
al B. subtilfs, que llllml!ron f:'. XIII, siendo el 
único que produjo lesiones. No daban reaccio­
nes, ni un bacilo coliforme gram· nega livo, ni un 
coco gram-posilivo. 

La reacción que ori¡:ina el E. XIII es de tipo 
infeclivo. Macroscópica mente se caracleriza por 
ser gris. abullada , uniformemente redondeada 
y difuminüdcl gn1dualmenJe hoci11 los tejidos nor· 
males circundantes. Microscópicamenle el enlo­
dermo no estaba afectado en el grado caracre­
rísrico de las lesiones producidas por medios fí­
sicos, sino que las principales lesiones estaban 
reparJidcs por meso y ecrodermo. En ningún 
caso observaron bccterias, aunque existían en 
el espacio virtual exisrenre enlre la testa y la 
alantoides. L11 inoculllción de este germen en 
huevos moribundos o muertos, parece producir 
una coagulación en mas11. 

Experimentos realizados les permiten asegu­
rar que la lisoziml! del huevo no interviene en su· 
defensa. 

Concluyen que las modificaciones de la 
presión osmóricll y la exposición al aire favore-
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cen la infección, siendo la desecación el fdclor 
más importanle. 

111. ~·lil lerial .1 lt•cuit'ils t•mplt•t~dos 

A. l'<taterial. 

:\ ueslras experienciils los hemos realizado 
con gérmenes perlenecieules al g~nero Pns/ell· 
re/la !J Salmonelln, que procedían de cepas d el 
lnsti tulo de Biologf11 Animal, lnslitulo Vererina­
rio Nacional, de Madrid, Laboratorios lfmy, de 
Córdoba, y de los Laboralorios de Bacreriolo­
gfa y Enfermedades infecciosas de esta Facul rad 
de Wrerinarla. 

Les cepas ensayadds lwn ~oido 
Pasten re/la: nvi,<eptica, .3; suiseptica, 2; ovi­

seplica, 2. Sutmonella: S. pul/orum, 2; S. galli­
narum, 2; S. cholem suis, J. 

Para incubar hemos utilizado huevos frescos 
de gallina (no más de sie1e dfas) de proceden­
cia dislinla, !anro de granjas con animales selec­
cionados como de corri jo, sin que hayamos no­
rado en los resulrados una dtf~rencia apreciable. 
Siempre indagamos sobre el esrado de salud de 
los animales y dimos pr<ferencia a los huevos 
limpios y de c.iscara sin defecros. 

El resro del marerial empleado lo componen 
el usual en la lécnica hisrológica y hacrerioló­
gica. 

B. Técnicas. 

l . Incubación. Las incubaciones las hemos 
realizado en esrufa elécrrica o incubadora a pe­
rróleo. El resulrado ho sido salisfacrorio en am­
bas, pero aconsejamos que, sea en nna o en 
orra, se compruebe la lemperalura a la alrura de 
los huevos o, mejor aun, colocar un rermómel ro 
de máxima y mínima que nos mosrrará cualquier 
oscilación, sohre rodo si hay el peligro de una 
anormalidad en el surr.inisrro eléclrico. 

Esruvieron reguladas a 38-40", remperatura 
que ha dado los mejores resulrados. 

La duración de la Incubación ha sido de 1 O a 
12 dfas. Al cuarlo día praclictibamos la ovoscc ­
copia, rechazando todos aquellos huevos que 
hubieran re~mlrado inférliles. A los iO días se 

hace nueva ovo:scopia para poder observar los 
ntovimienros del emhrión. Es convenienre recha­
zar los huevos que no presenren una clara vira­
lidad. A los 12 días se reallz11 la ovoscopia con 
rmb dificulré!d , pero siempre (caso de no ser de­
mélsiado g rues11 111 ccisc11ra) se puede observar 
la sombra del ojo o el pico del embrión y loa va­
sos alrededor de la cámara de aire. 

Los huevos declarados poslrivos son marca­
dos con el signo y si se va proceder a la ino­
culación inmedirllmnen le. :.e les marca 1111 circulo 
con l..ipiz, prec isumenle eu el lado opueslo al que 
ocu pa el embrión, que siempre se ve como una 
mancll<l m.is oscura. 

La fecha rná5 adecuada para la inocul ~ciólt 

de bacrerlas nos ha p11rccido ser la de doce días, 
pues para enronces se encuenlra la membrana 
cor io11lantoidea compleramenre desarrollada y 
en ella es po.!>lble apreciar l11s lesiones lnslológi­
cas que se pueden presenrar . 

2. Comroles. En lodo:~ los casos hemos 
procedido il un conrrol ri~:uroso a u res y después 
de las inocn lc~cionl's del nra1erial ohjero de esru­
dio; ::.i bien ere~ ya Ólulicienre el nombre del lug11r 
de procedencia pilra garantiza r su pureza. Pero 
con obiero de hacer uniformes las e>.periencias 
>' c~segura 1· no::. de que no exisrfa una conramina­
ción con la:. cepas en nuesrro poder. procedimos 
siempre con idéurica r~cnica. 

Para realizar el con rrol de Pc~steurellas, 

hemos segu ido la récnica descrilil por c. AGEr<JO 

y l. IIE il~NCIA CAIILO ::O ¡¡¡; VEIHJ,\IIA, añadiendo las 
propled ode~ morfológ icds y cuirurales propias de 
ellas. 

L as cepclS ha n sido sembradas en caldo sue­
ro. 1\. par lir de lbre la marcha ha sido: 

1.• S iembro en caldo sc~lado al .t por 100. 

2.• Siembra en los azúcares (glucosa, ga-
lacrosa , ,sacarosa, manilll, mal rosa y lactosa) . 

3.0 l nvesligación de indo!. 

4.0 Tinción con azul de merileno y Gram. 

5. • Movilidad. 

6.0 S iembra en egar ordinario, agar-suer~ 
y suero c0agulado. 

E l conrrol de Salmonellas lo hemos realizado 
teniendo en cuenta sus propiedades morfológi­
cas, bioqufmicas y culrurales. Previo culrivo en 
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caldo duraule 24 horils, la cepa la hemos examl­
nodo: 

1.° Con la linción por el método de Gram. 
2 .0 Prueba en gota pediente paro invest igor 

movilidad. 
3.0 S iembras en los azúcares (g lucosa, so­

cacarosa, mani ln, mallosa y Jac losa) para obser­
var i<ls fenneutac iones y producción de gas. 

4.0 Siemhras en a¡:dr ordinario y en el me­
dio de K<luffman . 

Puesto que nos daba u ya clasificados los gér­
menes, no hemos realizado pruebas de agluti­
mtción. 

Todos los medios se han preparado según 
los pr ocedimientos ordinorios y no Jos describi­
r emos por encontrarse en cu<llquier técnica bélc­
teriológica. 

3. Preoaraclón del material para inocular. 
Los gérmenes a inocular pr~cedían en todos 
los casos de subcul ti vos de 24 horas, de las ce­
pas perfec lamenle iden riflcadas. Nuestras prime­
ras inoculaciones las haclamos con culti vos en 
caldo sin diluir, pero las lesiones se observan 
mucho mejor con ma lerial diluído. 

Eslerilizamos por ebullición jeringas de insu­
lina con su émbolo y agujas monlados, y una 
vez hervidas las colocamos en tubos de ensayo 
estériles. A l mismo tiempo, en un vaso de preci­
lados, con alcohol de 90°, se colocan unas ti jeras 
de punta flna y unas pinzas. 

En un rubo de ensayo que con renga parafina 
dura se pone a fundi r ésta, y una pipela in lrodu­
cida nos servirá para deposi lar a g olas el l iqui­
do a punto de solid ificarse. 

Se cargan las jeringas con el malerial a Ino­
cular y se colocan nuevamenle en sus r especti­
vos lubos. Conviene, si son más de un germen 
los que se van a inocular, anotar todos los tu­
bos que conllenen las jeringas y en los de s. s. 
hacer la indicación del germ en respeclivo, con 
lo que evilaremos equivocaciones. 

4. Técnica de la inoculación. La técnica que 
hemos empleado está basodo en las de Burnel 
y Borre!. 

Dreparodo el malerial como anleriormenre se 
ha dicho, se colocan l os huevos elegidos en una 
gradilla (se puede ::~uslilu ir con uno cápsulll de 

Petri y una capa de ·algodón) procediéndose de 
la manera siguiente : 

Se colocdn con el círculo marcado con lápiz 
(descrilo en ia pii¡¡. 691 para drrib~ y el exlremo 
donde está la cámara de aire hacia la derecha; 
se vierle alcohol de 90° para que haiic hien por 
fuera la cáscara; una vez secada ésla, se na mean 
la::~ lijeras y cogiéndolas sólidamente se perfora 
con decisión (baslan 2·3 mm') en el cenlro de la 
cámara de aire. A conlinuación se perfora con 
la punta de la tijera en el centro del circulo mar ­
cado con lápiz, rompi~ndo la testa sin lesionar 
la corioalanloides, estándose enlences en dispo­
sición de realizar la inoculación. 

Se loma la jeringa del lubo en que eslá inlro­
ducida, y con cierra oblicuidad se inlroduce en 
el orificio praclicado . La canlidad a inocular de· 
pende del germen y de la dilución. En nueslras 
experiencias hemos inoculado generalmenle de 
0'025 a O' 15 mi. 

Praclicada la inoculación se torna la parafina 
del tubo que la conliene, \'aliéndose de la pipeta, 
y con cuidado se deposilan varias gotas sobre 
el orificio de inoculación , pero de Id! forma que, 
en conraclo con la cáscara, se solidifique rápida­
mente y no penetre en el interior, como ocurriría 
si esluviese demasiado calienre. De igual forma 
se procede con el ori ficio de la cá mara aérea. 

El huevo es colocado nuevamenre en la estu­
fd. con el silio de inoculación hocia arriba, hasra 
el momenlo de su apertura. 

5. Con/aje de germen es. La técnica segui­
da ha sido la de Breed. La hemos realizado de 
la siguienre manera: 

Con las mismas jeringas y agujas ulil izadas 
para la inoculación y con un porlaobjelos esme­
r ilado con cuadros sin esmerilar de un cenlíme­
tro cuadrado. 

Previamenle se delerminó el área del campo 
microscópico (7 ,854 mm'). 

Se deja caer 111 solución con la jeringa de in­
sulina sobre un cuadradito del porlaobjeros. Con 
eslas jeringas basla una división de las de '/,0 

mi. , o sean, O'Ow (aproximddamente una gota de 
solución) . Con el asa de plalino se extiende bien 
por el cuadrado y a conlinuación se fija por el 
calor. 

Se tiñe la preparación con azul de melileno 
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(no importa sobrecolear si después se diferencio 
bien con aguJ) o con el método de Gram. 

Conviene con tar 20 campos y hallar la media. 
Una vez obtenida ésta, b~sta una sencilla pro­
porción para averiguar el número total de gér­
menes en un centímetro cuadrado, que a su vez 
será el número de gérmenes del volumen deposi­
tado. En nuestro caso 0'02ó mi. 

Al estudiar cada germen en particular, dare­
mos el número aproximado de bacterias inocu­
ladas en total y por mi. 

6. !ncub(Jción de los huevos inoculados. Ha 
variado según los casos: gene1 ~lmen te han sido 
incubados duran te 24 a 48 horas. A veces se ha 
prolongado hasta 4 días para apreciar el estado 
de pureza del germen inoculado en esa fecha. 
O tras, sólo 10 o 12 horas para observar las le­
siones incipientes y comprobar el liempo que 
tarda en morir el embrión. 

lnnuye indudablente en la vi talidad del em­
brión la dosis inocu lt~ da. Aun cuando han sido 
bastan tes los huevos inoculados con un mismo 
gérmen no nos es posihle fi jar una dosis mínima 
mortal aproximada. No obstante las Salmonellas 
se prestan más a esta determinación que las Das­
teua·ellas, por conservar una virulencia más fija. 

7. Toma de moleriol del hue1•o. Después 
de la apertura del huevo pueden hacerse las 
siembras convenientes en los medios ordinarios, 
pero es más fácil la contaminación en este mo. 
mento, por lo cual v~mos a indicar la técnica que 
hemos seguido para evitar estos inconvenientes 
y economizar tiempo y materi~l. 

Los huevos inoculados se sacan de la estufa 
o incubadora y, siempre con el sitio de inocula­
ción hacia arriba, se colocan en la gradilla; se 
hafian bien con alcohol y una vez seco éste se 
toman las tijeras, en las mismas condiciones que 
si fuésemos a realizar una inoculación, y se per­
fora la cáscara. Con un<~ jeriga de ó mi. , con 
aguja de 1,5 mm., se atraviesa la testa y se in­
lroduce más o menos, según el material que va­
yamos a sacar. Conviene siempre hacerlo del 
que existe en la proximidad de la alantoides 
(clara, exudados), pues el vitelo enturbia mucho 
los medios líquidos. Con este material y sirvién­
·donos de la misma jeringa, sembramos en medio 

ordinario, caldo o agar. donde vamos a realizar 
el con trol. 

Con una gota de mater ial y con la ayuda de 
la misma aguja podemos hocer ll continuación 
un frotis, que nos servirá para conlrol bacterlos­
cóplco. 

T ambién se puede realizar la toma con asa 
de pla tino, pero nos ha resultado más práctico 
y seguro el procedimiento con jeringa. 

Cuando Intereso recoger la membrana co rio­
aldntoide<l con fines de investigación histológica 
o para preparar emulsiones con ella , seguimos 
la técnica siguiente: 

8. Apertura aet hueoo. Colocado en la mis­
tnil posición que hemos dicho lln ler iormente, y si 
se realizó ya la toma de materic~l , sin necesidad 
de prec<!Uciones para evi tar la contaminació n, se 
toman las tijeras, y perfo rando profundamente 
la cáscara se cor ta el huevo en el sentido de un 
plano horizonta l y a nivel del eje mayor de aquél 
se le va dando vuelta y se completa el corte 
hasta llegar al punto de partida. La parte supe­
rior de la cásca ra se levanta co11 pinzas y enton· 
ces podremos a preciar s i el embrión está vivo o 
muerto; si bien an tes. en el mo mento de cortar , 
se ve salir sangre de los vasos alantoideos sec­
cionados, caso de estar el embr ión vivo. 

Generalmente queda adherida la alantoides a 
la cáscara cuando el embrión está vivo, pero si 
está muerto se encuentra desprendida y de no 
haberla cortado en el momen to de J,, apertu ra 
continua envolviendo al embrión. 

En una cápsula de Petri se coloca la part e 
superior de la alan toides, o sea, la próxima 111 
lugar de inoculación. E n o tra cápsu la se colocan 
el resto de alantoides, el embrión y saco con res­
tos de clara. 

L as membranas se ex teuderá n en una cápsu­
la de Petri , con la ayuda de unas pinzas y unas 
ag ujas de v idrio con punta roma. Es delicada 
esta operoción, porque los movimien tos bruscos 
o la presión demasiado enérg ica lesio nan con 
facilidad la membrana y nos lmpi.:len después 
una visión perfecta y comple ta al microscopio de 
las dis tin tas capas. 

Una vez observadas las lesiones macroscó­
picamente, se procede a l <1 fijació n para corres 
his:ológicos. E n el caso de tener que realiza r 



-

_ 7_2 ________________ 1'_. SANTJST EtiAN 

una emulsión, se int roducen las membrauas en 
un frasco con per iM de vidrio y s. s. estériles y 
con movimientos enérgicos y rápidos se logra su 
trit uración. 

Los Cljadores que hemos empleado han sido : 
formol éll 1 O por 100 en suero fisiológico . 
Lfquido de Zenker . 
Fijador de Borrell. 
E l propues to por Goodpasture y Anderson , 

modificación del fijado r de Schaudin, consisten­
te en dos parles de solución acuosa saturada de 
sublimado co r rosivo y una parle de alcohol 
de 60.0 

IV. [ \ ¡JL'rimentilriríll cnn Pnslrurr /lns 

C reemos que es más conver.ienre descr ibi r 
primero los caracleres generoles que las disrin­
tas cepas de Pasteurellas ensoy<!!dos ha n presen­
tado por inoculación en huevo, y a conti nuación 
hacerlo con c<rda cepa en parllcular. 

T éngase en cuenta que en este trabajo no Ira­
ramos de di ferenciar en lre sí los d istin tos gér­
menes que in regrdn el grupo Pasteurella, porque 
en general siempre hemos enconrrado lesiones 
principales que son comunes a rodas las cepas. 
Para asegurar una di ferenciación serían precisas 
pruebas que no hemos r ealizado, ya que nos en­
conrramos con una serie de problemas derivddos 
de la inoculoción de gérmenes en la membr<lna 
cor io-alanroidea que son imposibles de resolver 
y detallar en un solo t rab11jo . Por lo tanro , sólo 
hemos invesligado léls diferencias que pueden 
existir entre Pasteure.llas y Solmonellas. 

/. Propiedades culturales. E l crecimiento 
por inoculación de cepas de Pasteurellas, aviar, 
porcina, ovina, bovina, ha sido positivo en alan­
roides. Estos gérmenes se desarrollan perfecta­
menre en el medio que represenlan los tejidos 
jóvenes de dicha membrana ; bastan para ello 
contidades insignificanres, como lo p1 uebo la 
inoculación de la Pasreurella ovina 116, a la do­
sis total de 200 gérmenes (aproximadamenre) en 
0'025 mi. , que más adelante se describirá. 

Para que el desarrollo seo acrivo es preciso 
que el embrión esté perfecramenle desar rollado 
y vi vo . Hemos inoculado huevos de doce d ias 
en los cuales el desarrollo se había in iciado ; pero 

se noraba por ovoscopia un detenimiento del 
mismo. En estos casos la aulopsia nos revelaba 
em brione:, deJen idos en su desarrollo desde el 
séplimo día aproximadamenle, asf como la au­
sencia de lesiones. Las siembras practicadas en 
es ros casos resulraban esrér!les en su mayoría y 
en los froris no se ponfa de manifiesto germen 
alguno. 

Lo mismo ha ocurrido con gérmenes inocu­
lados en huevos que desde el primer momento 
se mosrraron infecundos. 

2. Mor(ologia. Respeclo a la morfologfa 
no hemos enconrrado cambio alguno. Las Pas­
leurellas sembradas en medios ordinarios, se 
comportan igual que las aislada~ de los anima­
les de experimenración. La forma cocobacilar de­
coloración bipolar , que se pone de manifiesro 
mejor aun por la coloración con azul de merile· 
no bien diferenciado, la hemos enconrrado en 
todos los frolis de membrana y también en los 
de embrión y vitelo. 

El crecimiento en los medios liquidas y sóli· 
dos es rambién compleramenre normal. La forma 
de las coloniils Janro en agar , agar-suero y suero 
coagulado, es la caracrerisrica gora pequeña de 
rocfo . 

3. Propiedades fermentativos. La fermen­
tación de los azúcares no presenta alreradón. 
Con la Jécnica seguida, solamenre pudimos ob­
servar la diferente capacidad en cuanto a la fer· 
rneni<Jción de la malrosa. Pero hay que tener en 
cuenra que los distintos autores asignan a la fer­
menracióu de la maltosa und inconstancia mani­
fiesJa. Así, va•a OERGEY, lu Posreurella aviar fer­
menTaría en algunos casos la maltosa, sin pro­
ducción de gas. 

Para NORCII y KROGII-LUND la maltosa es in­
cluid¡¡ denrro de los azúcares fermenrados por 
gérmenes del que llaman tipo 1.. el cual fermen­
té! también la glicerina , dulcila, galacrosa y al­
midón. 

S egún UA DII h.1 cepa Dahomey, aislada de un 
tumor ~demaroso de un buey, fermenraría la mal­
tosa sin r>roducción de gas. Este mismo aulor 
el la a nven, que ha observoc!o la fermentación 
de la malrosa en cepas aisladas de un buey con • 
neumonfa. 

En nuesrros casos, cepas ql'e anres de inocu-
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!arias no fermentMon la m.:~ltosa, si Jo hicieron 
en el segundo control, después de aisladas del 
huevo. 

Por tanto, a la vista de los estudios de los 
autores citados. hemos dado como cultivos 
puros de Pasteurellas a aquellas cepas que en 
determinados casos fermentaban la maltosa, 
siempre y cuando las demás propiedades, mor­
fológicas, bioquímicas y culturales estuvieran 
conservadas. De Jos demás azúcares, la fermen­
tación de la lactosa fué negativa, y la glucosa, 
galactosa, sacarosa y manita dieron resul!ados 
positivos. 

4. Indo/. Positivo. 
5. Resistenriu. Generalmente se ha verifi­

cado la apertura de los huevos a las 24 horbs. 
Por excepción, es1e periodo ha sido acortado a 
fin de inlenlar sorprender la m•1er1e del embrión, 
que ocurrió siempre después de las 10 horas: 
pero, en determinadas circunstancias, dejamos 
pasar , exprofeso, 5 dias sin abrir el huevo, y en 
todos los casos hemos aislado la Pasremella 
pura. Indudablemente la inoculación en huevo 
presenta más ventajas que las renlizadas en cua l­
quier animal de experimenlacíón, como veremos 
con más detalle en la discusión. 

6. PtlfO!{eaia. Los gérmenes aislados del 
huevo han conservado perfec1amen1e su virulen­
cia y en algunos experimentos hemos podido 
comprobar una exal!ación. En un caso hemos 
podido comprobar que conejos inyectados con 
cultivos de 24 horas, procedentes de un pase por 
huevo, han muerto a la dosis de o·oob mi. (tres 
milésimas) a las i ii horas. Bien es verdad que las 
cepas ensayadas eran muy virulentas. Para el 
palomo y cobaya lo han sido igualmente, sobre­
viniendo la muerte a las 24 horas. 

7. Lesiones macroscópicas que la,< Pasteu­
rellas producen en la membrana corioalantoi­
dea. Todas las Pasleurellas ensayadas presen­
taban cierta igualdad res pecio a las lesiones ma­
croscópi cas. t-lan predominado las hemorragias 
muy circunscri las, colocadas peri féricamente a 
las lesiones necróticas, del tamaño de un grano 
de mijo, y la congeslión de los vasos alantoi­
deos m~yores. La figura núm. 1 muestra la dis­
posición de estas necrosis y hemorri!gias. 

La apertura a las 24 horas siempre ha mos-

Ira do un embrión muerto, cuyos organos presen­
taban congestiones y hemorragias in lensas. 

Cuando las lesiones hemor ráglcas y necróti­
cas han sido masivas, han coincidido con una 
contaminación, que se ha puesto perfectamente 
d e manifiesro en el contro l posterior o la roma de 
malerial del h uevo. 

8. Lesiones microscópicas en general. An­
tes de hacer el estudio particula r de las lesiones 
histológicas de cada glrmen ensayado, vamos a 
indicar los cilracleres comunes a lodos, ya que 
los sepa ran perfec !amenle de los correspondien­
res a las Sillrnonellits. 

En Pasteurellas IMy un mil yor predominio de 
las lesiones in flamatorias i' necróticas, s i bien es 
posible encon trar hemorragias, que presenran el 

fotomlcrogm~ !a mlm l . 

carácter de ser más circunscriras y menos abun­
dan les que las producidas por Salmonellas. 

Est¡,s lesiones innamator ias es lán in legradas 
preferenremente por l infocitos, células plasmál i ­
cas o piMmoci tos (Piasmaze llen), con su núcleo 
caracleríslico en rueda, puesto de manifiesto con 
el método det azu l policromo de Unna y con el 
verde de metilo· pironina, y células con núcleo 
g rande, que hemos identi ficado como his toci ros 
macrofágicos. E.n ningún caso hemos observado 
la presencia de células cebadas (Maslzellen). E.n 
algunas preparaciones se aprecia el exudado in­
namatorio , que dis lienM la membrana dando Ju­
gar a engrosamientos manifies los. 

Además de las lesiones innamalorias, hemos 
podido observar la presencia de necros is, que 
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afectan a las tres hojas blastodérmicas, unas ve­
ces por separado y otras simul táneamen te. Las 
necrosis se han presentado con cepas muy viru ­
len tas o en aquellas que habfcm sufrido un pase 
anterior por huevo. 

Mediante la coloración por el G iemsa hemos 
observado la presencia de Dasteurellas en el 
interior de las célu las epi teliales ecto y endo­
dérmicas, así como en las células conjuntivas 
del mesodermo. La Pasteurel/a conserva aquf 
s u forma, igual a la que presenta en los órganos 
de los animales de el<perimentación. L as fotomi­
crografías a inmersión nú!lleros 2 y 6 muestran 
la presencia de los gérmene11 en dichas células. 

L os cultivos de Dasteurellas muertos por 
el calor, utilizados como testigos, han resultado 
estériles y no hemos podido observar lesiones 
macro y microscópicas apreciables. 

9. Lesiones microscópicas en particular. 
Por cr eer que presen ta in terés el estudio deta lla­
do de las lesiones que cada cepa ens!lyada ha 
pro ducido en alan toides, insertamos a continua­
ción el resumen de las fich11s más interesantes 
de nuestro protocolo. 

H. núm./. Huevo incub!ldo durante 11 dfas. 
Previo control de la cepa fué inoculado con la 
Dasteurella avi núm. 3, en la Cilntidad total de 
5.400 gérmen ~s (en 1 mi., 216.000). 

Aper tura a las 48 horas. Embrión muerto. La 
membr11na corloa lantoidea no presen tó lesiones 
macroscópicas manil1e~:~tas; só lo congestión de 
algunos VBsos olontoideos. 

Los con troles de az1ícares fueron: glucos!l , 
+; golactosa. + ;sacarosa, 1 ; manita, 1 ; mal­
losa, -; lactosa, -. 

CnltivP IW Cíl ldo sajado: - . 
Colonias en agar: T lpicas de Dasteurellas. 
Bacterioscopia: Gérmenes coco ba c ila res 

gram·negativos. 
Movilidad: Inmóviles. 
Fueron fijados trozos de alantoides e incluí­

dos en parafina. Las preparaciones his tológicas 
reve laron una innamación cuyos elemen tos celu­
lares se componen de linfocitos, Plasmazellen e 
histocitos. No se observan hemorrag ias; tampo­
co lesiones necróticas. 

Los gérmenes son abund11ntes, sobre todo 
en el mesodermo. Fotomicrografla núm. 2. 

H. núm. 4. t2 dfas de incubación. 
Inoculado con 450 germen es e u 0,025 mi. (en 

1 mi. , 18.000). 
La cepa provenía de un cultivo en caldo de 

m111erial tomado del H. núm. 1. Se trata, por tan­
to de un segundo pase en huevo. 

Apertura a las 48 horas. Emrión muerto. La 
alan toides sólo presenta un11s manchas b l~nque­

cinas, posibles lesiones necrótic11s. 
Los controles baterlológicos fueron todos po­

silivos. 
Los cortes histológicos ponen de manifiesto 

zonas inflamadas. Fotomicrografías números 3 
y 4. En algunos puntos, necrosis del ectodermo 
y mesodermo. folomicrografía núm. 5. 

Los gérmenes aparecen en gran conlidad en 
las tres hojas, pero preferentemente en la ecto· 
dérmica. Fotomicrografia núm. 6, en la proximi­
dad de un gran vaso. 

Identificamos las lesiones necrólicas con los 
puntos blanquecinos encon trodos macroscópica­
mente . 

H. núm. 6. 12 dfas de incubación. Inocula­
do con un cultivo de a vi nÍim. 3; 3.800 gérmenes 
en total (152.000 en 1 mi.) 

48 horas de incubación. La apertura pone de 
monifiesto un embrión muerto. En la alantoides 
se observan lesiones hemorrágicas intensas. 

Los controles hacreriológ:icos resultaron ne­
gativos. En los frotis se pudo observar, además 
de Pasteurellas, un bacilo grllm·posilivo. 

l. os cortes histológicos presentaban lesiones 
inespecfficas, consistentes en inflllrados muy 
abundantes de células redondas y hemorragias 
in tensas, que invadzn el mesode.rmo. 

H. núm. JO. 12 días de incÚb'ación. Se prllc­

ticó el procedimiento de ventona, cortando un 
cuadrado de cáscar11 de 10 mm. aproximadamen­
te y tapando con un cubreobjetos sujeto con pa­
ra llna. Se observó que el embrión había muerto 
ames de las 24 horas. Al verificar la apertura se 
11preciaron lesiones hemomigicas. 

Los con troles bücteriológicos fueron posi­
tivos. 

Las preparaciones histológicas presentaron 
lesiones hemomigicas; llamó lo atención la pro­
liferación epitelial y la necrosis y degeneración 
del ectodermo. 
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Faram/crogrJfía núm. 2. R~acctón lnlbnlJtorl.l prodt~clda por 
Pasttllrel las e:n :~l3ntoide~. Pastc:urdlu en el fnrerlor de «lulas 

mesod.~rmlc:;~s. 

Foromicrosraffas nilmeros 3 }' 4. Zonas Inflamadas, prefertnremenre ~rcdérmlca t. 
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Foromlcmgrafta nUm. 5. l'\eaos!9 de cctoc!crma y mesodermo. Fotomlcrografla núm 6. li ed u t"ll 1:. prolCfmld3d dt: un gran 
vaso. Q:mtnc:s sobre codo en ectodermo. 
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H. núm. 14. 12 dfas de Incubación. Inocula­
do con P<Jsleurella aviar 1.084. con un total de 
5.000 gérmenes ero 0,09.5 mi. (120.000 en 1 mi.) 

A pertura a lm; 48 hor<Js . Embrión muerto. 
Macroscópicilln enle, lesiones necróticas y hemo­
rragias muy circunscritas. 

Los frotis mostraron Pasreurellas puras. Los 
demás controles fueron positivos. 

E n las prepar<lciones histológicas se pueden 
observor, principalmen te, reacciones inflamato­
rias que acusan los ca racteres de las reseñadas 
en las lesiones de Pasteurellos en general. 

H. núm. 15. 10 dfas de incubación. 
Con un con trol previo, se inoculó la cepa 

Pas1eurella bovina Sa lam~~nco en la can tidad ro­
tul de 5.900 gérmenes ( 156.000 en 1 mi.) 

A pertura a las 24 horas. 
De los con troles bac1erlológicos, la maltosa 

rué fer mentada por el material aislado del huevo. 
Los demás controles positivos. 

Los cortes histológicos presentaron, prefe­
rentemente, necrosis ectodérmica, conservándo­
se mejor el endodermo. lnflél mélción con una 
1.ona de g ran engrosamiento. Hemorragia:;; con 
pocos elementos. Los gérmenes ocupnn en g r 11 n 
cantidad el ectodermo. Fo tomicrograrias 7, 8 y 9. 

H. núm. 17. fué inoculado también con 
Pasreurello bovina Solamanca y a pesar de que 
los controles en ozúcores fueron positivos, la 
bacterioscopia puso de manifiesto un bacilo fino 
g ram-positivo. 

H . ntim. 22. Parec idas lesiones a H. núme­
ro 15. La inoculación se hizo con Pasteurella bo­
vinél 11 2. 

1-1. ntim. 32. 1 ~ días de incubación. Inocula­
do con Pasteurella porcina 502, previo control ; 
rotal 3.100 gérmenes (en 1 mi. 127.000). 

La apertura presentó un embrión bien des­
llrrollado y m.Jerto. Llaman la a tención las lesio­
nes hemorrágicas muy ahund<Jntes, que macros­
cópica men te se asemejan a las que producen las 
Salmonellas. 

Los con troles todos positivos. 
L os co rtes histológlros ponen de manifiesto 

hemerrogias muy abundon tes; pero también hay 
degeneración g ránulo-grasosa y en algunos pun­
tos reacción inflama toria. Foromicrografias nú­
meros 10 y 11 . 

Con el cultivo de 24 horas en caldo se inocu­
li!!ron dos conejos (0,1 y 0,02 mi.), muriendo am­
bos antes de las 15 hor~s. De los órganos se 
aisló la Pasteurella puro. 

H. núrn. 55. Inoculado a los 12 días de in­
cubación, con la Pasreurella ovina 116; ~00 gér­
menes en total (8.000 en 1 mi). 

Aperlura a las 24 horas. Embrión muer to y 
bien desarrollado. Lesiones congestivas y algu­
nas hemorragias. Se apreciaron manchitas más 
claras del tamaño de un gr~no de mijo rodeadas· 
de anillo hemorrágico. 

La siembra de mnterlal, en ca ldo, creció con 
normalidad a las 2-l horas. En los frolis de alan­
toides y clara sólo se observaron Pasteure l l~s. 

En gota pendiente sólo gérmenes inmóviles. A 
la coloración por el Gram, gérmenes negativos. 
El cuhivo en caldo salado, negativo. 

Con el cullivo en ca ldo de 24 horas, se ino­
cularon dos conejos cou dosis de 0,02 mi. y 
0,003 mi. , respectivamen te, muriendo el primero 
an tes de las 15 horas y el segundo a las 17, des­
pués de verificada la inoculación. La autopsia 
de ambos animales reveló el cuadro de la septi­
cemia hemorrágica. De las vlsceras se aisló la 
Pasteurella pura. 

El estudio de las preparaciones histológicas 
nos puso de mani!le:;; to, en primer lugar, una ne­
crosis que afectaba al mesodermo y endoteliCJ de 
los vasos (fotomicrografías números l 2, 13 y 14); 
en segundo lugc:r, el ectodermo era el más ;,lec­
lado. Se observa hiperplasia celular en alguuos 
puntos y degeneración de tipo gránulo-graso­
so. La coloración con Giemsa muestra Pasteu­
rellas, especialmente abundantes en mesodermo 
y endodermo, pero también fueron observadas 
en el ectodermo. 

Idénticas lesiones pre.'lenla el H. ntím. 60, 
inoculado con el mismo germen. 

H. ruim. 90. 13 días de incubación. La ino­
culación se practicó con la cepa de Pasteurella 
ovina núm. 2. El número tolal de gérmenes ino­
culado fué: 2.000 en O, 1 mi. (20.000 en 1 mi.) 

Las lesiones macro~cópicas en alantoides. 
fueron idénticas al H. ntim. 55. Hemorragias cir­
cunscri tas. rodeando a manera de anillo a una 
manchita blanquecina. Los cortes histológicos 
revelaron, igualmente, necrosis que afectaron 



CULTIVO DE PASTfUI!EI.LAS Y Sl\L~IONtLLA. t::- COI!IOl\L;\NT~IDES 77 

Fotomlcrogra(!a n~m. 7 Fotomlcrogr>ffo n~m. 8 

Fotomlcrognfl• n~m. 9 

Fo1omlcrogralfas mimcros 7. 8 y 9: Nccro:;h, rc•od~rmfc<~ . 

l 

Folomlcrcgrafla núm. 10. Hemorragia subcctcdérmlca. FcromJcrografra núm. 11 . Dtgenerac:Jón granulo.gra!O!a. 
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Fc comfcrogralla nllm. i 2. 

Fmomlcrograffa nltm. 13. 

Fotomlcrogrofro núm. 14. 

Fotomlc"'!lu flos núms. 12. 13 y 14. :-.lecrosis que afccr• al me­
sodermo y endotelio de los V3SO!i. 

prlncipalmenle al mesodermo. Repiten las lesio­
nes, casi exaclamenre, las presentadas por la 
Pasteurella ovina 116. 

H. num. 92. Inoculado a los 12 días de in· 

cubación,con el mismo germen y en iguales con· 
diciones que el H. núm. 90. Aperrura a las 24 
horas. Embrión muerlo. Todos los controles 
fueron posi tivos. 

Las lesiones. tanto macroscópicas como mi· 
croscópicas, fueron iguales al H. mim. GO. 

V. ExJ1crimrntnción co11 Sa/mollclfas 

Seguiremos el mismo orden de exposición 
que en las Pasteurellas; pero lo haremos más 

concisamenle a fin de evitar repericiones. 

1. Propiedades culturales. Las inoculacio­

nes en huevo de las cepas de S. pullorum, 
S. gallinarum y S. ello/era ·suis., han resultado 
posilivas, si bien hemos podido notar una menor 

abundancia en el crecimiento a diferencia con las 

Pasleu rellas. 

2. Morfología. Al igual que ocurre con las 

Pasteurellas, los frotls de membranas y vitelo de 
huevos inocu lados con .Sa lmonellas, muesrran a 

éstas con sus caracteres morfológicos ordina· 

ríos , conservándose las propiedades rintoriales. 
Los gérmenes aislados del huevo crecen con 

normalidad en los medios líquidos y sólidos or· 

dinarios. 
3. Propiedades fermentativas. Las .Salmo­

nellas uisladas del huevo, crecen normalmente en 
en el agua de peptona, con los azúcares indica­

dos en la técnica. No hemos encontrado nin· 

g uha diferencia nolable, ni en la acidificación , ni 
en la producción de gas. 

4. Resistencia. El material tomado del hue­

vo, tan to a las 24 horas como a los 5 días, ha 
conservado sus propiedades bioquímicas y cul­
lura les. 

5. Patogenia. No hemos podido comprobar 
exaltación de virulencia. Los gérmenes aislados 

d el huevo hlln sido inyecrados al palomo y con e· 

jo, pero han respondido lo mismo a éstos que a 
los d e cepas primi tivas sin Inocular. 

Lesiones macroscópicas que producen las 
Salmonellas. Existe un predominio de lesiones 

hemorr6gicus extensas, siempre más difusas que 
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las que presentan las Pasteurellas. También hay 
congestión de los vasos alantoideos. 

No hemos observado necros:s. 
No presentan las Salmonellas una gran ca· 

pacidad de ataque. Son precisas dosis elevadas, 
en comparación con las Pasteurellas, para pro· 
ducir la muerte del embrión. 

Hemos tenido ocasión de comprobar embrio· 
nes vivos, después de la aperlura a las 24 horas. 
Sus órganos se presentan congestionados y 
hemorrágicos. 

No hemos comprobado si los embriones pue· 
den llegar a término. 

7. Lesiones microscópicas generales en la 
membrana colioa/antoidea. El estudio, en con· 
junto, de las ;¡reparaciones obtenidas con mem· 
branas que presenraban lesiones por Salmone· 
!las, nos ha revelildo la presencia de numerosass 
hemorragias que dfectaban el mesodermo, pre· 
reren temente en su zona ectodérmica. La roto· 
micrografía núm. 15 mueslra los glóbulos roios 
nucleados en tre las células mesodérmkas y en 
parte entre las ectodérmicas. A primer¡¡ vista pu­
dieran confundirse los núcleos de los hemalies 
con linfocitos. 

La reacción innamatoria es nula en la mayo­
rfa de los casos, y cuando se presenta sólo la 
componen elementos de núdeo grande que iden­
ti ficamos como histocitos diferenciados. siendo 
muy raros los linfocitos, polinucleares y plasmo· 
ci tos. 

A pesar de haber empleado distintos métodos 
de coloración no hemos podido poner de mani­
fiesto Se~lmonelle~s en l11s células ecto y endodér­
micas . .Sólo le~s hemos enconrrado en el meso­
<lermo. 

8. Lesiones en particular. Insertamos, al 
igual que con las Pasteurellas, el resumen de las 
fichas más interesan res que hemos obtenido en 
la experimentación con Salmonellas. 

H. núm. 9. Huevo incubado duran le 11 días. 
Inoculado con Satmonella pui/Órum 1, en la can­
ridad total de 2.500 gérmenes (100.000 en 1 m!.) 

Apertura a los dos días. Embrión muerto. 
.El alan toides presentaba lesiones hemorrági· 
cas muy manifles.tas, pero siempre más difusas 
y extendidas que las observadas en las Pasteu· 

rellas. 

Los controles bllcleriológicos dieron los ca­
racteres de Salmone/la pu/lorum. 

tlistológicamenre se comprohó engrosamien­
IO de la alantoides, con hemo rrllg ias muy inten ­
sas. En otros zonas se obser va hiperplasia me· 
sodérmica. :-Jo se observaron fenómenos necró­
licos extensos. 

I/. núm. 20. Inoculado con uno cepa de Sal· 
monel/a galllnarum, a los t1 dflls de incubación, 
con un lol<l l de 5.000 gérmenes (120.000 en 1 mi.) 

S e practicó la aper tura a las 48 horas, apre· 
ci6ndose un embrión biE:n desar rollado y muerto. 
E n la alanroides lesiones hemorrágicas. 

Los controles bacreriológ lcos diero n, todos 
ellos, resul1ado positivo. 

En el estudio de las preparaciones histo lógi-

' • • # 

Fotomlc"'!!rafra n~m 1 S. Le•loncs producidas por ~lmondlu. 

tlemomglas y hlprrpbsl• lnO•macorl• 

cas llamaron la atención las hemorrllgias inlen­
sas que dominaban sobre cualqui<>r otra lesión 
(roromicrogr<Jffos nüms. 16 y 17, en la proximi· 
dad de un gran vaso ramiflclldo). También se 
observó hiperplasia conjuntiva. 

El Giemsa puso de manifiesto Sahnonellas, 
pero en pequeña cantidad y sólo en el meso· 
dermo. 

H. ntim. 35. Incubación 12 días. La inocula­
ción se practicó con la Sa/monella ello/era suls 
116; 2.500 gérmenes en lolal {100.000 en 1 mi.). 

Se realizó la apertura a las 24 horas. E l em­
brión presenró movimientos y antes, en el mo­
mento de cortar la cáscara, se apreció la salida 
de sa ngre. 
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FotomJcrogn ffa núm. 16. Hemorragias intensas que predomJ. 
mm sobre cualquier otra lesión. 

E l alantoides presemaba lesiones hemorrá­
gicas muy abundantes y extensas. 

Los controles resulraron positivos. 
Microscópicamente se pucio apreciar el cuadro 

general de lesiones que presentan las Salmone­
llas: hemorragias obundantes que afectan al m~­
sodermo, preferentemente acumuladas hacia el 
ectodermo; ectodermo mejor conservado; ento­
dermo con escasos puntos hipertroliildos. Foto­
micrografía:s núms. 18 y 19. 

H. núm . . /ti. Fué inoculado también con 
Satmonella 116. Presentó en el examen macros­
cópico de la alan toides hemorragias y unos pun­
tos blanquecinos que no se habían apreciado en 
otras membranas. 

Bacteriológicamente se pudo comprobar, 
ildemás de las Salmonellas, la presencia de un 
coco gram-positlvo. 

H. núm. 63. Inoculado con Salmonella cho­
l u a suis 1 O. Las lesiones eran iguales a las pre­
sentadas por H. mim. 35. 

IJiSl'!ISiúll 

Las diversidad de problemas conque nos 
hemos encontr!! do 111 inocular gérmenes en hue­
vo, han determllll!do algunas v11riaciones en el 
plan de trabl!jo que primili vameme nos hablamos 
impuesto. Nosorros sólo inlenrábamos el cultivo 
de Pasteurell11s y Salmonellas en h uevo y su es­
tudio di feren cial por las le:;iones que producen, 

pero no queremos dejar de reseñar la importan­
ciél que tiene el estudio de dichos problemas. 

Como medio de culrivo, la membrana corio­
alamoidea de embrión de pollo es excelenle. 
l-Iemos podido comprobar, sobre lodo en r>as­
teurellas, una proliferación abundanrísima, en 
algunos casos formando acúmulos que al mi­
croscopio slmul11n pequenas colonias. El tipo de 
lesiones se manlflesra con caracrerfsticas bastan· 
te constantes. 

Con una lécnica depurada se consiguen cul· 
tivos puros, il días después de la inoculación; 
cosa imposible de realizar en ningún animal de 
experimentación, en el que si se relrasara la au­
topsia corremos el riesgo de una contaminación. 
~IANNINOI!R recomienda el aislamienro de las Pas­
teurellas de los productos palológicos directa· 
mente y no del pase por animales, pues al ino· 
cular material sospechoso a animales de experi· 
menlación, es di fícil discernir con certidumbre si 
los microbios cultivados rienen su origen en el 
m a ferial inoculado o si provienen del animal de 
experiencia , en el que se ha provocado una sep· 
ticemia lntercurrenre desencadenada por la ino· 
culación de prueba. Cira esre auror que ha podi· 
do comprobar la muerte en 24·48 horas de cone· 
jos inoculados con Pa·teurel!a a consecuencia 
de la acción del virus de la enfermedad de Au· 
jeszky, puesto que los conejos se pueden encon­
trar en jaulas donde se debiliran y es suficiente 
una i11oculación para que las pasleurellas acci-

' ' , 

Focomlcro¡¡rafla n~m. 17. l a r.1l sma pr<paracl6n de la nllm. 16 
a más aumento&. 
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den talmente pre.sentes pasen al torrente circula­
torio. 

La inocul~ción en huevos con embriones 
muuros o en los Infecundos. producen uo creci­
miento poco abundante. En mucho~ de estos 
casos el malerial tomado del huevo se ha mos­
trado estéril. 

rocomlcrograffa mln. 16. 

Foromtcro-óralla n~m. 19. 

F~romkrograffu nt.'lms 18 y 19. He.momgia M muodtrmG, 
prcfe.renrtmtntc acumulada hacia ectodt.Tmo. 

Los controles de gérmenes muertos, emulsio­
nados en s.s., no han producido crecimiento, ni 
tampoco lesio.tes, conservando los embriones 
eu vitalidad. 

Aun cuando hemos podido notar algunas di­
ferencias en las lesiones que producen especies 
(iistinlas de un mismo género, no tenemos sull -

cientes prueblls p11ra estllblecer las; sólo apunta­
mos 1~ importancia que represen ta la inoculación 
en huevo. parll el estudto del problema de la uni­
dad o plurlllidad de clerflls especies bacterianas. 

C ri!l!mos que los gérmenes encuentran en el 
medio de cuhivo que representan los tejidos jó­
venes, un terreno apropiado para ID exaliación 
de su virulencia; aun cuando podríamos aporrar 
alguna.s pru eb11 de ello, uo lo haremos por con­
sitlerarlos insuficientes y porque esto seria ob­
j eto de nuevds investigaciones. 

( :rmdUI)iOIIl'S 

t.• La membrana corio<!lanfoidea del em­
brión de pollo se nos ha mostrado como un ex­
celente medio de cultivo para las Pasteurellas 
enaayatlo:>. 

2.• Igualmente e:s un !Jllen medio para las 
Sahnonellas estudiadds, pero :.u crecimiento es 
menos abundante. 

3. • Los gérmenes empleados no se han mo­
dificado en sus propiedades morfológicas, bio­
químicas y cullur ales . 

.t. • Los gérmenes se han aislado con pure­
za del huevo, cinco df<1s después de veri ficada 
1<1 inocul<!clón. 

5. • Creemos que las lesiones histológicas 
producidas en dicha memhraua difieren entre 
Pasleurellas y Salmonellas. Las primeraa se ca ­
racterizen, principalmen te, por producir le11lones 
infiamarorloa y necrót lcas: en menor proporción 
hemorrág icas. Las segundas tlan, preferen te­
mente, lesiones hernorrJgicHs y en 111enor pro­
porción hiperplásicils. 

6.• C ree111os h<1ber cultivado por pr imer<! 
vez Pasteurellas y Salmonellas en l<1 membran<1 
corioalantoidea del embrión de pollo. 

Bumnwry 
(1) T he chorio-allanrolc membrane of the deve­

loping chlck embryo proved lo be an exce­
llenr culrure medlum for the Dasteurella 
tested. 

(2) Iris llkewise a good medium for rhe Salmo­
nello studied, bu! the gr owrh of rhe lalfer 
is less abundanr. 
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(5) The germs employed did nor show any mo­
dificarions of rheir morphological , bioche­
mical and culture properties. 

(4) Pure germs have been isolared from rhe egg 
fiv~ days afler rroctising inoculation. 

(5) 11 is believed rhar rhe histological lesions o f 
rhe chor io·allantoic membrane caused by 
Pasreurella differ from !hose originllted by 
Salmonella. 
The former are chietly char<~clerize d by in­
tlammatory and necrotic leslons, hemorrha · 
ges are found only in a few cases. The lar­
ter cause especicslly hemorrhagic Jesions 
and, al a minor rate hiperplasis. 

(6) Iris believed thar Pasleurella ha ve been cul­
tivared for the first time on !he chorio·allan­
loic membrane of rhe developing chick 
embryo. 
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