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I, Introducidn

Las técnicas de cultivo de uliravirus en la
membrana corioalointoidea del embrién de pollo
han abierto un vasto campo en la experimenta-
cién microbiolégica, pues no solo se emplean
para el cultivo y estudio de los virus, sino que,
por tralarse de un medio vive y estéril, pueden
ufilizarse para el estudio de los problemas deri-
vados de la infeccién bacteriana.

Convencidos de la gran importancia gue fie-
nen dichos problemas, hemos emprendido una
serie de experiencias encaminadas a resolver al-
gunas cuestiones relacionadas con el culfivo en
huevo de Pasteurellas y Salmonelias, bajo la di-
reccion del Dr, German Saldaiia Sicilia, Decano
y Catedrdlico de Histologia y Anatomia Patold-
gica de la Facultad de Veterinaria de Cérdoba.

Agradecemos las orientaciones de nuestro
querido compaiiero Diego Jordano, Catedrético
de Biologia, que nos inicio en las Iécnicas de cul-
tivo en huevo.
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I, Antecedentes

Si bien es abundante la bibliografia sobre
cultivo de ultravirus en coric-alantoides de em-
brién de pollo, es muy escasa, por el conira-
rio, en lo que respecla al cultivo de bacterias en
las mismas condiciones.

Sclamente conocemos los frababjos de . w.
GOODPASTURE Y K. ANDERSON, ¢n los que se eslu-
dian problemas de infeccién mediante inocula-
cién de cultivos de Staphylococcus aureus,
Streptococcus viridans, Aerobacter aercgenes,
Fberthella typhi, Brucella abortus, Corynebac
terium difteriae y Mycobacterium tuberculosis
avium. Estos aulores aseveran que para el estu-
dio de la infeccion, en los primeros estadios de
invasion, la inoculacién en la membrana corio-
alantoidea del embrién de pollo, con cultivos
puros de baclerias patogenas, es un método fa-
cil de realizar. Estudian el reparto o localizacion
y la capacidad de reproduccién que !as distinlas
bacterias del grupo antes mencionado lienen
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para desarrollarse en las células mesodérmicas
(fijas y méviles) y en los epitelios ecto y endo-
dérmico.

Para dichos aulores, todas menos el Staph.
aureuas, Strep. haemoliticus y C. difteriae, inva-
den las células y se observan dentro de las fijas
y méviles del mesodermo. El Stres. viridans lo
enconiraron sélo dentro de células errantesvfijas
del mesodermo; el A. aerogenes, en células
errantes mesodérmicas, pero también en cé-
lulas del epitelio ectodérmico: el E. fyphi, en el
epilelio entodérmico y en menor extension en el
ectodérmico; el fBr. abortus en el epitelio eclo-
dérmico y en elementos mesodérmicos de la
membrana; el M. tuberculosis avium, sélo en
los elementos mesodérmicos.

Teniendo en cuenta lales hechos, sientan
también la conclusion de que para algunas bac-
terias la fagocitosis no representa una resisten-
cia a la invasién, sino que, por el contrario, la
favorece, ya que los gérmenes viven y se repro-
ducen dentro del protoplasma de células fagoci-
larias.

Respecto al St. aureus y al haemaliticus, di-
cen haber observado que pueden ser deslruidos
en parte por los fagocitos del embrién v que son
incapaces de crecer en el medio intracelular.

También son muy inieresantes las experien-
cias de N. E. GOLDSWORTHY Y VARNFOD MOPPETT,
que reseflamos a conlivacién:

Estos autores cortan trozos de cdscara en
forma de cuadrado, dejando integra la testa, sin
exponer el huevo al aire. En los huevos asi «pre-
parados» comprueban que no se producen reac-
ciones, ni tampoco cuande al quitar un pedazo
de cdscera se rompe un vaso coric-alanloideo.

Estudian lo que ellos llaman «reaccin peri-
férica», que se reconoce a simple vista como una
linea de engrosamiento, discontinua e irregular,
separada unos 2 mm. del borde de la venlana.
Al microscopio esta linea presenta principalmen-
te hiperirofia papilomatosa del entederme, con
frecuencia inlesa, mientras que el ecto y meso-
dermo ofrecen ordinariamente lesiones menos
llamativas, pero perceptibles. Las células del me-
sodermo hiperiréfico se mostraban con signos
degenerativos: tumefactas, irregulares, con
grandes vacuolas, y el material nuclear apenas

visible. EI examen baclerioscdpico vy el cultivo
de estas lesiones resulid negalivo.

Al excluir la causa bacteriolégica, los auto-
res verifican experiencias con factores fisicos
asociados a las manipulaciones gue requiere la
preparacion de la venlana.

Un chorro de aire frio es eficaz en la produc-
cién de lesiones atrdficas coricalantoideas. El
aire proyectado fué esterilizado por filtracion. En
cambio, el aire caliente (a 37° C) no pradujo le-
siones. Asi como tampoco un pedazo de hielo
contactando durante 10 minutos. Lo que moliva
la lesidn es la desecacién rédpida originada por
el frio.

Tomaron huevos de 10 dias de incubacidn y
los sumergieron fotal o parcialmente en caldos
de cultivo. Estos cultivos los ensayaron respec-
to a su capacidad para delerminar lesiones co-
rioalantoideas, depositando una gota sobre la
testa y cubriendo con un trozo de cdscara esté-
ril fan pronto como la gola se absorbia. Después
parafinaban. La mayor parte de estos caldos de
cullivo no producian efecto, aungue contenian
muchas bacterias. Aislaron un bacilo parecido
al B. sabtilis, que llamaron £. XN/, siendo el
tinico que produjo lesiones. No daban reaccio-
nes, ni un bacilo coliforme gram-negativo, ni un
coco gram-posilivo,

La reaccidn que origina el £. X/ es de fipo
infeclivo. Macroscopicamente se caracleriza por
ser gris, abullada, uniformemente redondeada
y difuminada gradualmente hacia los tejidos nor-
males circundanfes. Microscépicamente el enfo-
dermo no estaba afectado en el grado caracte-
ristico de las lesiones producidas por medios fi-
sicos, sino que las principales lesiones estaban
reparlidas por meso y ectodermo. En ningtin
caso observaron bacterias, aunque existian en
el espacio virlual existente enfre la festa y la
alanioides. La inoculacién de eslte germen en
huevos moribundos o muertos, parece producir
una ceagulacion en masa.

Experimentos realizados les permiten 2segu-
rar que la lisozima del huevo no inlerviene en su-
defensa,

Concluyen que las modificaciones de la
presion osmética y la exposicién al aire favore-
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cen la infeccion, siendo la desecacion el factor
mis imporianle.

1.

A. Material.

Material v técnieas empleados

Nuestras experiencias las hemos realizado
con gérmenes perlenecientes al género Pasien-
rella y Salmonella, que procedian de cepas del
Instituto de Biologfa Animal, Instituto Veterina-
rio Nacional, de Madrid, Laboratorios limy, de
Cérdoba, y de los Laboratorios de Bacteriolo-
gla y Enfermedades infecciosas de esta Facultad
de Veterinaria.

Las cepas ensayadas han sido

Pasteurella: aviseptica, 3; suiseptica, 2; ovi-
septica, 2. Sulmonella: S. pulloram, 2; 5. galli-
narem, 2; S. chofera suis, J.

Para incubar hemos uviilizado huevos frescos
de gallina (no mds de siete dies) de proceden-
cia distinta, tanto de granjas con animales selec-
cionados como de cortijo, sin que hayamos no-
tado en los resultados una diferencia apreciable.
Siempre indagamos sobre el estado de salud de
los animales y dimos preferencia a los huevos
limpios y de cdscara sin defectos.

El resto del malerial empleado Jo componen
el usual en la técnica histolégica y bacteriold-
gica.

B. Técnicas.

1. Incubacidn, Las incubaciones las hemos
realizado en eslufa elécirica o incubadora a pe-
roleo. El resultado ha sido satisfactorio en am-
bas, pero aconsejamos gue, sea en una o en
otra, se compruebe la femperatura a la aliura de
los huevos o, mejor aun, colocar un fermémelro
de mdxima y minima que nos mostrard cualquier
oscilacion, sobre lodo si hay el peligro de una
anormalidad en el suministro eléctrico.

Estuvieron reguladas a 38-40°, temperatura
que ha dado los mejores resultados.

La duracion de la incubacion ha sido de 10 a
12 dias. Al cuarto dia practicdbamos la ovosce-
copia, rechazando todos aquellos huevos que
hubieran resultado infértiles. A los 10 dias se

hace nueva ovoscopia para poder observar los
movimienlos del embrién. Es conveniente recha-
zar los huevos que no presenten una clara vita-
lidad. A los 12 dias se realiza la ovoscopia con
mas dificuliad, pero siempre (caso de ne ser de-
masiado gruesa la cdscara) se puede observar
la sombra del ojo o el pico del embrién y los va-
sos alrededor de la cdmara de aire.

Los huevos declarados positivos son marca-
dos con el signo -|- y si se va proceder a la ino-
culacion inmediatamenie, se les marca un circule
con lapiz, precisamente en el lado opuesto al que
ocupa el embrién, que siempre se ve como una
mancha mds oscura.

La fecha mds adecuada para la inoculacién
de bacterias nos ha parecido ser la de doce dias,
pues para enlonces se encuentra la membrana
corioalantoidea completamente desarrollada v
en ella es posible apreciar las lesiones histolégi-
cas gue se puzden preseniar.

2. Controles. Enp todos los casos hemos
procedido a4 un control riguroso antes y después
de las inoculaciones del material cbjeto de estu-
dio; si bien era ya suficiente el nombre del lugar
de procedencia para garantizar su pureza. Pero
con objeto de hacer uniformes las experiencias
y asegurarnos de que no existia una contamina-
cidn con las cepas en nuesiro poder, procedimos
siempre con idéntica técnica.

Para realizar el control de Pasteurellas,
hemos seguido la técnica descrila por ¢. AGEN]O
¥ 1. HERENCIA CARLOS DE VERGARA, ahadiendo las
propiedades morfoldgicas y culturales propias de
ellas.

Las cepas han sido sembradas en caldo sue-
ro. A partir de ésle la marcha ha sido:

1. Siembra en caldo salado al 4 por 100.

2. Siembra en los azicares (glucosa, ga-
laclosa, sacarosa, manita, maltosa y lactosa).

3.° Invesligacién de indol.

4.° Tincién con azul de melileno y Gram.

5.° Movilidad.

6. Siembra en agar ordinario, agar-suero
y suero coagulado.

El control de Salmonellas lo hemos realizado
teniendo en cuenta sus propiedades morfoldgi-
cas, bioguimicas y culturales. Previo culiivo en
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caldo durante 24 horas, la cepa la hemos exami-
nado:

1. Con la fincién por el método de Gram.

2. Prueba en gota pediente para investigar
movilidad.

3.° Siembras en los aziicares (glucosa, sa-
cacarosa, manila, maltosa y lactosa) para obser-
var las fermentaciones y produccidn de gas.

4.° Siembras en agar ordinario y en el me-
dio de Kauffman.

Puesto que nos daban ya clasificados los gér-
menes, no hemos realizado pruebas de agluti-
nacion.

Todos los medios se han preparado segiin
los procedimientos ordinarios y no los describi-
remos por enconirarse en cualquier técnica hac-
terioldgica.

3. Preparacién del material para inocular.
Los gérmenes a inocular procedian en todos
los casos de subcultivos de 24 horas, de las ce-
pas perfectamente identificadas. Nuestras prime-
ras inoculaciones las haciamos con cultivos en
caldo sin diluir, pero las lesiones se observan
mucho mejor con material diluido.

Esterilizamos por ebullicién jeringas de insu-
lina con su émbolo y agujas montados, y una
vez hervidas las colocamos en fubos de ensayo
estériles. Al mismo tiempo, en un vaso de preci-
tados, con alcohol de 90°, se colocan unas tijeras
de punta fina y unas pinzas.

En un tubo de ensayo que contenga parafina
dura se pone a fundir ésta, y una pipeta introdu-
cida nos servird para depositar a gotas el liqui-
do a punto de solidificarse.

Se cargan las jeringas con el material a ino-
cular y se colocan nuevamenle en sus respecti-
vos lubos. Conviene, si son mds de un germen
los que se van a inocular, anotar todos los tu-
bos que contienen las jeringas y en los de s. s.
hacer la indicaciéon del germen respectivo, con
lo que evitaremos equivocaciones.

4. Técnica de la inocuiacion. La iécnica que
hemos empleado esta basada en las de Burnet
y Borrel.

Preparado el material como anteriormente se
ha dicho, se colocan los huevos elegidos en una
gradilla (se puede susliluir con una cdpsula de

Peiri y una capa de algodén) procediéndose de
la manera siguiente:

Se colocan con el circulo marcado con lapiz
(descrito en ia pdg. 69) para arriba y el extremo
donde estd la camara de aire hacia la derecha;
se vierte alcohol de 90° para que bafie hien por
fuera la cdscara; una vez secada ésta, se flamean
las tijeras y cogiéndolas solidamente se perfora
con decision (bastan 2-3 mm*) en el centro de la
cdmara de aire. A continuacién se perfora con
la punta de I2 tijera en el centro del circulo mar-
cado con ldpiz, rompiendo la testa sin lesionar
la corioalantoides, estandose entonces en dispo-
sicidn de realizar la inoculacidn, |

Se toma la jeringa del fubo en que estd intro-
ducida, y con cierta oblicuidad se introduce en
el orificio practicado. La cantidad a inocular de-
pende del germen y de la dilucién. En nuesiras
experiencias hemos inoculado generalmente de
0'025 a 015 ml.

Practicada la inoculacion se toma la parafina
del tubo que la contiene, valiéndose de la pipeta,
y con cuidado se depositan varias gotas sobre
2l orificio de inoculacién, pero de tal forma que,
en contaclo con la cdscara, se solidifique rapida-
menie y no penelre en el inlerior, como ocurriria
si estuviese demasiado caliente. De igual forma
se procede con el orificio de la cdmara aérea.

El huevo es colocado nuevamente en la eslu-
fa, con el silio de inoculacién hacia arriba, hasta
el momento de su apertura.

3. Contaje de gérmenes. La 1écnica segui-
da ha sido la de Breed. La hemos realizado de
la siguiente manera:

Can las mismas jeringas y agujas utilizadas
para la inoculacion y con un poriaobjetos esme-
rilado con cuadros sin esmerilar de un centime-
tro cuadrado.

Previamente se determiné el drea del campo
microscopico (7,854 mm®).

Se deja caer |a solucion con la jeringa de in-
sulina sobre un cuadradito del portacbjeros. Con
estas jeringas basta una division de las de !/,
ml., o sean, 0'025 (aproximadamente una gota de
solucian), Con el asa de plalino se extiende bien
por el cuadrado y a conlinuacién se flja por el
calor.

Se fifie la preparacion con azul de mefileno



CULTIVO DE PASTEURELLAS ¥ SALMONELLAS EN CORIOALANTOIDES 71

(no importa sobrecolear si después se diferencia
hien con agua) o con el méiodo de Gram.

Conviene contar 20 campos y hallar la media.
Una vez obtenida ésta, basta una sencilla pro-
porcién para averiguar el nimero total de gér-
menes en un centimetro cuadrado, que a su vez
serd el niimero de gérmenes del volumen deposi-
tado. En nuestro caso 0'025 ml,

Al estudiar cada germen en parficular, dare-
mos el nlimero aproximado de bacierias inocu-
ladas en totfal y por ml.

0. Incubacion de los hueous inoculados, Ha
variado segtin los casos; geneielmente han sido
incubadoes durante 24 a 48 horas. A veces se ha
prolongado hasta 4 dias para apreciar el estado
de pureza del germen inoculado en esa fecha.
Olras, sdlo 10 o 12 horas para observar las le-
siones incipienfes y comprobar el fiempo que
tarda en morir el embrién.

Influye indudablente en la vitalidad del em-
brién la dosis inoculada. Aun cuando han sido
bastantes los huevos inoculados con un mismo
gérmen no nos es posible fijar una dosis minima
mortal aproximada. No obstante las Salmonellas
se prestan mds a esta deferminacion que las Pas-
teurellas, por conservar una virulencia mds fija.

7. Toma de multerial del huevo. Después
de la apertura del huevo pueden hacerse las
siembras convenientes en los medios ordinarios,
pero es mas fdcil la contaminacidn en este mo-
mento, por lo cual vamos a indicar la téenica que
hemos seguido para evifar estos inconvenientes
y econemizar tiempo y matarial.

Los huevos inoculados se sacan de la estufa
o incubadora y, siempre con el silio de inocula-
cién hacia arriba, se colocan en la gradilla; se
baiian bien con alcehol y una vez seco éste se
toman las fijeras, en las mismas condiciones que
si fuésemos a realizar una inoculacién, y se per-
fora la cascara. Con una jeriga de 5 ml., con
aguja de 1,5 mm., se afraviesa la lesla y se in-
troduce mds o menos, seglin el malerial 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 liguidos. Con esre maierial y sirvién-
-donos de la misma jeringa, sembramos en medio

ordinario, caldo o agar, donde vamos a realizar
el control.

Con una gota de material y con la ayuda de
la misma aguja podemos hacer a continuacién
un frotis, que nos servird para conirol bacterios-
chpico.

También se puede realizar la toma con asa
de platino, pero nos ha resultado mds prdctico
y seguro el procedimiento con jeringa.

Cuando interesa recoger la membrana corio-
alantoidea con fines de investigacién histoldgica
o para preparar emulsiones con ella, seguimos
la técnica siguiente:

8. Apertura del huevo. Colocado en la mis-
ma posicién que hemos dicho anteriormente, y si
se realizo ya la toma de material, sin necesidad
de precauciones para evilar la contaminacion, se
toman las fijeras, y perforando profundamente
la cdscara se corfa el huevo en el sentido de un
plano horizontal 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 cascara se levanta con pinzas y enton-
ces podremos apreciar si el embridn esta vivo o
muerto; si bien antes. en el momento de cortar,
se ve salir sangre de los vasos alanioideos sec-
cionados, caso de estar el embrion vivo,

Generalmente queda adherida la alantoides a
la cdscara cuando el embrién estd vivo, pero si
estd muerto se encuentra desprendida y de no
haberla cortado en el momento de la aperfura
confinua envolviendo al embrién.

En una cdpsula de Petri se coloca la parte
superior de la alantoides, o sea, la préxima al
lugar de inoculacion. En otra cdpsula se colocan
el resto de alantoides, el embrion y saco con res-
tos de clara.

l.as membranas se extenderdn en una cdpsu-
la de Petri, con la ayuda de unas pinzas y unas
agujas de vidrio con punta roma. Es delicada
esta operacion, porque los movimientos bruscos
o la presién demasiado enérgica lesionan con
facilidad la membrana y nos impiden después
una vision perfecta y completa al microscopio de
las distinlas capas.

Una vez ohservadas las lesiones macrosca-
picamente, se procede a la fijacién para cortes
histoloyicos. En el caso de lener que realizar
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una emulsion, se introducen las membranas en
un frasco con perles de vidrio v s. s. estériles y
con movimienfos enérgicos y rdpidos se logra su
frituracion.

Los fijadores que hemos empleado han sido:

Formol a1 10 por 100 en suero fisiologico.

Liguido de Zenker.

Fijador de Borrell.

El propuesto por Goodpasture y Anderson,
modificacion del fijador de Schaudin, consisten-
te en dos partes de solucién acuosa saturada de
sublimado corrosivo y una parfe de alcohol
de 60.°

IV,

Creemos que es mds conveniente describir
primero los caracteres generales que las distin-
tas cepas de Pasteurellas ensayadas han presen-
tado porinoculacion en huevo, y a continuacion
hacerlo con cada cepa en particular,

Téngase en cuenla que en este frabajo no fra-
tamos de diferenciar entre si los distinlos gér-
menes que integran el grupo Pasteurella, porque
en general siempre hemos enconirado lesiones
principales que son comuues a todas las cepas.
Para asegurar una diferenciacién serian precisas
pruebas que no hemos realizado, va que nos en-
contramos con una serie de problemas derivados
de la inoculacién de gérmenes en la membrana
corio-alantoidea que son imposibies de resolver
y detallar en un solo trabajo. Por lo tanto, sélo
hemos investigado las diferencias que pueden
existir enire Pasteurellas y Salmonellas.

I. Propiedades culturates. El crecimiento
por inoculacion de cepas de Pasteurellas, aviar,
porcina, ovina, bovina, ha sido posilivo en alan-
toides. Estos gérmenes se desarrollan perfecla-
mente en el medic que representan los lejidos
jovenes de dicha membrana; bastan para ello
cantidades insignificantes, como lo prueba la
inoculacién de la Pasteurella ovina 116, a la do-
sis total de 200 gérmenes (aproximadamente) en
0'025 ml., que mas adelante se describird.

Para que el desarrollo sea activo es preciso
que el embrién esté perfectamente desarrollado
y vivo. Hemos inoculado huevos de doce dias
en los cuales el desarrollo se habia iniciado; pero

Experimentacion con Pastenrellas

se nofaha por ovoscopia un delenimiento del
mismo, En estos casos la aulopsia nos revelaba
embriones defenidos en su desarrollo desde el
séplimo dia aproximadamente, asi como la au-
sencia de lesiones. Las siembras practicadas en
eslos casos resultaben estériles en su mayoria y
en los froris no se ponia de manifiesto germen
alguno,

Lo mismo ha ocurrido con gérmenes inocu-

lados en huevos que desde el primer momento
se mostraron infecundos.
2. Morfologia. Respecto a la morfologia
no hemos enconirado cambio alguno. Las Pas-
teurellas sembradas en medios ordinarios, se
comportan igual que las aisladas de los anima-
les de experimentacion. La forma cocobacilar de
coloracién bipolar, que se pone de manifiesto
mejor aun por la coloracion con azul de mefile-
no bien diferenciado, la hemos enconirado en
tados los frofis de membrana y también en los
de embrién y vitelo.

El crecimiento en los medios liquidos y sdli-
dos es también completamente normal. La forma
de las colonias tanio en agar, agar-suero y suero
coagulado, es la caracleristica gola pequena de
rocio,

3. Propiedades fermentativas. La fermen-
lacion de los azucares no presenta alteracidn.
Con la 1écnica seguida, solamente pudimos ob-
servar la diferente capacidad en cuanto a la fer-
menlacion de la maltosa. Pero hay que lener en
cuenlea gue los distintos autores asignan a la fer-
mentacion de la mallosa una inconstancia mani-
fiesta. Asi, para peErGey, la Pasteurella aviar fer-
mentaria en algunos casos la maltosa, sin pro-
duccidn de gas.

Para morcl y Kroah-Luxp la maltosa es in-
cluida dentro de los aziicares fermentadas por
gérmenes del que llaman tipo |., el cual fermen-
ta también la glicerina, dulcita, galactosa y al-
midaon.

Segiin saon la cepa Dahomey, aislada de un
tumor edematoso de un buey, fermentaria la mal-
tosa sin produccion de gas. Este mismo autor
cita a Twep, que ha observado la fermenlacion
de la maltosa en cepas aisladas de un buey con:
neumonia.

En nuesiros casos, cepas que anies de inocu-
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larlas no fermentaron la maltosa, si lo hicieren
en el segundo conirol, después de aisladas del
huevo.

Por lanto, a la visla de los estudios de los
aufores citados, hemos dado como culiivos
puros de Pasteurellas a aquellas cepas que en
determinados casos fermentaban la maltosa,
siempre y cuando las demds propiedades, mor-
fologicas, bioguimicas y cullurales estuvieran
conservadas. De los demas azlicares, la fermen-
tacion de la lactosa fué negaliva, y la glucosa,
galactosa, sacarosa y manila dieron resultados
positivos.

4. Indol. Posilivo.

3. Resistenciu, Generalmente se ha verifi-
cado la apertura de los huevos a las 24 horas.
Por excepcion, este periodo ha sido acortado a
fin de intentar sorprender la muerte del embridn,
que ocurrié siempre después de las 10 horas;
pero, en determinadas circunsiancias, dejamos
pasar, exprofeso, d dias sin abrir el huevo, y en
todos los casos hemos aislado la Pasreurelle
pura. Indudablemente la inoculacion en huevo
presenta mds ventajas que las realizadas en cual-
quier animal de experimentacion, como veremos
con mds detalle en la discusicn.

6. Patogenia. lLos gérmenes aislados del
hueve han canservado perfecramente su virulen-
cia y en alpunos experimentos hemos podido
comprobar una exalracion. En un caso hemos
podido comprobar que conejos inyectados con
cultivos de 24 hores, procedentes de un pase por
huevo, han muerfo a la dosis de 0°003 ml. (ires
milésimas) a las 15 horas. Bien es verdad que las
cepas ensayadas eran muy virulentas. Para el
palomo y cohaya lo han sido igualmente, sobre-
viniendo la muerte a las 24 horas.

7. Lesiones macroscopicas que les Pasteu-
rellas producen en la membrana corioalantci-
dea. Todas las Pasteurellas ensayadas presen-
taban cierta iguaidad respecio a las lesiones ma-
croscdpicas. Han predominado las hemorragias
muy circunscritas, colocadas periféricamente a
las lesiones necrdficas, del tamafio de un grano
de mijo, y la congestion de los vasos dleantoi-
deos mayores. La figura niim. { muesira la dis-
posicién de estas necrosis y hemorragias,

La apertura a las 24 horas siempre ha mos-

trado un embrion muerfo, cuyos organos presen-
taban congestiones y hemorragias intensas.

Cuando las lesiones hemorrdgicas y necroti-
cas han sido masivas, han ceincidido con una
contaminacion, que se ha pueslo perfectamente
de manifiesto en el control posterior a la toma de
material del huevo.

8. Lesiones microscopicas en general.  An-
fes de hacer el esludio particular de las lesiones
histologicas de cada germen ensayado, vamos a
indicar los caracteres comunes a lodos, ya que
los separan perfectamente de los correspondien-
tes a las Salmonellas.

En Pasteurellas hay un mayor predominio de
las lesiones inflamatorias y necréticas, si bien es
posible encontrar hemorragias, que presenfan el

Fotomicrografita nim, 1,

cardcter de ser mas circunscritas y menos abun-
dantes que las producidas por Salmonellas.

Estas lesiones inflamatorias estdn integradas
preferentemente por linfocitos, células plasmati-
cas o plasmocitos (Plasmazellen), con su niicleo
caracieristico en rueda, puesto de manifiesfo con
el métode del azul policromo de Linna y con el
verde de metilo-pironina, y células con micleo
grande, que hemos idenlificado como histacilos
macrofégicos. En ningiin caso hemos ohservado
la presencia de células cebadas (Masizellen). En
algunas preparaciones se aprecia el exudado in-
flamatorio, gue distiende la membrana dando lu-
gar a engrosamientos manifiestos.

Ademads de las lesiones inflamatorias, hemos
podido observar la presencia de necrosis, que
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afectan a las tres hojas blastodérmicas, unas ve-
ces por separado y ofras simultdneamente. Las
necrosis se han presentado con cepas muy viru-
lentas o en aquellas que habian sufrido un pase
anterior por huevo.

Mediante la coloracion por el Giemsa hemos
observado la presencia de Pasteurellas en el
interior de las células epiteliales ecto y endo-
dérmicas, asi como en las células conjuntivas
del mesodermo. l.a /FPasteurella conserva aquf
su forma, igual ala que presenta en los érganos
de los animales de experimentacion. Las fotomi-
crografias a inmersion nimeros 2 y 6 muestran
la presencia de los gérmenes en dichas células.

los cultivos de Pasteurellas muertos por
el calor, utilizados como festigos, han resuliado
estériles y no hemos podido observar lesiones
macro y microscépicas apreciables.

9. Lesiones microscdpicas en particular.
Por creer que presenla interés el estudio detalla-
do de las lesiones que cada cepa ensayada ha
praducido en alantoides, insertamos a continua-
cion el resumen de las fichas mds interesantes
de nuestro protocolo.

H. ruim. 7. Huevo incubado durante 11 dias.
Previo control de la cepa fué inoculado con la
Pasteurella avi niim. 3, en la cantidad total de
5.400 gérmenes (en 1 ml., 216.000).

Apertura a las 48 horas. Embrién muerto. La
membrana corioalantoidea no presenté lesiones
macroscopicas manifiestas; solo congestion de
algunos vasos alantoideos.

Los conlroles de aziicares fueron: glucosa,
+; galactosa, -I-; sacarosa, ---; manita, | ; mal-
tosa, —; lactosa, —.

Culliva en caldo salado: —.

Colonias en agar: Tipicas de Pasleurellas.

Bacrerioscopia: Gérmenes cocobacilares
gram-negativos,

Movilidad: Inméviles.

Fueron fijados trozos de alantoides e inclui-
dos en parafina. Las preparaciones histoldgicas
revelaron una infllamacidn cuyos elementos celu-
lares se componen de linfocitos, Plasmazellen 2
histocitos. No se observan hemorragias; tampo-
co lesiones necrdficas.

Los gérmenes son abundantes, sobre fodo
en el mesodermo. Fotomicrografia niim. 2.

H. nim. 4. 12 dias de incubacion.

Inoculado con 450 germenes en 0,025 ml. (en
1 ml., 18.000).

La cepa provenia de un cultivo en caldo de
malerial tomado del H. mim. 1, Se trata, por tan-
to de un segundo pase en huevo.

Apertura a las 48 horas. Emrién muerto. La
alantoides solo presenta unas manchas blenque-
cinas, posibles lesiones necrolicas.

L os controles bateriol6gicos fueron todos po-
sitivos.

Los cortes histolégicos ponen de manifiesto
zonas inflamadas. Folomicrografias nimeros §
y 4. En algunos punlos, necrosis del eciedermo
y mesodermo. Folomicrograffa nim. 5.

Los gérmenes aparecen en gran canlidad en
las Ires hojas, pero preferentemente en la eclo-
dérmica. Fotomicrografia nim. 6, en la proximi-
dad de un gran vaso.

Identificamos las lesiones necrdlicas con los
puntos blanquecinos encontrados macroscépica-
mente.

H. nim. 6. 12 dias de incubacion. Inocula-
do con un cultivo de avi niim. 3; 3.800 gérmenes
en total (152,000 en 1 ml.)

48 horas de incubacidn. La apertura pone de
manifiesto un embrién muerto. En la alantoides
se observan lesiones hemorrdgicas intensas.

l.os confroles bacterioldgicos resultaron ne-
grativos. En los frotis se pudo observar, ademds
de Pasteurellas, un bacilo gram-positivo.

l.os cortes histoldgicos presentaban lesiones
inespecificas, consistentes en infillrados muy
abundantes de células redondas y hemorragias
intensas, que invadzn el mesodermo.

H. nim. 10. 12 dias de incubacién. Se prac-
ficé el procedimiento de veniana, corlando un
cuadrado de cdscara de 10 mm. aproximadamen-
te y tapando con un cubreobjelos sujelo con pa-
rafina. Se observd que el embridn habia muerto
antes de las 24 horas. Al verificar la apertura se
apreciaron lesiones hemorrdgicas.

Los controles baclerioldgicos fueron posi-
tivos.

Las preparaciones histoldgicas presentaron
lesiones hemorrdgicas; llamé la atencién la pro-
liferacién epitelial y la necrosis y degeneracion
del ectodermo.
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Fotomierograffa ndm. 2. Reaccién inflamatoria producida per
Pasteurellas en alantoides. Pasteurellas en ¢l interior de células
mesodérmicas

Fotomicrografia niim. 5. Necrosls de ectodermo y mesodermo.

Fotomicrografia ndm. 6. Hecha en la proximidad de un gran
vaso. Gérmenes sobre todo en ectodermo.
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H. nim. 14. 12 dias de incubacién. Inocula-
do con Pasteurella aviar 1.084, con un total de
3.000 gérmenes en 0,026 ml. (120.000 en 1 ml.)

Apertura a las 48 horas. Embrién muerto.
Macroscdopicamente, lesiones necréticas y hemo-
rragias muy circunscritas.

Laos frotis mostraron Pasteurellas puras. Los
demads controles fueron positivos.

En las preparaciones hisltologicas se pueden
observar, principalmente, reacciones inflamato-
rias gue acusan los caracteres de las resenadas
en las lesiones de Pasteurellas en general.

H. nim. 15. 10 dias de incubacidn.

Con un control previo, se inoculd la cepa
Pasleurella bovina Salamanca en la cantidad to-
tal de 3,900 gérmenes (156.000 en 1 ml.)

Aperlura a las 24 horas.

De los coniroles bacteriolégicos, la maltosa
fué fermentada por el material aislado del huevo.
Los demds controles positivos.

Los cortes hisloldgicos presentaron, prefe-
rentemente, necrosis ectodérmica, conservando-
se mejor el endodermo. Inflamacién con una
zona de gran engrosamiento. Hemorragias con
pocos 2lementos. L.os gérmenes ocupan en gran
cantidad el ectodermo. Fotomicrografias 7,8 y 9.

H. ndm. 17. Fué inoculado también con
Pasteurella bovina Salamanca y a pesar de que
los controles en aziicares fueron positivos, la
bacterioscopia puso de manifiesto un bacilo fino
gram-positivo.

H. nime. 22, Parecidas lesiones a H. nime-
ro 18. La inoculacion se hizo con Pasteurella bo-
vina 112,

H. mim. 32. 12 dias de incubacién. Inocula-
do con Pasteurella porcina 502, previo control;
1otal 3.100 gérmenes (en 1 ml. 127.000).

La apertura presenté un embridon bien des-
arrollado y maerto. Llaman la atencion las lesio-
nes hemorrdgicas muy abundantes, que macros-
copicamente se asemejan a las que producen las
Salmonellas.

lLos controles todos positivos.

Los cortes histolégicos ponen de manifiesto
hemerrogias muy abundantes; pero también hay
degeneracion granulo-grasosa y en algunos pun-
los reaccion inflamaloria. Foromicrografias nii-
meros 10y 11.

Con el cultivo de 24 horas en caldo se inocu-
laron dos conejos (0,1 y 0,02 ml.), muriendo am-
bos antes de las 15 horas. De los drganos se
aislo la Pasteurella pura.

H. nim. 35, Inoculado @ los 12 dias de in-
cubacion, con la Pasteurella ovina 116; 200 gér-
menes en lofal (8.000 en 1 ml).

Apertura a las 24 horas. Embrién muerto y
bien desarrollado. Lesiones congestivas y algu-
nas hemorragias. Se apreciaron manchitas mas
claras del tamafio de un grano de mijo rodeadas
de anillo hemorragico.

La siembra de material, en caldo, crecié con
normalidad a las 24 horas. En los frolis de alan-
toides y clara sélo se observaron Pasleurelles.
En gofa pendiente sélo gérmenes inméviles. A
la coloracién por el Gram, gérmenes negativos.
El culiivo en caldo salado, negativo.

Con el cullive en caldo de 24 horas, se ino-
cularon dos conejos con dosis de 0,02 ml. y
0,003 ml., respectivamente, muriendo el primero
antes de las 15 horas y el segundo a las 17, des-
pués de verificada la inoculacidn, La autopsia
de ambos animales revelé el cuadro de la septi-
cemia hemorrdgica. De las visceras se aisl6 la
Pasteurella pura.

El esfudio de las preparaciones histoldgicas
nos puso de manifiesto, en primer lugar, una ne-
crosis que afectaba al mesodermo y endotelio de
los vasos (fatomicrografias niimeros 12,13 y 14);
en segundo luger, el ectodermo era el més afec-
tado. Se observa hiperplasia celular en algunos
puntos vy degeneracién de tipo grdnulo-graso-
50. La coloracidn con Giemsa muestra Pasteu-
rellas, especialmente abundantes en mesodermo
y endodermo, pero también fueron observadas
en el eclodermo.

Idénticas lesiones presenla el M. nim. 60,
inoculado con el mismo germen.

H. ndm. 0. 13 dias de incubacion, La ino-
culacién se practico con la cepa de Pasleurella
ovina nam. 2. El nimero total de gérmenes ino-
culado fué: 2,000 en 0,1 ml. (20.000 en 1 ml.)

Las lesiones macroscépicas en alantoides-
fueron idénticas al H. nim. 55. Hemorragias cir-
cunscrilas, rodeando a manera de anillo a una
manchita blanquecina. Los cortes histolégicos
revelaron, igualmente, necrosis que afectaron
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Fotomicrograffa nam, 14.

Fotomicregraffas nams. 12, 13 y 14,  Necrosis que afects al me-
sodermo v endotelio de los vascs,

principalmente al mesodermo. Repifen las lesio-
nes, casi exactamente, las presenladas por la
Pasteurella ovina 116.

H. ntim. 92, Inoculado a los 12 dias de in-
cubacioén, con el mismo germen y en iguales con-
diciones que el A. ntim. 90. Apertura a las 24
horas. Embrién muerfo. Todos los controles
fueron positivos.

Las lesiones, lanto macroscépicas como mi-
croscoépicas, fueron iguales al /. nim. §0.

V. Experimentacign con  Salmanellas

Seguiremos el mismo orden de exposicién
que en las Pasteurellas; pero lo haremos mds
concisamente a fin de evitar repeticiones.

1. Propiedades culturales. Las inoculacio-
nes en huevo de las cepas de S. pullorum,
S. gallinaram y S. cholera -suis., han resultado
posilivas, si hien hemos podido nofar una menor
abundancia en el crecimiento a diferencia con las
Pasteurellas.

2. Morfologia. Al igual que ocurre con las
Pasteurellas, los frotis de membranas y vitelo de
huevos inoculados con Salmonellas, muestran a
éstas con sus caracleres morfoldgicos ordina-
rios, conservandose las propiedades tintoriales.

Los gérmenes aislados del huevo crecen con
normalidad en los medios liguidos y sélidos or-
dinarios.

3. Propiedades fermentativas. Las Salmo-
nellas aisladas del huevo, crecen normalmente en
en el agua de peptona, con los aziicares indica-
dos en la técnica. No hemos enconfrado nin-
guna diferencia notable, ni en la acidificacidn, ni
en la produccion de gas.

4. Resistencia. Elmaterial tomado del hue-
vo, lanto a las 24 horas como a los b dias, ha
conservado sus propiedades bioquimicas y cul-
turales.

5. Patogenia. Nohemos podido comprobar
exaltacion de virulencia. Los gérmenes aislados
del huevo han sido inyectados al palomo y cone-
jo, pero han respondido lo mismo a éstos que a
los de cepas primitivas sin inocular,

Lesiones macroscdpicas gque producen las
Saimonellas. Existe un predominio de lesiones
hemorrdgicas extensas, siempre mds difusas que
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las que presentan las Pasteurellas. También hay
congestion de los vasos alantoideos,

No hemos observado necrosis.

No presentan las Salmonellas una gran ca-
pacidad de atague. Son precisas dosis elevadas,
en comparacion con las Pasleurellas, para pro-
ducir la muerte del embrién,

Hemos tenido ocasién de comprobar embrio-
nes vivos, después de la apertura a las 24 horas.
Sus drganos se presentan congestionados v
hemorrdgicos.

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

7. Lesiones microscopicas generales en la
membrana cotioalantoidea. El esiudio,en con-
junto, de las preparaciones oblenidas con mem-
branas que presentaban lesiones por Salmone-
llas, nos ha revelado la presencia de numerosass
hemorragias que afectaban el mesodermo, pre-
ferentemente en su zona eclodérmica. La foto-
micrografia nim. 15 muestra los globulos roios
nucleados entre las células mesodérmicas y en
parfe enfre las eclodérmicas. A primera vista pu-
dieran confundirse los niicleos de los hematies
con linfocifos.

La reaccién inflamatoria es nula en la mayo-
ria de los casos, y cuando se presenta sdlo la
-componen elementos de niicleo grande que iden-
tificamos como hislocitos diferenciados, siendo
muy raros los linfocitos, polinucleares y plasmo-
cilos.

A pesar de haber empleada distintos mérodos
de coloracion no hemos podido poner de mani-
fiesto Salmonellas en las células ecto y endodér-
micas. Sélo las hemos enconirado en el meso-
dermo.

8. Lesiones en particular. lnserlamos, al
igual que con las Pasteurellas, el resumen de las
fichas mds inferesantes que hemos obtenido en
la experimentacién con Salmonellas.

M. ntim. 8. Huevo incubado durante 11 dias.
Inoculado con Sa/monella ;ml!r}rum 1, enla can-
tidad fofal de 2,500 gérmenes (100.000 ¢n | ml.)

Apertura a los dos dias. Embrién muerto.
[El alantoides presentaba lesiones hemorrdgi-
cas muy manifiestas, pero siempre mas difusas
y extendidas que las observadas en las Pasteu-
rellas.

Los coniroles bacteriologicos dieron los ca-
racteres de Salmonella pullorum.

Histolégicamente se comprobd engrosamien-
fo de la alantoides, con hemorragias muy inten-
sas. En ofras zonas se observa hiperplasia me-
sodérmica. No se observaron fenémenos necré-
licos extensos.

H. nidm. 20. Inoculado con una cepa de Sal-
moneila gallinarum, a los 11 dias de incubacién,
con un total de 3.000 gérmenes (120.000 en 1 ml.)

Se practico la apertura a las 48 horas, apre-
ciandose un embridn bien desarrollado y muerto.
En la alantoides lesiones hemorrdgicas.

Los controles bacterioldgicos dieron, todos
ellos, resultado positivo.

En el estudio de las preparaciones histolégi-

Foromicrograffa ndm. 15.
Hemorragias y hiperplasia inflamatoria

Lestones preducidas por Salmonellas.

cas llamaron la atencién las hemorragias inten-
sas que dominaban sobre cualquier otra lesién
(folomicrografias mims. 16 y 17, en la proximi-
dad de un gran vaso ramificado). También se
observé hiperplasia conjuntiva.

El Giemsa puso de manifiesto Salmonellas,
pero en pequefia cantidad y solo en el meso-
dermo.

H. niim. 35.  Incubacién 12 dias. La inocula-
cién se practicé con la Salmonella cholera suis
116; 2.500 gérmenes en tofal (100.000 en 1 ml.).

Se realiz6 la apertura a las 24 horas. El em-
brién presenté movimientos y antes, en el mo-
menio de corfar la cdscara, se aprecio la salida
de sangre.
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Fotomicragrafia nim. 16, Hemorragias intensas que predomi-
nan sobre cualquier otra lesion.

El alantoides presenraba lesiones hemorrd-
gicas muy abundantes y extensas.

Los controles resultaron positivos.

Microscdpicamente se pudo apreciar el cuadro
general de lesiones que presentan las Salmone-
llas: hemorragias abundantes que afectan al me-
sodermo, preferentemente acumuladas hacia el
ectodermo; ectodermo mejor conservado; ento-
dermo con escasos puntos hipertrofiados. Foto-
micrografias nims. 18 y 19.

H. ndm. 44. Fué inoculado también con
Salmonella 116. Presenté en el examen macros-
copico de la alanloides hemorragias y unos pun-~
tos blanquecinos que no se habian apreciado en
ofras membranas.

Bacterioldgicamente se pudo comprobar,
ademds de las Salmonellas, la presencia de un
coco gram-positivo.

H. niim. 63. Inoculado con Salmoneila cho-
lera suis 10, Las lesiones eran iguales a las pre-
sentadas por M. niim. 35,

liseusidn

Las diversidad de problemas conque nos
hemos encontrado al inocular gérmenes en hue-
vo, han determinado algunas variaciones en el
plan de trabajo que primitivamente nos habiamos
impuesto. Nosotros solo intentabamos el cultivo
de Pasteurellas y Salmonellas en huevo y su es-
fudio diferencial por las lesiones que producen,

pero no queremos dejar de resefiar la imporfan-
cia que liene el estudio de dichos problemas.

Como medio de cultivo, la membrana corio-
alantoidea de embrién de pollo es excelente.
Hemos podido comprobar, sobre todo en Pas-
feurellas, una proliferacién abundantisima, en
algunos casos formando aciimulos que al mi-
croscopio simulan pequefias colonias. El tipo de
lesiones se manifiesia con caracteristicas bastan-
te constantes.

Con una técnica depurada se consiguen cul-
fivos puros, & dias después de la inoculacion;
cosa imposible de realizar en ningiin animal de
experimenfacion, en el que si se retrasara la au-
fopsia corremos ¢l riesgo de una contaminacion.
MANNINGER recomienda el aislamiento de las Pas-
teurellas de los productos patoldgicos directa-
mente y no del pase por animales, pues al ino-
cular malerial sospechoso a animales de experi-
menlacidn, es dificil discernir con certidumbre si
los microbios cultivados fienen su origen en el
material inoculado o si provienen del animal de
experiencia, en el que se ha provocado una sep-
ticemia intercurrente desencadenada por la ino-
culacion de prueba. Cita esre autor que ha podi-
do comprobar la muerte en 24-48 horas de cone-
jos inoculados con Fa-teureila a consecuencia
de la accion del virus de la enfermedad de Au-
jeszky, pueslo que los conejos se pueden encon-
trar en jaulos donde se debilitan y es suficiente
una inoculacién para que las pasieurellas acci-

Fotomlcrograffa nim, 17 La misma preparacion ce la nim, 16
4 més aumentos.
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denfalmente presentes pasen al torrente circula-
forio.

La inoculiécién en hueves con embriones
muerfas o en los infecundos, producen un creci-
miento poco abundante. En muchos de estos
casos el material tomado del huevo se ha mos-
trado esléril.

Fotomicrogratla ndm. 19,

Foromlerograffas nims, 18 y 19, Hemorragia en mesodermo,
preferentemente acumulada hacia ectodermo.

Los conlroles de gérmenes muerios, emulsio-
nados en s. 8., no han producido crecimiento, ni
tampoco lesiones, conservando los embriones
su vitalidad.

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

cientes pruzbas para esiablecerlas; sélo apunta-
mos la imporiancia que represenla la inoculacién
en huevo, para el estudio del problema de la uni-
dad o pluralidad de ciertas especies bacterianas.

Creemos que los gérmenes encueniran en el
medio de cultivo que representan los tejidos jo-
venes, un ferreno apropiado para le exaltacion
de su virulencia; aun cuando podriamos aportar
algunas pruebas de ello, no lo haremos por con-
siderarlas insuficientes y porgue esto seria ob-
jeto de nuevas investigaciones.

Conclusiones

1. La membrana coricalantoidea del em-
brion de pollo se nos ha mostrado como un ex-
celente medio de cullivo para las Pasteurellas
ensayadas.

2." lgualmente es un buen medio para las
Salmonellas estudiadas, pero su crecimiento es
menos abundanie,

3. Los gérmenes empleados no se han mo-
dificade en sus propiedades morfoldgicas, bio-
quimicas y cullurales.

4. Los gérmenes se han aislado con pure-
za del huevo, cinco dias después de verificada
la inoculacién.

3. Creemos que las lesiones histologicas
producidas en dicha membrana difieren enire
Pasteurellas y Salmonellas. Las primeras se ca-
raclerizan, principalmenie, por producir lesiones
inflamatorias y necréiicas; en menor proporcién
hemorrdgicas. Las segundas dan, preferente-
menie, lesiones hemorrdgicas y en menor pro-
porcion hiperpldsicas.

6. Creemos haber cultivado par primera
vez Pasteurellas y Salmonellas en la membrana
corioalantoidea del embrién de pollo.

Summary

(1) The chorio-allantoic membrane of the deve-
loping chick embryo proved to be an exce-
llent culrure medium for the Pasteurella
fested.

(2) Itis likewise a good medium for the Salmo-
nella studied, but the growth of the latter
is less abundant,
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(5)

(4)
(3)

(©)

The germs employed did not show any mo-
difications of their morphological, bioche-
mical and culture properties.

Pure germs have been isolated from the egg
five days after practising inoculation.

It is believed that the histological lesions of
the chorio-allantoic membrane caused by
Pasteurella differ from those originated by
Salmonella.

The former are chiefly characterized by in-
flammatory and necrotic lesions, hemorrha-
ges are found only in a few cases. The lat-
ter cause especially hemorrhagic lesions
and, at a minor rate hiperplasis.

Itis believed that Pasteurella have been cul-
livated for the first lime on the chorio-allan-
toic membrane ol Ithe developing chick
embryo.
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